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Introduction Générale

Depuis l'antiquité, les produits naturels, notamment ceux d'origine végétale ont toujours
été une source importante d'agents thérapeutiques. Actuellement, environ 25-30% de tous les
médicaments disponibles pour le traitement des maladies sont dérivés des produits naturels
(des plantes, des animaux, des bactéries et des champignons), ou sont des dérivés de produits
naturels.

Selon I'Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS), environ 65- 80% de la population
mondiale dans les pays en sous développement, en raison de la pauvreté et du manque d'acces
a la médecine moderne, dépendent essenticllement des plantes médicinales traditionnelles
pour leurs soins de santé primaire (Nsemi, 2010).

Parmi les milliers de plantes médicinales recensées a ce jour, ceux de la famille des
Tiliaceae avec d’environ 40-100 espéces. Il renferme une quarantaine d’especes dont I’espéce
corchorus olitorius trouvée dans les pays d’'Afrique et Asie et utilis¢é comme légume
mucilagineux (Kiebre ef al., 2016).

Cette plante possede également différentes applications dans la médecine traditionnelle
Africaine, les graines de cette espece, en usage externe, sont efficaces contre la gangrene, la
phtiriase, la gale et elles sont également antiseptiques.

La plupart des bioactifs les composants phytochimiques de C. olitorus offrent une diversité
d’avantages pour la santé humaine.

On retrouve des antioxydants dans toutes les plantes, ils sont qualifiés de métabolites
secondaires. Ces composés présentent plusieurs propriétés pharmacologiques, parmi
lesquelles, nous citerons les propriétés antibactériennes, anti-inflammatoires, vasodilatatrices,
anti-cancérigeénes, anti-thrombiques, anti-athérogéniques, anti-pyrétiques, analgésiques, etc.

(Pastor et al., 2009).

Le travail que nous avons trait¢ dans ce mémoire est axée vers |’extraction des
composés phénoliques (polyphénols, flavonoides, tanins, tritérpene), et 1’évaluation de 1’effet
antibactérien sur quelques souches bactériennes (Escherichia Coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa) et Dactivité antifongique sur quelque souches fongiques

(Aspergullus niger, Penecillium, Alternaria Alternata) des extraits méthanoliques et aqueux.
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Notre travail sera donc répartit en deux parties divisées en quatre chapitres :
La premiére partie : Etude bibliographique contient deux chapitres :
Chapitre 1. Nous rapporterons des généralités sur la plante Corchorus olitorius L. I’origine,
utilisation, taxonomie, description, les compositions chimiques de la plante et sur les vertus
médicinales.
Chapitre 2. Montre un apergu réduit sur les métabolites secondaires.
- La deuxiéme partie : Etude expérimentale; qui comprend :
Chapitres 3. Décrivant le matériel et les méthodes ainsi que les protocoles expérimentaux
utilisés pour :
- La préparation de I’extrait phénolique de la plante.
- L’évaluation de I’activité antibactérienne.
- L’évaluation de I’activité antifongique.
- Dénaturation de la protéine BSA.
Chapitre 4. Nous présentons les différents résultats obtenus avec la discussion.

En fin une conclusion générale.
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Chapitre 1 Généralité sur la plante

1.1. Noms vernaculaires

Corchorus olitorius est connu a la fois comme plante médicinale et comme fibre de la
famille des Tiliaceae. Appelé communément jute, on 1’appelle molehiya dans le nord de
Chypre, en Turquie et aux Philippines, moroheiya au Japon, la mauve du juif dans L'hébreu et

le gombo au Nigeria et dans d'autres pays d'Afrique de I'Ouest (Ozdenefe et al., 2018).
1.2. Origine

Corchorus olitorius L. (molokhiya ou feuille de coréte) est un 1égume originaire
d’Egypte qui est trés populaire dans la région méditerranéenne et au Moyen-Orient. Il est trés
nutritif et trés sain et contient du calcium, du caroténe, des minéraux et des vitamines A, B1 et

B2.
1.3. Utilisation

Les jeunes feuilles et les pousses vertes de ce légume a croissance rapide sont choisies
pour la cuisine (figure 01); (tableau 01). Elles ajoutent du golt et une texture visqueuse aux
soupes et aux ragouts. Ses graines sont utilisées comme arome, et on prépare des infusions a
partir de ses feuilles séchées. On a pu identifier cinqg composés phénoliques, de 1’acide
caféoylquinique et des dérivés de quercitine dans des feuilles de Corchorus olitorius L. Ces
composés polyphénoliques sont actuellement étudiés pour leur contribution a la réduction de

I’obésité induite par certains régimes alimentaires.

Corchorus olitorius (Communément appelé coréte potagere); pourrait étre une "arme
puissante" contre les carences nutritionnelles surtout dans les pays en développement, et

(Kiebre et al., 2016).

Figure 1. Feuilles de coréte potagére (Corchorus olitorius(Soro,2012)).
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Tableau 1.Propriétés des feuilles d’el MouloukhiaCorchorusolitoriusLinn

(Bonnet, 2015).
Nom latin CorchorusolitoriusL.
Partie végétale utilisée Feuilles
Couleur Verte
Gofit Proche du gofit des épinards
Odeur Typique au henné

1.4. Taxonomie
La classification de la plante corchorus olitorius est présentée ou dissous (tableau 2).

Tableau 2. Taxonomie de Corchorus olitorius Linn

(Kiebre, 2015).

Régne Plantea
Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Malvales
Famille Tiliaceae

Genre Corchorus

Espéce Corchorus olitorius Linn

1.5. Description de la plante

Les Corchorus olitorius sont des herbes hautes, habituellement annuelles, atteignant
une hauteur de 2,4 m. La plante pourrait étre non ramifiée, ou avec seulement quelques
branches latérales.Les feuilles sont alternes, simples, lancéolées, finement dentelées ou la
marge lobée. Les fleurs sont hermaphrodites, et sont pollinisées par les insectes. Les fleurs
sont petites (2 — 3 cm diameétre) et jaune, avec cinq pétales. Le fruit est un Capsule a graines
multiples. Il est propagé par la graine. La plante préfere la lumiere et sols argileux, humide. Il
ne peut pas tolérer les environnements ombrageés.

Le jute est autopollinisation et contiennent une variabilité génétique tres limitée

(Denton, Nuwangburuka, 2012).
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Généralité sur la plante

1.6. La composition de la feuille

Les feuilles de Corchorus olitorius Linn. sont trés riches en nombreux composants

(tableau 3).

Tableau3. Composition de la corete potagere pour 100g de partie comestible

(Alercia et Loumerem, 2016).

Nutriments Valeurs nutritionnelles /100g
H20 85-87 g
Protéines 56¢
Lipides 0.7¢g
Cabohydrates S5¢g
Fibres 15¢g
Calcium 250-266 mg
Fer 4.8 mg
Vitamine A 1.5 mg
Thiamine (Vit B1) 0.1 mg
Riboflavine (Vit B2) 0.3 mg
Nicotinamide (Vit B3) 1.5 mg
Acide ascorbique (Vit C) 53-100 mg

Les feuilles de Corchorus olitorius ont un rapport faible ainsi pour 100 g de partie

comestible, elles donnent une énergie de 243KJ (58 Kcal), (Alissou, 2011).

La composition et en particulier la teneur en micronutriments sont fortement influencées
par des facteurs externes tels que la fertilit¢ du sol et la fertilisation. L utilisation d’engrais
azoté améliore largement la teneur en micronutriments, tel que le Fe, le P, le Ca, le caroténe et
la vitamine C. Le polysaccharide mucilagineux des feuilles est riche en acide uronique (65%)
et ont trouvé aussi de rhamnose, galactose, glucose, acide galacturonique et d’acide
glucuronique dans un rapport molaire de 1,0; 0,2; 0,2; 09,1,7,en plus des 3,7% de
groupement acétyles (Alissou, 2011).
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1.7. Vertusmédicinales
Les plantes médicinales sont connues depuis les temps anciens,ellesont été utilisés
depuis pour ajouter de la saveur aux aliments, pour les conserver, pour aider a promouvoir la

bonne santé, et traiter et prévenir les aliments médicaux (maladies).

Les feuilles de Corchorus olitorius sont connues pour étre riches en nutriments. C'est
utilisé dans le traitement de la fievre, des tumeurs, des douleurs pectorales, de la dysenterie,
des courbatures, de l'entérite, de la cystite, des amas et de la dysurie (Adegoke et Adebayo-
Tayo, 2009). En dehors de ses avantages nutritionnels, les batons de C. olitorius peuvent étre
rassemblés pour étre utilisés a la fois comme carburant et pour la production de charbon de
bois et de poudre a canon (Ozdenefe et al., 2018). Lafeuille de C. olitorius peut étre utilisée
pour traiter les personnes atteintes d’infections causées par Staphulococcusaureus et Bacillus

subtilis (Ozdenefe et al., 2018).

Cette plante possede également différentes applications dans la médecine traditionnelle
Africaine. Les graines de cette espéce, en usage externe, sont efficaces contre la gangréne, la

phtiriase, la gale et elles sont également antiseptiques (Kiebre ef al., 2016 ).
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Chapitre 2 Les métabolites secondaires

2.1. Techniques d’extraction a partir de plante

2.1.1. Techniques d’extraction classiques

Parmi les techniques classiques, on trouve 1’extraction par Soxhlet, I’hydro-distillation
et la macération... Ces techniques sont basées sur le choix du solvant, la température et
l'agitation.

L’extraction par solvant organique volatil reste la méthode la plus pratiquée
(Dapkevicius et al., 1998).

Les solvants les plus utilisés a I’heure actuelle pour extraire les huiles essentielles sont
I’hexane, le cyclohexane, 1’éthanol et moins fréquemment le dichlorométhane et 1’acétone
(Dapkevicius et al., 1998).

Des solvants tels que le méthanol, I'éthanol, 'acétone et 1’eau et leurs combinaisons ont
¢galement été utilisés pour l'extraction de composés phénoliques, bien que généralement
longue et exige des solvants organiques qui sont chers et dangereux pour la santé (Garcia-
Salas et al., 2010).

De nombreux facteurs, tels que la composition du solvant, le temps d'extraction, la
température, le pH, le rapport solide / liquide et la taille des particules, peuvent influencer de
facon significative l'extraction solide-liquide (Durling ef al., 2007).

2. 1. 2. Techniques d’extraction modernes

2.1.2.1. Extraction par fluide supercritique (SupercriticalFluid Extraction: SFE)

Le dioxyde de carbone supercritique est le solvant le plus largement utilis¢ pour
I’extraction par fluide supercritique en raison de ses caractéristiques particulicres telles que
celles liées a ses conditions critiques modérées (Temperature et Pression) et une disponibilité
rapide (Garcia-Salas et al., 2010).

La technologie du dioxyde de carbone supercritique est une nouvelle méthode utilisée
pour améliorer le rendement d’extraction ainsi que pour éviter le dommage thermique (Nobre
etal. 2012).

2.1.2.2. Extraction par fluide pressurisé (Pressurized Liquid Extraction : PLE)

L’extraction par fluide pressuris¢é est une technique d’extraction solide-liquide
automatisée, utilisent des solvants sous haute pression et a une température élevée située au
dessus du pointd’ébullition des solvants (Garcia-Salas ef al., 2010).

Il s'agit d’une nouvelle méthode pour l'isolement des analytes a partir d'échantillons

solides (Klejdusa et al., 2009).
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En général, avec PLE, un échantillon solide est emballé dans une cellule d'extraction en
acier inoxydable, et extrait avec un solvant appropri¢ a des températures élevées (40-200 °C)
et sous pression (3.5-20 MPa) pendant de courtes périodes (5-15 min), (Garcia-Salas et al.,
2010).

2.2. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires végétaux sont des molécules essentielles a la vie des
plantes et leur interaction avec 1’environnement, ils sont également des sources importantes
pour les produits pharmaceutiques, les additifs alimentaires et les aromes (Ramakrishna et
Ravishankar, 2011). Ils ce des molécules ayant une répartition limitée dansl'organisme de la

plante. Ils y jouent différents rdles, dont celui de moyen de défense contreles agressions
externes.

Les produits du métabolisme secondaire sont en trés grand nombre, plus de 200.000
structures définies et sont d’une variété structurale extraordinaire mais sont produits en faible
quantité (Koné, 2009).

La concentration de ces molécules dans les différentes parties des plantes est influencée
par plusieurs facteurs environnementaux tels que la température, I’humidité, 1’intensité
lumineuse, I'eau, les sels minéraux et le CO, (Ramakrishna et Ravishankar, 2011).

En raison de I'importance des métabolites secondaires, de nombreuses études de recherche ont
¢té mences afin d'améliorer la croissance des végétaux et d’augmenter la production de ces

molécules.
2.3. Les polyphénols

2.3.1. Définition des polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires synthétisés dans les plantes en
réponse auxstress écologiques et physiologiques (Khoddami et al., 2013).1ls possedent un ou
plusieurscycles aromatiques avec un ou plusieurs groupes hydroxyles allant de molécules
phénoliquessimples de 500 Dalton a des composés fortement polymérisés avec des poids
moléculaires deplus de 30 000 Dalton (Bravo, 1998).

Les polyphénols sont des composés phénoliqueshydrosolubles ayant la capacité de
précipiter certains alcaloides, la gélatine et autres protéinesde la solution. Le terme
polyphénols est un terme collectif pourplusieurs sous-groupes de composés phénoliques.

Les polyphénols sont largement distribués dans le regne végétal et sont les métabolites

secondaires les plus abondants des plantes, avec plus de 8 000 structures phénoliques
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connues, allant de simples molécules telles que les acides phénoliques jusqu’a des substances
fortementpolymérisées telles que les tanins (Dai and Mumper, 2010). IIs sont présents dans
différentesparties des plantes selon 1’espéce végétale et le composé phénolique considéré
(Agati et al., 2012; Di Ferdinando et al., 2014).

Les composés phénoliques sont des constituants largement répandus des aliments
végétaux(fruits, légumes, céréales, olives, 1égumineuses, etc.) et des boissons (thé, café,
bicre,vin, etc.) et responsables de plusieurs propriétés organoleptiques des aliments végétaux
(Dai and Mumper, 2010).Comme la plupart des métabolites secondaires, les polyphénols sont
synthétisés par les plantesafin d’accomplir certaines fonctions. Ils sont généralement
impliqués dans :

e La croissance et la reproduction des plantes.

e La défense contre les rayonnements ultraviolets.

e La défense contre 'agression par les pathogenes, les parasites et les prédateurs.

e Laproduction des ardmes et parfums et la contribution dans la pigmentation.

e La protection des cultures contre la peste et la germination des graines avant la récolte
(Bravo, 1998 ; Dai and Mumper, 2010).

2.3.2. Classification des polyphénols

Les polyphénols constituent le groupe de produits naturels le plus distribu¢ dans le
regnevégétal. Cette large distribution a conduit a différentes facons de classer ces composés
en sebasant sur 1’origine, la fonction biologique ou la structure chimique (Tsao, 2010).

En utilisant la classification selon la structure chimique, les polyphénols sont divisés
enplusieurs classes selon le nombre des anneaux phénoliques qu’ils contiennent et les
¢lémentsstructuraux qui lient ces anneaux entre eux.Les principaux groupes de polyphénols
sont : les acides phénoliques, les flavonoides, les alcools phénoliques, les stilbénes et les
lignanes (D Archivio et al., 2007).

2.3.3. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont subdivisés, en se basant sur les squelettes C1-C6 et C3-C6,

en deux principaux types : I'acide benzoique et les dérivés d'acide cinnamique (Figure 2).
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R
OH HO —

Figure 2. Acides phénoliques (hydroxybenzioc et acide cinamique), (Pandeyet al., 2009).

2.4. Les flavonoides

Les flavonoides sont des molécules polysubstituées ubiquitaires chez les plantes, formés
a partir des acides aminés aromatiques phénylalanine, tyrosine et du malonate. La structure de
base de flavonoide est le noyau flavane, qui se compose de 15 atomes de carbone disposés en
trois cycles (C6-C3-C6) qui sont nommés cycle A, cycle B et cycle C (figure 03), (Stalikas,
2007).

Ils sont présents dans presque tous les organes de la plante (racines, fleurs, tiges), et
jouent un role important dans le systéme de défense comme antioxydants.
Ils sont considérés comme les pigments universels des végétaux (Harkati, 2011) ; simples ou

glycosylés, responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Krief,
2003).

KBande IT {3 Bande I

A
L )

Bande d'absorption Bande d'absorption de
de la partie benzovle la partie cinnamoyle

Figure 3. Les bandes caractéristiques d’un squelette flavonique (Saffidine, 2018).

2.4.1. Intérét des flavonoides
Les flavonoides ont plusieurs rdles :

La protection des plantes contre les radiations UV de type B et leur défense contre les
herbivores et les attaques microbienneset jouent un réle important dans les interactions avec
les insectes. Certains flavonoides ont paralléelement une activité antioxydante, anti-
inflammatoire, vasculaire, oestrogénique et antitumorale.

Ils interviennent comme des composés de défense ainsi que dans la signalisation de la

reproduction de la pathogenése et de la symbiose.
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Pour ne citer que leurs principales propriétés pharmacologiques. Ces composés se
divisent en différents types : flavones, isoflavones, flavonols, flavanones, flavanes, chalcones,
anthocyanidines, catéchines, ptérocarpanes, aurones (Harkati, 2011).

2.5. Tannins

Ces composés ayant en commun la propriété de tanner la peau (combinaisons a des
macromolécules (Protéines, Polysaccharides...) par des liaisons résistantes auxattaques
fongiques et bactériennes). Ils sont utilisés dans le traitement des aliments et la
clarificationdes vins, des biéres et des jus de fruits (Propriétés biologiques).

On distingue, habituellement, deux groupes de tanins différents par leur structure aussi
bien que par leur origine biogénique: tanins hydrolysables, tanins galliques (Bruneton, 2009).
2.6. Les terpénes

Les terpénes forment un groupe de produits naturels largement représenté et d’un intérét
chimique considérable, trés diversifiés. Ils constituent le principe odoriférant des végétaux.
Cette odeur est due a la libération des molécules trés volatiles contenant 10, 15, 20 atomes de
carbones. Extraites ces molécules sont employées comme condiment (girofle) ou comme
parfum (rose, lavande). IIs ont un caractére commun, formés d’unités isopréniques (CsHs). Ils
sont formés de 1'assemblage d'un nombre entier d'unités penta carbonées ramifiées dérivées du
2-méthyl butadiéne, appelées unités isopréniques (CsHg) n. Ces squelettes peuvent étre
arrangés de fagon linéaire ou bien former des anneaux. De ce fait une classification

rationnelle, basée sur ce nombre qu’ils renferment, est possible (Seghiri, 2009).
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3.1. Matériels
3.1.1. Matériels non Biologiques

Tableau 1. Matériels utilisées.

flacons Entonnoir Boites pétries Ballon
Pipette Tubes secs a bouchons et | Pipette pasteur | Spatule
support

Papier filtre Bec benzene Balance Etuve de conservation
¢lectronique

Balance de Ecouvillon papier wattman | Perforeuse

analytique

Rota vapeur Agitateur plaque chofon H,O: eau | DMSO
distillée

Barreau Des disques d’antibiotique | Gélose nutritive | PDA

Réfrigérateur MeOH : methanol I’eau Mueller- Hinton
physiologie

Broyage Autoclave Pince Four pasteur

¢lectrique

Ance de platine Papier aluminium Vortex Ecouvillon

3.1.2. Matériels Biologiques
3.1.2.1. Matériel végétal

La plante que nous avons sélectionnée pour ce travail est :

» Corchorus olitorius L.
L’échantillon est sous forme d’une poudre de cueillis et séchés et moulus par

méthode traditionnelle de région : Zribet ALouad.
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3.2. Méthodes

3.2.1. Extraction des polyphénols

3.2.1.1. Extrait méthanolique

Pour extraire les polyphénols, de la partie aérienne, de la plante étudiée, par macération
pour I’extrait méthanolique, nous avons opté le protocole décrit par Patiler al. (2013). Peser
50g poudre sec de la plante étudiée apres son nettoyage et broyage, le mélanger avec 500 ml
méthanol dans un ballon sous I’agitation pendant une nuit & température ambiante et a
I’obscurité. Faire 1’¢limination de la poudre par filtration avec un papier filtre. L’extrait
obtenu est débarrass¢ du méthanol par évaporation sous pression a 45° C (rota vapeur), puis

faire le séchage de résidu dans I’é¢tuve (Figure 4).

o L’extraction méthanolique

Peser 50g de poudre Avec 500 mL méthanol
+agitation

L’extrait apres le [ Mis dans des boites

Evaporation
séchage dans 1’étuve

€n verre

Figure 4. Mode d'opération d'extraction méthanolique (photos originale).
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3.2.1.2. Extrait aqueux

Pour extraire les polyphénols de la parties aériennes de la plante étudiée par décoction
pour I’extrait aqueux, nous avons opté le protocole décrit par Touaibia et al., (2003).
Peser 50 g poudre sec de la plante étudiée aprés son nettoyage et broyage, le mélanger avec
500 ml eau distillée dans un ballon a ébullition pendant 30 min. faire 1’élimination de la
poudre par filtration avec un papier filtre puis faire le séchage de résidu dans I’étuve. Le
résidu sec pesé et conservé au réfrigérateur a 4 °C (apres le gratage), (figure 5) puis

déterminer le rendement.

e L’extraction aqueuse

[ Peser 50g de poudre } Avec 500 mL H20
distillée + chaufage

[ Poudre de moulokhia }

Concervation des

i Incubation dans Filitration
extraits dans un les tuves
flacon

Figure 5. Mode d'opération d'extraction aqueux (photo originale).
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3.2.2.Détermination du rendement
Le rendement de I'extrait brut est défini comme le rapport entre la masse de 1'extrait sec
obtenu et la masse du matériel végétal traité (Deguenon et al., 2019).

Cette efficacité a été calculée avec 1'équation suivante: R (%) = Me/Mv x 100

R (%): Rendement en%
Me: masse de l'extrait aprés évaporation du solvant

Mv: masse de matériel végétal utilisé pour l'extraction

50g poudre de plante + 500 ml méthanol

1L

Sous agitation pendant une nuit a température ambiante et a 1’obscurité

il

Résidu

11

Apres 24 h .élimination de poudre par filtration avec un

1L

L’extrait obtenu est débarrassé du méthanol

Iy

Par évaporation sous pression a 45°c ( rota vapeur)

1L

Séchage de résidu dans 1I’étuve

1L

Le résidu sec pesé et conservé

il

Détermination de rendement

Figure 6. Protocole de I'extraction des polyphénols de I'extrait méthanolique par macération.
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50 g poudre de plante + 500 ml eau distillée dans un erlenmeyer

1

A ¢ébullition pendant 30 min + agitation

i

Refroidissement

]!

Filtration par papier filtre

Iy

Séchage a I’étuve

!

Le résidu sec est pesé

]!

Grattage et conservé au réfrigérateur a 4°c

!

Détermination de rendement

Figure 7. Protocole de I'extraction des polyphénols de 1'extrait aqueux par décoction.

3.2.3. Dosage de quelque composant de Corchorus olitorius L.

3.2.3.1. Dosage des polyphénols totaux (PPT)

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraitsde feuilles de la plante étudiées, est
effectué¢ selon la méthode de Folin Ciocalteu (Boizotet al., 2006). Le réactif utilisé est
constitué d’'un meélange d’acide phosphotungstique (H3:PW,040) et d’acide
phosphomolybdique (H;PMO;,04) de couleur jaune.

Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des composés phénoliques par ce
réactif, qui entraine la formation d’un nouveau complexe d’oxydes métalliques de tungsténe
et de molybdeéne de couleur bleu. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité

de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Ribéreau-Gayon, 1968).
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Le protocole du dosage est effectu¢ comme suit : 200ul de chaque extrait dissous dans
I’eau distillée ou de point de gamme, est ajouté a 1 ml du réactif de Folin Ciocalteu (dilué 10
fois dans de I’eau distillée). Aprés 4 min d’incubation a température ambiante, 800ul de
NayCojs (7.5%) dilué également dans 1’eau distillée, sont additionnés au mélange. L’ensemble
préalablement agité est incubé a I’abri de la lumiére pendant 30 min. L’absorbance est ensuite
lue a 765 mm par un spectrophotometre UV/visible (Bougandoura, 2012).

e Expression des résultats

La concentration des polyphénols totaux pour chaque échantillon est calculée a partir de
I’équation de régression d’une gamme d’étalonnage en milieu aqueux (0 a 200 pg/ml), établie
avec I’acide gallique dans les mémes conditions opératoires que les extraits (Les résultats sont
exprimés en microgrammes équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg
d’extrait).

3.2.3.2. Dosage des flavonoides
a) Principe
La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorunet al., 1996) est utilisée pour quantifier
les flavonoides dans les différents extraits; cette méthode basée sur la formation dun
complexe flavonoide-aluminium, ayant le maximum d'absorbance a 430 nm. La quercétine a
été utilisée pour faire la courbe d'étalonnage.
b) Mode opératoire

Iml de chaque échantillon ou du standard (quercétine), dilués dans le méthanol, est
ajouté a 1ml de la solution d’AICl; (2% dans le méthanol). Aprés 10 min d’incubation,
I’absorbance est lue a 430 nm par un spectrophotomeétre UV-visible.Le blanc utilisé est le

méthanol avec AlCI; (I’extrait est remplacé par du MeOH), (Saffidine, 2018).

¢) Expression des résultats

Les concentrations des flavonoides des différents extraits sont déduites a partir de la
gamme d’étalonnage, établie avec la quercétine et sont exprimées en microgrammes
équivalents de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).
3.2.3.3. Dosage des tannins condensés

La teneur en tanins condensés a été déterminée par la méthode de vanilline décrite par
(Julkunen-Titto, 1985).

Un volume de 50 pl de chaque extrait a été ajout¢ a 1500 pl de la solution
vanilline/méthanol a 4 %, puis mélangé vigoureusement. Ensuite, un volume de 750 pl de

I’acide chlorhydrique concentré (Hcl) a été additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a
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température ambiante pendant 20 min. L’absorbance est mesurée a 550 nm contre un blanc.
Différentes concentrations (ug/ml) préparées a partir d’une solution mere de la catéchine,
permettront de tracer la courbe d’étalonnage (Ali ef al., 2018).
3.2.3.4. Dosage des Tritérpénes
a) Principe
Le principe de base de cette méthode est la réaction des triterpénes oxydés avec la
vanilline, ou l'acide sulfurique est utilis¢é comme oxydant. Les sapogénines stéroidiennes avec
ou sans double liaison en C-5, les sapogénines triterpénoides et les acides stéroliques et
biliaires qui ont un groupe OH en position C-3 réagissent avec la vanilline en milieu acide
pour donner des chromogenes, I’absorbance a été mesuré a 548 nm, selon la nature des
saponines.
b) Mode opératoire
La teneur totale en triterpénoide a ¢été¢ déterminée par colorimétrie en utilisant le
protocole de Fan et He (20006).
40uL d’extrait a été mélangés avec 60ul vanilline (5% dans 1’acide acétique) et 1’acide

perchlorique concentré (200uL). Les solutions d'échantillon sont incubées pendant 45min a

60°C puis refroidi dans un bain d’eau glacée a la température ambiante. Ensuite, 1'addition

d'acide acétique concentré (900ul), 1'absorbance a été mesurée a 548 nm, en utilisant un
spéctrophotometre UV-visible.
¢) Expression des résultats
Acide ursolique (25-500 pg/mL dans du méthanol) a été utilisé comme étalon. Les
résultats ont été exprimés en microgrammes d'équivalents d'acide ursolique (mg équivalent

acide ursolique / mg extrait sec).
3.2.4. Etude de ’activité antibactérienne
3.2.4.1. Souches bactériennes testées

Les souches utilisées sont des souches de référence de 1’American type culture
collection (ATCC), gracieusement fournies par le laboratoire de microbiologie de 1’hopital
Hakim Saddan Biskra puis conservées a 4 °C dans des tubes a essais contenant de la gélose

inclinée. Lessouches pathogenes utilisées sont indiquées dans le tableau 4.
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Tableau 4. Liste des souches bactériennes testées.

Nom de la souche N°eATCC Famille Gram
Escherichia coli 25922 Enterobacteriaceae -
Staphylococcus aureus 27853 Staphylococcaceae +
Pseudomonas aeruginosa 25923 Pseudomonaceae -

La détermination de la sensibilité d’une bactérie aux antibiotiques se fait par la méthode

de I’antibiogramme.

3.2.4.2. Repiquage des souches bactériennes

Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries dans un
milieu de gélose nutritive, puis incubées a I’étuve a 37°C pendant 18 & 24 heures afin
d’obtenir une culture jeune et des colonies isolées. Les colonies isolées ont servi a préparer

I’inoculum (Moroh et al., 2008).

3.2.4.3. Inoculum bactérienne

Les colonies bien isolée sont prélevées et émulsionnées dans 10 ml d’eau physiologique
stérile 2 0.9 % a l’aide d’un vortex ensuite on fait des dilutions afin de standardiser la
suspensionbactérienne.L’inoculum est ajusté a 0.5 Mc Farland correspondant a une densité
optique de (0.8a 0.10) a 625 nm. La concentration finale de 1’inoculum est de 10 7UFC/ml
(Brama, 2002).

L’ensemencement est réalisé aprés 1’inondation des boites de Pétri contenant le gélose
Mueller-Huntton H-M (est le milieu le plus employé pour les tests de sensibilité aux agents
antibactériennes ) et laisser pendant 15 min pour se solidifier, et a I’aide d’un écouvillon , en
le trempant dans la suspension bactérienne, puis en ensemengant les colonies sur la totalité de
la surface des boites pétris de haut en bas, en strie serrées a I’aide d’un écouvillon (Ourida,

2012), (Figure 8).
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Figure8. Ensemencement des bactéries (Photo originale).

3.2.4.4. Préparation des séries de dilutions
200 mg de I’extrait ont été repris avec Iml de DMSO. Avec une dilution en série de

100 a 50 et a 25 mg/ml. Ont été ensuite réalisé pour obtenir des différentes concentrations

(Figure 9).

Figure 9. Une série de dilution de I’extrait et méthanolique aqueux et méthanolique.

3.2.4.5. Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme)

Les disques sont fabriqués a partir de papier wattman n°3 (ou autre type de papier
buvard), avec un diametre de 6 mm, suivant le diametre de I'emporte piece. Ensuite ils sont
mis dans un tube a essai (ou plus si nécessaire), et stérilisés a 1’autoclave.

Cette méthode est décrite par Jaobet tomei, (1979) qui appelée technique
aromatogramme, consiste a utiliser des disque papier wattman (ou autre type de papier
buvard), avec un diametre de 6 mm, imprégnés des concentration différentes des extrait des
plantes et déposes a la surface d’un milieu gélose en boite pétrie préalablement ensemencé en
surface a 1’aide suspension bactérienne. Apres une incubation pendant 24heures a 37°C

(Ourida, 2012), (figure 10).
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Figure 10. Préparationdes disques avec différente concentration (aromatogrmme)
(Photo originale).

3.2.4.6. Lecture de résultat

L’activité antibactérienne a ¢été estimée en mesurant les diameétres des zones
d’inhibition a I’aide d’une régle en mm qui correspond a la distance autour des disques ou
nous constatons une absence totale de culture microbienne. En paralléle nous avons utilisé des
témoins pour vérifier leur croissance apres I’incubation (Ourida, 2012).
-Non sensible (-) ou résistante : diameétre < 8mm.
-Sensible (+) : diameétre compris entre 9 mm a 14 mm
-Trés sensible (++) : diametre compris entre 15 mm a 19 mm
-Extrémement sensible (+++) :diamétre > 20 mm

3.2.5. Etude de Pactivité antifongique

L’activité antifongique des différents extraits de plantes a été¢ évaluée sur trois espéces
fongiques sont: Aspergillus niger, Penecillium, Alternaria alternata.
Les souches fongiques sont isoléesa partir des aliments des bétails.
3.2.5.1. Préparation des milieux de cultures
3.2.5.1.1. Milieux PDA (Potato Dextrose Agar)
- Le milieu utilisé pour I’incubation, I’entretien et la réalisation de 1’antifongigramme pour les
moisissures est le PDA (Potato Dextrose Agar), dont la préparation est la suivante :
-Peser 200 g de pommes
-Faire cuire dans 1L d’eau distillée pendant 1h.
-Filtrer sur plusieurs couches d’étamine.

-Ajouter 20 g d’agar agar et 20 g de glucose et compléter a un 1 L si nécessaire.
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-Placer le milieu sous agitation magnétiqueavec chauffage pendant 30 minutes
- Ajuste, lepH a 7,5.
- Autoclave a 121°C /15 minutes.

3.2.5.2. Préparation des disques

Les disques sont préparés a partir du papier Wattman Ne3 a 1’aide d’un perforateur de
papier, avec un diametre de 6 mm, ces disques sont mis dans un tube a essai, puis autoclaves
a120°C pendant 15 minutes.

3.2.5.3. Préparation des extraits

200 mg de I’extrait ont été repris avec 1ml de DMSO. Une dilution en série de
100 a 50 et a 25 mg/ml ; ont été ensuite réalisé pour obtenir des différentes concentrations,
puis agités a I’aide d’un vortex jusqu’a la dissolution totale, puis mises dans tubes stériles et

conservées a 4°C jusqu’a leur utilisation.
3.2.5.4. Repiquage des souches

Les souches fongiques utilisées ont été repiquées sur milieu PDA en déposant un disque
mycélien, au centre d’une boite de PDA déja coulée puis incubée sous températures idéales a
37°C pour d’Aspergillus niger, Penecelium, Alternaria pendant 5 a 7 jours (figure 11),
(Thejakumar et Devappa, 2016).

Figure 11. Repiquage des champignons (Photo originale).

22



Chapitre 3 Matériels et Méthodes

3.2.5.5. Application des disques

Coulage de boites en utilisant le milieu PDA.

Les disques des extraits et du témoin négatif (DMSO) sont déposés a la surface de
lagélose a 1’aide d’une pince flambée. Le disque mycélien (préparé a I’aide d’un emporte-
piece) du champignon cible a été déposé au centre de la boite.

3.2.5.6. Préparation des boites

Les boites sont repérées a raison de 6 points (4 points pour les extraits et un point central
pour le disque mycélien du champignon et un pour témoin négatif (DMSO)).
Un disque mycélien de 6mm dediamétre prélevé de la culture jeune dumycéte a été inoculé
au centre de la boite. La lecture desrésultats a été effectuée apres 5 jours d’incubation a 37°C

par mesure du diametre de la zone de croissance (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

3.2.6. Dénaturation de protéine BSA
3.2.6.1. Activité anti-arthritiquein vitro
L’activité a été étudiée a 1'aide de protéines de sérum bovin méthode de dénaturation de
l'albumine d'ceufs.
3.2.6.2. Méthode de dénaturation des protéines de sérum bovin
a) Préparation des réactifs
- 500 mg de BSA dissoute dans 100 ml d’eau.
- Phosphate Buffer Saline PH 6.3: Dissous 8 g dechlorure de sodium (NaCl), 0,2 g de chlorure
de potassium (Kcl), 1,44 g d’hydrogénophosphate de disodium (Na,HPO,), 0,24g de
dihydrogénophosphate de potassium (KH,PO,) dans 800 mleau distilléeLe pH a été ajusté a
6,3 en utilisant du Hcl 1 Net compléter le volume a 1000 ml avec de 1'eau distillée.
b) Méthode
La solution de contrdle de test (0,5 ml) consiste en 0,45 ml d’albumine de sérum bovin
et0, 05 ml d'eau distillée.
Le contrdle du produit (0,5 ml) consiste en 0,45 ml d’eau distilléeet 0,05 ml de solution
a examiner.La solution standard (0,5 ml) consiste en 0,45 ml d’albumine sérique et 0,05 ml

dediclofénac sodique a différentes concentrations.

Procédure: 0,05 ml de différentes concentrations (50, 100, 250ug / ml) de médicaments a

tester et de médicament standard, le diclofénac sodique(50, 100, 250 pg / ml) ont été préleves
respectivement et 0,45 mlmélangés. Les échantillons ont été¢ incubés a37 °© C pendant 20

minutes et la température a été portée aconserver les échantillons a 57 ° C pendant 3 minutes.
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Apreés refroidissement, ajouter2,5 ml de tampon phosphate aux solutions ci-
dessus.L’absorbance a été¢ mesurée a l'aide d'UV-Visiblespectrophotomeétre a 255 nm.

Le controle représente Dénaturation des protéines a 100%. Les résultats ont été
comparés avec du diclofénac sodique. Le pourcentage d'inhibition dela dénaturation des
protéines peut étre calculé comme.

Inhibition en pourcentage = 100 - [ (densité optique du testsolution - densité de contrdle

optique) / densité optique de test) / x 100], (Rahman et al., 2015).
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Chapitre 4 Résultats et Discussions

4.1. Calcul du rendement

Dans cette étude, nous avons procédé a la préparation de deus extraits, méthanolique et
aqueux a partir de la partie aérienne de 1’espece Corchorus olitorius L, et cela afin d’évaluer
leurs activités antibactérienne et antifongique, ainsi que le taux d’inhibition de dénaturation

de la protéine BSA.

Le rendement d’extraits méthanolique et aqueux dans la région Zribet ALouad (Biskra),
a été déterminé par rapport 50 g de matériel végétale rendue en poudre des feuilles de

Corchorus olitorius L.
4.1.1. La macération

La préparation de I’extrait méthanolique par macération de la partie aérienne de
Corchorus olitorius dans le méthanol a permis d’obtenir un extrait méthanolique sec avec un

rendement de 17,12% (Figure 12).

4.1.2. La décoction
Le rendement de 1’extrait aqueux apres la décoction de la partie aérienne de Corchorus

olitorius dans I’eau distillé a été estimé a 10,92% (Figure 12).

R% d'extraction
17,12%

0,18
0,16

0,14
0,12 10,92%

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

extrait Aqueux extrait Méthanolique

Figure 12. Histogramme représente le rendement d'extraction du C. olitorius.

Le rendement de D’extraction varie en fonction de I’espéce végétale utilis€é dans
I’extraction, les conditions de séchage, le contenu de chaque espece en métabolite et de la

nature de solvant utilisé dans 1’extraction ou le fractionnement et de sa polarité.
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La différence de rendement observée entre les extraits aqueux et les extraits

méthanoliques pourrait s’expliquer par le fait que le méthanol est un solvant organique avec

une forte polarité qui fixerait plus de composés par rapport a I’eau et plus efficace dans

I’extraction (Brama, 2002).

4.2. Quantification des polyphénols totaux (PPT)

La détermination de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits (Aqueux et

méthanolique) de C. olitorius a été réalisée selon la méthode utilisant le réactif de Folin-

Ciocalteau. La courbe montre une linéarité de 1’absorbance en fonction des concentrations de

I’acide gallique.

Les quantités des polyphénols correspondantes de chaque extrait ont été rapportées en

pg équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait), (Figure

13).

1,4

1,2
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0,4
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y =8,5125x +0,0397
R*=0,9911
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Figure 13. Courbe d'étalonnage d'acide gallique.
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Figure 14. Histogramme représente la quantité des polyphénols (g EAG/g MS) dans

l'extrait aqueux et méthanolique de C. olitorius.

D’aprées la figure 10, les résultats obtenus montrent que la présence des polyphénols
dans les extraits. Cependant, 1’extrait aqueux de C. olitorius est le plus riche en polyphénols

(7.01 £0.87 ng d’EAG/mg) que ’extrait méthanolique (5.04 £+ 1.60 ug d’EAG/mg).

VYA etal., (2013); Mibei et al., 2012; Borokini et Omotayo, (2012), la Corchorus olitorius

est une plante contien une quantité des polyphénols mais sans quantitifier.

La quantit¢ des polyphénols de I’extrait aqueux est supérieur par rapport 1’extrait
méthanolique. Cette différence revient de la type de solvant influe sur le rendement des
polyphénols totaux, la polarité, la composition chimique du plante et le rapport de solubilité

des molécules dans ces solvants (Brama, 2002).
4.3. Dosage des flavonoides totaux

La détermination de la teneur en flavonoides totaux des différents extraits est estimée
par la méthode de chélation de I'Aluminium selon le protocole de (Bahorun ef al. (1996).

La quercétine considérée comme controle positif, qui a permis de réaliser la courbe
d’¢étalonnage et les calculs de la teneur de flavonoide dans notre extrait, les résultats sont
exprimés en ug équivalent quercétine par mg d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).

La courbe d’étalonnage suit une équation de type : y = 9.735x+0.074. Sachant que le
coefficient de corrélation est : R>=0.99 (Figure 15).
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Figure 15. Droite d'étalonnage du quercétine pour le dosage des flavonoides totaux.

Les résultats sont exprimés en microgrammes d’équivalent en quercétine mg d’extrait sec

(ng EAG/mg d’extrait), (Figure 16).
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Figure 16. Les teneurs des flavonoides totaux en pg EQ/mg d'extrait sec.

D’apres la figure 17, les résultats obtenus montrent que les deux extraits étudiés sont
riches en flavonoides totaux. Cependant, 1’extrait méthanolique de C.olitorius est le plus riche

en flavonoides (71,35 + 0.70 pg ’EAG/mg) que I’extrait aqueux (60.74 + 0.42 ug d’EAG/mg).
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D’aprés Barku et al. (2013); ’analyse phytochimique qualitative de Corchorus olitorius

Linn. a aussi montré la présence de plusieurs types de métabolites secondaire dont les

flavonoides, sans les doser.

4.4. Dosage des Tanins condensés

La quantification des tanins a été effectuée par une méthode adaptée par Julkunen- Titto.

(1985). La catéchine considérée comme contrdle positif, qui a permis de réaliser la courbe

d’¢étalonnage et les calculs de la teneur de tanins dans notre extrait, Les résultats sont exprimés

en pg équivalent catéchine par mg d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).
y = 0.602 x+0.086. Sachant que le

La courbe d’étalonnage suit une équation de type :

coefficient de corrélation est : R> = 0.983 (Figure 17).
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Figure 17. Droite d'étalonnage du catéchine pour le dosage des tanins.

Les résultats sont exprimés en microgrammes d’équivalent en catéchine par mg

d’extrait sec (ug EAC/mg d’extrait), (Figure 18).
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Figure 18. Histogramme représente la quantité des tanins (Hg EAG/mg MS) dans 1'extrait
aqueux et méthanolique de C.olitorius.
D’apres la figure 18, les résultats obtenus montrent que les deux extraits étudiés sont

comprend les tanins. Cependant, ’extrait méthanolique de C.olitorius est le plus riche en

Tanins (6.03 £ 0.53 ng d’EAG/mg) que I’extrait aqueux (4.31 £ 1.35ug d’EAC/mg).

D’aprés Barku et al. (2013); la Corchorus olitorius est une plante contient une quantité

des tanins mais sans quantifier.

4.5. Dosage des triterpénes

Le dosage des triterpénes a été effectu¢ selon le protocole de Fan et He. (2006) en
équivalent d’acide ursolique, les concentrations d’acide ursolique permis de réaliser la courbe
d’¢étalonnage et les calculs de la teneur de triterpeéne dans notre extrait, Les résultats sont

exprimés en pg équivalent triteroene par mg d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).

La quantité des triterpénes a été¢ déterminée par 1’équation : y = 0.0116x + 0,07 avec un

coefficient de corrélation R? = 0.988 (Figure 19).

30



Chapitre 4

Résultats et Discussions

Absorbance a 548 nm

0,06
0,05
0,04
0,03
0,02

0,01

y=0,1164x +0,0071
R2 =0,9887

—

—

0,1 0,2 0,3
Concentration de l'acide ursolique

Figure 19. Droite d'étalonnage de 1’acide ursolique pour le dosage des Triterpenes.

La quantité¢ des triterpénes obtenus est exprimée en ugEAU/mg d’extrait sec par

extrapolation sur la courbe d’étalonnage de 1’acide ursolique, les résultats sont montrés dans la

Figure 20.
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Figure 20. Les teneurs des Triterpenes en pg EAU/mg d'extrait sec.

D’apres la figure 21, les résultats obtenus montrent que les deux extraits étudiés sont

comprend le triterpene. Cependant, I’extrait méthanolique de C.oliforius avec une grande

quantit¢ en Tritérpéne (4.65 £ 0.62 pg d’EAG/mg) que I’extrait aqueux (2.81 = 0.77ug

PEAG/mg).

D’aprés Barku ef al. (2013) I’analyse phytochimique qualitative de Corchorus olitorius

Linn. la présence de la terpénoide.
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Par contre, d’aprés El-Rafie et al. (2016) I’absence de terpénoide dans la plante de

Corchorus olitorius pauvre du terpénoide.
4.6. Evaluation de D’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne in vitro de notre extrait de plante « Corchorus olitorius
Linn » a été réalisé pour évaluer la capacité des métabolites secondaires a inhiber la
croissance des différentes souches bactériennes par la méthode de diffusion sur disques sur un

milieu gélosé.

L’évaluation de I’activité antibactérienne a été réalisée par La technique de diffusion des
disques sur milieu solide, qui est une technique qualitative basée, sur la mesure des diameétres
d’inhibitions en mm de la croissance des bactéries (P. aeruginosa, E. col, S. aureus), (Figure

21).

Figure 21. Résultat de I’effet de I’extrait aqueux et méthanolique sur les souches bactériennes

(photo original).
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Tableau 5. Les diamétres des zones d’inhibition des différentes souches (en mm) par

la méthode de disques.

Déterminations Zones d’inhibition (mm)
les zones
,- 1.1-.. | Concentration de I’extrait | Concentration de 1’extrait
d’inhibitin \ . .
aqueux méthanolique Témoin Témoin (+)
(mg/ml) (mg/ml) (-) (DMSO) | Gentamycine
200
mm 100 50 25m | 200m | 100m | 50 mm 25
mm mm mm mm mm mm
Escherichia coli| | ) 11 |11 12 . ) 17
mm mm | mm | mm
ATCC 25922 mm
Staphylococcus | 115 |12 (14 |10 |10 |11 |10 ; 28 mm
aureus mm|mm |mm |mm |mm |mm |mm
ATCC 27853
Pseudomonas |10 113 |12 |12 [10 |10 |11 |11 - 19 mm
aeruginosa mm |mm | mm |mm |mm |mm |mm |mm
ATCC 25923

D’apres les résultats enregistrés par la mesure de la zone d’inhibition exercée par
I’extrait méthanolique et aqueux de C.olitorius vis-a-vis les deux bactéries testées (Tableau
5), on a révélé que ; I’absence d’une activité inhibitrice avec les disques témoins négatifs, indique

que le DMSO n’a aucun effet sur les souches bactériennes testées.
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Une forte activité avec les disques témoins positif (Gentamycine) contre les 3 souches
testées, avec une meilleure inhibition pour S. aureus (28 mm) par rapport Pseudomonas
aeroginosa (19 mm) et E. coli (17 mm), (Annexe 1).

e La bactérie E coli on obtenue :

Le résultat de I’effet d’extrait aqueux égal 10 mm et les résultats de dilutions 1/2,1/4,1/8 sont
négatives.

Pour D’extrait méthanolique égal 11 mm et les résultats de dilution 1/2,1/4,1/8 sont
successivement : 11 mm, 12 mm, 12 mm.

A partir les diamétres des zones d’inhibition qui représentées, on interpréte qu’il ya un effet
inhibitrice d’extrait aqueux et méthanolique des feuilles sur E coli mais avec une zone
d’inhibition moyenne (sensible).

e La bactérie Staphylococcus aureus :

Le résultat de D’effet d’extrait aqueux égal 0 mm (négative) ; et les résultats de dilutions
1/2,1/4,1/8 sont successivement 12mm, 12mm, 14mm.

Pour D’extrait méthanolique égal 10 mm et le résultat de dilution 1/2,1/4,1/8 sont
successivement : 10 mm, 11 mm, 10 mm.

A partir les diameétres des zones d’inhibition qui représentées, on interpréte qu’il ya un
effet inhibitrice d’extrait aqueux et méthanolique des feuilles sur Staphylococcus aureus mais
avec une inhibition moyenne (sensible).

e La bactérie Pseudomonas aeruginosa :

Le résultat de I’effet d’extrait aqueux €gal 10 mm ; et les résultats de dilutions 1/2,1/4,1/8
sont successivement 13mm, 12mm, 12mm.

Pour D’extrait méthanolique égal 10 mm et le résultat de dilution 1/2,1/4,1/8 sont
successivement : 10 mm, 11 mm, 11 mm.

A partir les diametres des zones d’inhibition qui représentées, on interprete qu’il ya un
effet inhibitrice d’extrait aqueux et méthanolique des feuilles sur Pseudomonas aeruginosa
mais avec une inhibition moyenne (sensible).

On résume a partir de ces résultats ci-dessus dans cette étude, on peut dire que les trois
bactéries sont sensible aux extraits testées de C. olitorius (diametre d’inhibition est entre 10
mm et 14 mm).

e D’aprés Adegoke et al. (2009) a étudié I’activité antimicrobienne des extraits aqueux

et méthanolique du Feuille de Corchorus olitorius ont montrés que ces extraits

possédent un effet inhibiteur sur S.aureus et E.coli.
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e Pour E.coli ; extrait aqueux les zone d’inibition entre (6 mm et 9mm) et pour 1’extrait
méthanolique entre (6 mm et 10 mm); donc on peut considérer les souches sont
sensibles pour les deux extraits. Ces résultats similaires a résultat obtenue.

e Pour Staphylococcus aureus ; 1’’extrait aqueux les zone d’inibition entre (6 mm et 7
mm) et ’extrait méthanolique entre (6 mm et 8 mm). Ces résultats sont nettement
inferieur aux résultats obtenus par les deux extraits étudiés ; dans ce cas les souches sont
résistants ou non sensible.

e Pour Ilhan et al., (2007), n’ya pas une zone d’inhibition de Pseudomonas ( négative),
et dans notre étude la zone d’inhibition est varier entre 10 mm et 13 mm. Le
différent entre les deux résultats appartient de différents genres (Pseudomonas
aeruginosa dans mon ¢étude et ’autre Pseudomonas gingeri). Naili et al., (2010), ont
étudié Iactivité antibactérienne de 1’extrait méthanolique des feuilles

Ils ont utilisé plusieurs souches dont Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa. Les résultats obtenus dans cette étude ont montré que cet extrait posséde un effet
inhibiteur sur toutes les bactéries étudices.

(Cosentino et Tuberoso, 1999 ; De-Billerbeck, 2002), ont affirmé que les bactéries Gram
(+) sont plus sensibles que les bactéries Gram (-).

Les mémes résultats sont confirmés par de nombreuses expériences ayant montre que les
bactéries a Gram(—) sont plus résistantes aux extraits végétaux que les bactéries a Gram (+).
Cette résistante est probablement liée a la complexité de I’enveloppe cellulaire de ces micro-
organismes qui contient une double membrane, contrairement a la structure membranaire simple
des bactéries a Gram(+).

La susceptibilité des bactéries est en effet indépendante du Gram (Dorman et Deans,
2000), et on dépend des extraits utilisés (Dean et Ritchie, 1987).

4.7. Evaluations de P’activité antifongique des extraits

Evaluation de ’activité antifongique des extraits aqueux et méthanolique des Feuilles

de Corchorus olitorius

Les résultats de 1’activité antifongique d’extraits méthanolique et aqueux des Feuilles de
la plante Corchorus olitorius L avec différente concentration (200 mg/ml, 100 mg/ml, 50
mg/ml, 25 mg/ml) par la méthode de diffusion des disques sur milieu gélose (PDA) sur les
souches fongiques : Penecillium, Alternaria alternata ne montre aucune effet (pas des zones

d’inhibition) par contre les souches sont poussent.
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Pour I’espece Aspergillus niger le résultat montre une résiste de I’extrait méthanolique

pour différente concentration ; n’apparaitre pas une zone d’inhibition (figure 22).

g

Figure 22. Résultat de I’effet de 1’extrait aqueux et méthanolique sur les souches fongique

(photo original).

D’aprés Gacem (2011), les deux extraits méthanoliques et aqueux possédent une
remarquable activité antifongique liée a leur richesse en composés bioactifs largement répandus
dans les plantes médicinales. L’extrait méthanolique possede une activité fongicide sur la
majorité des souches fongiques sélectionnées a I’exception d’A. flavus qui s’est révélée
résistante.

D’aprés ilhan et al. (2007), étudié Dactivité antifongique des extraits méthanolique et

montre une absence de zone d’inhibition, cette résultats est similaire avec le résultat obtenue.
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D’aprés Pattnaik et al. (1996). La variabilité des résultats est due a l'influence de plusieurs
facteurs tels que la méthodologie, les micro-organismes testés et les extraits utilisées.
4.8. Dénaturation de protéine BSA

Les résultats de la variation de la dénaturation thermique, exprimé en variation de densité
optique (DO) a 255 nm, a différentes concentrations d’ovalbumine en fonction du temps sont

présentés dans la figure 23.
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Figure 23. Pourcentage de protection de la BSA vis-a-vis d’une dénaturation thermique.
e Evaluation de I’activité protectrice contre la dénaturation d’albumine (L’activité
anti inflammatoire).
Le graphique présente les pourcentages de la dénaturation des protéines BSA en fonction
de différente concentration.
Les extraits aqueux de C.olitorius ont protégé 1’albumine contre la dénaturation par la
chaleur avec un pourcentage maximum de 98,11% a une concentration de 3.125mg/ml ; et

I’extrait méthanolique avec un pourcentage maximum 96.36 a une concentration 0.871mg/ml

L’effet de diclofénac de sodium contre la dénaturation est trés important avec un

pourcentage de 98,11% a une concentration de 0.871pg/ml.

Les résultats obtenus montrent que les extraits de C.olitorius possédent une activité dose

dépendante.
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Le taux de protection de la protéine est vari¢ inversement avec la concentration pour les

deux extraits de C.olitorius.

D’apres Chirisa (2016). L’extrait pourrait inhiber la dénaturation des protéines en

interagissant avec les acides aminés exposés lors du chauffage.
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Cette ¢tude valide scientifiquement 1’usage traditionnel de la plante médicinale et
révele leur intérét dans le cadre d’une exploitation en biotechnologie.

Une ¢étude bibliographique réalisée sur ces especes a montré que 1’on ne disposait que
de peu d’informations de nature chimique et/ou biologique.

Ce travail, a porté sur I’extraction et le dosage des métabolites secondaire. Nous avons
dans un premier temps faire 1’extraction solide- liquide de notre plante (partie aérienne)
médicinale, montre que le rendement de 1’extrait méthanolique et aqueux est égale a 10.92%
et 17.12% respectivement, ce qui laisse dire que c’est différent en fonction des solvants
utilisés. Les analyses qualitatives effectuées ont mis en évidence la présence des composés
phénoliques, des flavonoides, des tanins, des tritérpénes dans ces extraits,

L’effet pharmacologique de nos plantes a ét¢ mis en évidence par une évaluation de
leurs propriétés antimicrobienne et anti-inflammatoires.

Une relation positive entre I’activité anti-inflammatoire et les composés polyphénoliques a été
¢tablie dans le cas des extraits de feuilles.

Le test de I’activité antimicrobienne des extraits, par la méthode de diffusion en milieu
gélosé, a montré que les deux extraits testés sont actifs vis-a-vis de certaines souches
bactériennes. Cependant, il est a noter que les bactéries étudi€es sensibles aux composes actifs
étaient du genre Staphylococcus, Escherichia et Pseudomonas aeroginosa.

Pour Dl’activité antifongique, les résultats obtenus ont montré que les deux espéces
(Alternaria alternata, Penicillium) sont sensibles mais n’apparaitre pas dans mon étude,
tandis que I’Aspergillus est résistant aux extraits méthanoliques.

D’une fagon générale, la plus part de nos extraits ont une activité antimicrobienne qui
varie d’une souche a une autre. Cette activité peut étre importante ou faible selon la partie de

la plante utilisée, la concentration de nos extraits et la souche testée.
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Annexe 1

Figure 24. L’effet de gentamicine sur les différentes souches bactérienne.
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ésumé

Corchorus olitorius Linn. est une plante médicinale appartenant a la famille des Tiliaceae est une
culture des fibres comestibles qui se trouve en Asie et en Afrique. Le présent travail a pour but : La préparation
des extraits aqueux et méthanolique a partir de la partie aérienne de Corchorus olitorius, évaluer I’activité ant-
inflamatoire, nous avons appliqué une méthodologie essentiellement basée sur d’dénaturation thermique des
protéines BSA, et de tester I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion en milieu gélosé. Les résultats
d’extraction montrent que le rendement de I’extrait aqueux (10.92%) est faible par rapport a 1’extrait
méthanolique (17.12%). L’analyse quantitative des extraits a permis de confirmer la présence des composés
phénoliques, qui a donné le teneur le plus élevé dans I’extrait méthanolique. L’activité antibactérienne montre
que les deux extraits exercent une activité inhibitrice vis-a-vis les trois bactéries testées, dont la meilleur activité
est pour I’extrait méthanolique. Tandis que ’activité antifongique ne donne aucun résultat sauf [’Aspergillus
niger qui montre la résistance dans 1’extrait méthanolique. Les deux extraits de Corchorus olitorius présentent

des propriétés anti-inflammatoires avec une activité de la dose dépendante.

Mots clés : extrait aqueux, extrait méthanolique, , polyphénols, activité antibactérienne, activité antifongique,
lactivité anti-inflamatoire, Corchorus olitorius.

Summary

Corchorus olitorius Linn. is a medicinal plant belonging to the Tiliaceae family is a culture of edible
fibers that is found in Asia and Africa. This work aims: The preparation of water and methanol extracts from the
aerial part of Corchorus olitorius, evaluating ant-flamatory activity, we applied a methodology essentially based
on denaturation BSA proteins, and to test antimicrobial activity using the method of diffusion in the gélodosis
medium. The extraction results show that the yield of the water extract (10.92%) methanol extract (17.12%).
Quantitative analysis of the extracts confirmed the presence of phenolic compounds, which yielded the highest
content in methanol extract. Antibacterial activity shows that both extracts exert inhibitory activity vis-a-vis the
three bacteria tested, the best activity of which is for methanol extract. While antifungal activity yields no results
except Aspergillus niger which shows resistance in methanol extract. Both extracts of Corchorus olitorius have
anti-inflammatory properties with a dependent dose activity

Keywords: water extract, methanol extract, polyphenols, antibacterial activity, antifungal activity, anti-
Sflamatory activity, Corchorus olitorius
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