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Introduction

Depuis des temps immémoriaux, [’homme s'est appuyé sur les produits naturels pour
traiter et gérer diverses maladies, notamment les infections, le cancer et les troubles
métaboliques tels que I'obésité et le diabete de type 2 (Kim et al., 2022). Méme avant
I'’émergence du langage, les connaissances sur la médecine et les remédes naturels étaient
transmises par I'expérience, conduisant a I'évolution de ce que nous appelons la "médecine
traditionnelle™ (Roumy, 2007). Selon I'organisation mondiale de la santé, environ 81% de la
population mondiale utilise des préparations traditionnelles a base de plantes comme
traitement de santé (World Health Organization, 2000).

Plusieurs raisons justifient le recours a des pratiques traditionnelles basées sur les
plantes médicinales, telles que la toxicité, le colt élevé des médicaments, les habitudes
socioculturelles de la population, et la nécessité d’options thérapeutiques contre les agents
pathogenes résistants aux médicaments ainsi que la présence de maladies pour lesquelles il
n’existe aucun traitement efficace (Duke, 1993 ; Cox et Balik, 1994). En plus, les
médicaments synthétiques ne sont pas privilégiés en raison du risque d'effets secondaires lié a
I'utilisation de certaines matieres premiéres dans leur fabrication (Nwali et al., 2015 ; Orji et
al., 2016).

L'une des caractéristiques principales des végétaux est leur capacité a produire une
grande variété de composés phytochimiques. En effet, en plus des métabolites primaires
classiques tels que les glucides, les protéines, les lipides et les acides nucléiques, ils
synthétisent également une myriade d'autres métabolites, indirectement essentiels a leur

survie, appelés « métabolites secondaires » (Macheix et al., 2005).

Ces métabolites sont largement utilisés par les plantes pour leur défense et leur
pollinisation, jouant ainsi un réle crucial dans I'adaptation des végétaux a leur environnement.
Ils remplissent des fonctions essentielles dans la résistance aux contraintes biotiques (comme
les phytopathogénes et les herbivores) et abiotiques (telles que les radiations ultraviolettes, les

variations de température et la sécheresse) (Wink, 2003 ; Kliebenstein, 2004).

Une variété de substances bioactives, notamment des alcaloides, des flavonoides, des
terpénoides, des composes phenoliques et des huiles essentielles, est identifiée dans la plupart
des plantes médicinales. Ces phytonutriments ont la capacité de modifier les réactions

biochimiques et conférent ainsi aux plantes des propriétés pharmacologiques significatives,
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telles que des effets antibactériens, antihyperglycemiants, antioxydants, anti-inflammatoires,

anticancéreux et immunomodulateurs (Dar et al., 2023).

Outre leur grand potentiel thérapeutique, les substances bioactives issues des plantes
médicinales sont souvent préférées en raison de leur origine naturelle, percue comme plus
shre et plus respectueuse de I'environnement que les médicaments synthétiques. De plus, les
connaissances et les pratiques traditionnelles associées aux plantes médicinales ont contribué
de maniere significative a la découverte de nouveaux composés bioactifs, fournissant ainsi des
substituts aux médicaments existants et ouvrant une large fenétre pour le développement de

nouveaux médicaments (Newman et al., 2012).

Les polyphénols sont des métabolites secondaires largement présents dans le régne
végetal et qui constituent les antioxydants les plus abondants dans I'alimentation humaine. Ils
sont classés en différents groupes, principalement les flavonoides et les non-flavonoides, en
fonction du nombre de cycles phénoliques qu'ils portent et des éléments structurels qui relient
ces cycles entre eux (Medina-Remon et al., 2014). lls sont réputés pour leur bioactivité
élevée, caractérisée par une vaste gamme de propriétés biologiques potentiellement

bénéfiques pour lI'organisme (djedia, 2017).

Le groupe des flavonoides comprend les flavonols, les flavones, les flavanones, les
isoflavones, les favan-3-ols ou flavanols, les anthocyanidines, les dihydroflavonols et les
proanthocyanines (Medina-Remon et al., 2014). lls sont souvent responsables des couleurs
bleue, violette, jaune, orange et rouge de divers organes végétaux, aux cotés des caroténoides
et de la chlorophylle (Ghedir, 2005 ; Khoddami et al., 2013). Les flavonoides sont
considérés comme un composant indispensable dans une variété d'applications nutraceutiques,
pharmaceutiques, medicinales et cosmétiques. Cela est di a leurs propriétés anti-oxydantes,
anti-inflammatoires, antimutagénes et anti-cancérigenes, ainsi qu'a leur capacité a moduler la

fonction d'enzymes cellulaires clés (Walker et al., 2000).

Une accumulation excessive des especes réactives de 1’oxygeéne (ROS) causée par un
déséquilibre entre les oxydants et les antioxydants définit un état de stress oxydatif, entrainant
des dommages oxydatifs dans I'organisme. Les radicaux libres sont des atomes ou des
molécules dotés d'un électron unique, c'est-a-dire non apparié, ce qui les rend tres réactifs.
Ces especes sont physiologiquement produites dans différentes réactions biochimiques
cellulaires qui se produisent dans le corps telles que la production d'oxygéne aérobie dans les

mitochondries (Hussain et al., 2016), le métabolisme des acides gras ( par exemple, I’acide
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arachidonique), la métabolisation des médicaments et l'activité du systeme immunitaire
(Cianciosi et al., 2018).

D'autre part, les radicaux libres peuvent egalement étre produits par des facteurs
exogenes tels que la pollution, les mauvaises habitudes de vie, les rayons UV, les radiations
ionisantes et le stress psychophysique lié a une activité physique intense (Yang et al., 2013).
Les dommages modérés causés par les ROS peuvent généralement étre inversés, mais une
production excessive de ROS au-dela du processus d'autorégulation conduit souvent a des
dommages irréversibles de la fonction cellulaire ou a la mort (Rotariu et al., 2022). Les ROS
comprennent I'anion superoxyde, le peroxyde d'hydrogéne (H2O,), I'oxyde nitrique (NO), le
radical hydroxyle et le peroxynitrite (Hernandez et al., 2022).

Il est important de maintenir des niveaux basaux de ROS pour assurer le bon
fonctionnement de différentes fonctions cellulaires, telles que I'expression des genes, la

transcription moléculaire et la transduction des signaux (Lennicke et al., 2021).

Pour ¢éliminer les dommages oxydatifs, 1’organisme fait intervenir des systemes de
défense dits antioxydants. Un antioxydant est une molécule capable de ralentir ou d'empécher
I'oxydation d'autres molécules. Les antioxydants sont des molécules capables de donner un
électron aux radicaux libres, neutralisant ainsi leur capacité a endommager les cellules et les
principales biomolécules telles que les acides nucléiques, les protéines et les lipides. Les
antioxydants peuvent étre endogénes (superoxyde dismutase (SOD), acide alpha lipoique
(ALA), catalase, coenzyme Q10 (CoQ10), glutathion peroxydase (GPX)) ou exogenes, qui
sont absorbés par le biais de I'alimentation (Lobo et al., 2010).

L'augmentation du stress oxydatif est largement reconnue comme un facteur contribuant
au développement et a la progression du diabéte, ainsi qu’a ses complications. En général, le
diabéte s’accompagne d’une augmentation de la production de radicaux libres ou d'une
altération des défenses antioxydantes (Maritim et al., 2003). Par conséquent, l'utilisation
d'antioxydants d’origine végétale s'est avéerée efficace pour réduire la gravité du
diabéte (Wickramaratne et al., 2016).

Le diabete sucré est une maladie chronique qui affecte le métabolisme normal des
glucides, des graisses et des protéines, déclenchant de nombreux changements dans le
systéeme biochimique de I'organisme qui contribuent a I'nyperglycémie, caractéristique de la

maladie (American Diabetes Association, 2013).
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L'alpha-amylase est considérée comme l'une des enzymes les plus importantes du
processus de digestion, présente principalement dans la salive et le suc pancréatique (Hsiu et
al., 1964). L'hydrolyse de lI'amidon par l'a-amylase pancréatique est I’une des étapes qui
provoquent une augmentation soudaine de la glycémie chez les patients atteints de diabéte de
type 2. L'inhibition de cet enzyme est une stratégie efficace pour la gestion de la maladie
(Pant et al., 2013).

Le traitement traditionnel du diabete implique des changements de régime alimentaire,
ainsi que lI'administration d'insuline ou de médicaments hypoglycémiants oraux (Tanko et al.,
2008). Cependant, I’utilisation prolongée de ces derniéres a révélé davantage d'effets
secondaires, tels que I'hypoglycémie, les maux de téte, les vertiges, les nausées et la prise de
poids (Mechchate et al., 2021). Ces effets font appel a la recherche de nouvelles alternatives

efficaces, naturelles et plus slres (Es-Safi et al., 2021).

La phytothérapie et la thérapie nutritionnelle sont des approches de guérison populaires
qui utilisent respectivement des plantes médicinales et des aliments pour améliorer la santé.
La phytothérapie consiste a utiliser des plantes médicinales ou des herbes pour prévenir ou
traiter les maladies, tandis que la thérapie nutritionnelle se concentre sur l'utilisation
d'aliments fonctionnels, de nutraceutiques et de compléments alimentaires pour favoriser la
guérison naturelle du corps. Cette thérapie est fondée sur les connaissances des sciences
alimentaires, de la nutrition clinique et des études épidémiologiques qui reconnaissent que les
aliments peuvent avoir des bienfaits médicinaux en plus de fournir des nutriments et de
I'énergie (Zhao et al., 2007).

Un légume a feuilles vertes typique connu sous le nom de Corchorus olitorius L. de la
famille des Tillaceae est apprécié pour son profil nutritif et ses bienfaits thérapeutiques (Abali
et al., 2023). Il est largement cultivé et consommé dans les régions tropicales et subtropicales
du monde. La plante est également connue sous le nom de molokhia, épinard égyptien,
mauve, jute Nalta ou jute Tossa (Oh et Kim, 2022). Elle a une forte teneur en vitamine A et
C, en calcium, en fer et en fibres (Uloneme et al., 2021). Outre lI'importance industrielle de la
production de jute, elle est également utilisée pour le traitement de la fievre, de la cystite
chronique, des courbatures, de la dysenterie, de I'entérite et des douleurs pectorales. Les
feuilles de cette plante se sont révélées avoir plusieurs activités pharmacologiques, telles que
des effets anti-oxydants, anti-inflammatoires et antihypertenseurs, ainsi que des effets

hypoglycémiants et hypolipemiants (Ahmed et al., 2023).
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Dans le cadre de cette étude, I'objectif est I'évaluation in vitro des activités biologiques,
notamment l'activité antiradicalaire et antidiabétique, ainsi que d'effectuer une étude

phytochimique de la plante Corchorus olitorius L.

La premiére partie de ce mémoire consiste en une introduction qui propose une synthese
bibliographique portant sur la phytothérapie, la plante Corchorus olitorius, le stress oxydant
et le diabéte. Cette section met en évidence les connaissances actuelles sur ces sujets, en

soulignant les avancées scientifiques et les lacunes dans la littérature.

La seconde partie, qui constitue la partie expérimentale, détaille le matériel biologique
utilisé, les méthodes d'extraction des composés bioactifs de la plante, ainsi que les méthodes
d'évaluation in vitro de I'activité antiradicalaire et de 1'activité inhibitrice de 1’enzyme alpha-

amylase. Les résultats obtenus seront également présentés et discutés dans cette section.

En dernier lieu, une conclusion sera apportée afin de résumer les principaux résultats

obtenus et d'identifier les perspectives nécessaires pour compléter et améliorer cette étude.
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Chapitre I Matériel et Méthodes

I.1. Matériel

I.1.1. Matériel végétal

Cette étude a été réalisee sur des feuilles de Corchorus olitorius L., achetées en janvier
2024 chez un herboriste. D'aprés son affirmation, la plante a été récoltée durant la période de
juillet & octobre 2023 dans la région d'El Bouni a Annaba.

I.1.1.1. Description botanique de la plante

Corchorus olitoruis est une plante herbacée annuelle érigée qui peut atteindre une
hauteur de 2 a 4 métres, Elle possede une tige fine et ramifiée. Les feuilles, d'une longueur de
6 a 10 cm et d'une largeur de 3.5 a 5 cm, sont disposées de maniere alternée, Elles sont
simples, lancéolées, finement dentelées ou lobées et de couleur vert foncé. La plante présente
un godt similaire & celui des épinards, avec une odeur caractéristique rappelant le henné
(loumerem et Alercia, 2016). Les fleurs sont petites mesurant environ 2 & 3 cm de diamétre,
jaunes, a 5 pétales. Elles sont hermaphrodites et pollinisées par les insectes. Les fruits se
présentent sous la forme de capsule cylindrique verte ou marron clair, mesurant environ 7 cm
de long. lls sont allongés, et renferment de trés petites graines en forme de triangle noir. Les
graines, de forme irréguliere, ont un diamétre pouvant atteindre 5mm est composée et sont

généralement de couleur brun (figurel) (Mahmoud et al., 2016).

Figure 1 : La plante Corchorus olitoruis L. (Hasan, 2018).
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1.1.1.2 Classification botanique

La classification systématique de la plante Corchorus olitoruis L. rapportée par

Islam (2013), est la suivante :

Regne : Plantes
Sous-regne - Viridaeplantae
Infra-régne . Streptophyta

Embranchement : Magnoliophyta

Division : Tracheophyta

Subdivision : Spermatophyta Spermatophyta
Classe : Magnoliopsida

Ordre : Malvales

Famille : Tiliaceae

Genre : Corchorus

Espéce : Corchorus olitorius L.

1.1.1.3. Répartition géographique

Corchorus olitorius L. (Jute) est une plante indigene qui est un important légume vert
a feuilles, cultivé et consommé dans de nombreuses régions tropicales. On la trouve
notamment en Egypte, au Soudan, en Inde, au Bangladesh, en Asie tropicale tels que les
Philippines et la Malaisie, ainsi qu'en Afrique tropicale, au Japon, en Amérique du Sud, dans
les Caraibes et a Chypre. Dans les pays d'Afrique de I'Ouest, en particulier au Ghana, au
Nigeria et en Sierra Leone, ou l'alimentation de base est composée de féculents, de Iégumes et
de fruits (Ilhan et al., 2007).
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1.1.1.4. Localisation géographique et caractéristiques climatiques de la zone de récolte

La zone d'étude (EI Bouni) est située au sud-ouest de la métropole d’Annaba dans le

nord-est de I'Algérie (figure 2), a environ 600 km a l'est d'Alger (Office National des
Statistiques [ONS], 2020).

P Ctenccacsageq Mer Méditerranteée
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e
.
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Figure 2 : Localisation géographique de la région de récolte (Benlakhlef, 2008).

Le climat d'El Bouni est identique a celui de la plaine d'’Annaba de type "Csa", c'est-a-
dire un climat méditerranéen avec des étés chauds et secs de températures moyennes. En été,
les températures varient entre 30°C et 35°C. En hiver, les températures moyennes sont
comprises entre 10°C et 15°C. Les précipitations sont principalement concentrées pendant la
saison automnale et hivernale. De plus, les vents dominants proviennent du nord-ouest et du
nord-est. Il est important de noter que le taux d'humidité est relativement élevé, surtout en
hiver (Boudjellal et al.,, 2016). Cette combinaison de facteurs climatiques influence

directement la croissance et le développement de la plante Corchorus olitorius L. dans la
région.

1.2.1. Méthodes

Toutes les expériences ont été réalisées au niveau de laboratoire de Biochimie,
Département des Sciences Biologiques (Faculté SNVSTU) de l'université Mohammed El
Bachir El Ibrahimi -Bordj Bou Arreridj.
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1.2.1 Préparation de la poudre végétale

Les feuilles de la plante Corchorus olitorius, aprés leur achat, ont été broyées en une
poudre tres fine a l'aide d'un broyeur électrique de type G CRRAFT 220-240 V. Ensuite, la
poudre a été stockée dans des flacons en verre hermétiquement fermeés pour les protéger de la

lumiere et de I'humidité jusqu'a leur utilisation.
1.2.2. Préparation des extraits

1.2.2.1. Extraction par macération

Une quantité de 50 g de la poudre de feuilles a été macérée dans 200 ml d’un mélange
méthanol-eau (70%) pendant 2 heures, sous agitation, a température ambiante et a I'abri de la
lumiere. La macérat hydrométhanolique ainsi obtenu a été filtrée sur papier filtre, puis

évaporeés et séchés dans une étuve a 40°C pendant 2 jours.

Cette opération a été répétée 2 fois dans les mémes conditions afin d’extraire le

maximum des métabolites secondaires.
1.2.2.2. Extraction par fractionnement

L'extraction exhaustive est généralement réalisée avec des solvants de polarité
croissante afin d'extraire au mieux les composants les plus actifs possédant une activité

biologique élevée.

L’extrait brut obtenu a été repris par de 1'eau distillée jusqu'a un volume de 50 ml, puis
filtré. Apres filtration, la phase aqueuse obtenue a subi une série d’extractions successives
(liquide-liquide) avec des solvants a polarité croissante (éther de pétrole, chloroforme, acétate

d’éthyle et butanol) selon la méthode de Markham, (1982). (figure 3).

A la fin de cette étape, cinq fractions ont été obtenues : fraction d'éther de pétrole,
fraction chloroformique, fraction d'acétate d’éthyle, fraction butanolique et fraction aqueuse
(figure 3). Les différents extraits ainsi obtenus sont évaporés et séchés a 40°C, conservés a

4°C, a I’abri de la lumiére jusqu’a la réalisation des différents tests.
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1.2.2.3. Rendement d’extraction
Le rendement d'extraction est calculé par la formule suivante :
R(%) = (Mext/ Méch) x100
Ou: R : le rendement en %
Mext : la masse de 1’extrait aprés évaporation du solvant en (g).

Méch : la masse seche de 1’échantillon végétal.
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Figure 3 : Schéma récapitulatif de protocole d’extraction.

11

= Extraction par éther de pétrole (3*50ml)

= Extraction par chloroforme (3*50ml)

= Extraction par acétate d’éthyle (3*50ml)

= Extraction par n-butanol (3*50ml)



Chapitre I Matériel et Méthodes

1.2.3. Analyse phytochimique qualitative

Le screening phytochimique est une analyse qualitative réalisée a l'aide de tests de
coloration et/ou de précipitations avec des réactifs spécifiques. Ce criblage permet de mettre
en évidence la présence de grands groupes de métabolites secondaires. La détection de ces
groupes phytochimiques a été effectuée sur les cing fractions en suivant les protocoles décrits
dans les travaux de Nemlin et Brunel (1995), Diallo (2000), Békro et al. (2007), Bruneton
(2009) et Daira et al., (2016).

Mise en évidence des polyphénols

Une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique a 2 % a été ajoutée a 2 ml
d’extraits. L’apparition d’une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée indique

une réaction positive.
Mise en évidence des flavonoides

Dans un tube contenant 3 ml de la solution d’extrait, quelques gouttes d’une solution
de NaOH a 10 % ont été additionnées. Une coloration jaune-orangée caractérise la présence
de flavonoides.

Mise en évidence des tanins

A 1 ml d’extrait contenu dans un tube a essai, 2 ml d’eau puis une a deux gouttes de
chlorure ferrique a 1 % ont été ajoutés. L’obtention d’une coloration bleue, bleue-noire ou
noire indique la présence de tanins galliques, tandis qu’une coloration verte ou vert foncé

indigue la présence de tanins catéchiques.
Mise en évidence des stéroides

Le test de Salkowski a été réalisé en ajoutant 5 gouttes d’acide sulfurique concentré a 1
ml d’extrait. L observation d’une coloration rouge dans chaque extrait indique la présence de

stéroides.
Mise en évidence des composes réducteurs

Un volume de 1ml de chaque extrait a été placé dans un tube avec 1ml d’eau distillée.
Vingt gouttes de la liqueur de Fehling ont été ajoutées, puis le mélange a été chauffé. La

formation d’un précipité rouge brique indique la présence des composes réducteurs.

Mise en évidence des anthocyanes
12
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Bri¢vement 5 ml d’acide sulfurique (H,SO,4) et 5 ml d'ammoniaque (NH,OH) ont été
ajoutés a 2 ml de chaque extrait. L’apparition d’une coloration rose/ rouge ou bleue violacee

indique la présence des anthocyanes.
Mise en évidence des saponines

Une quantité de 50 mg d’extrait a été dissous dans 5ml d’eau distillée dans un tube a
essai. Le tube a été vigoureusement agité pendant 30 a 45 secondes, puis laissé au repos
pendant 15 minutes. La hauteur de la mousse a été mesurée. La persistance d’une mousse de

plus de 1 cm de hauteur indique la présence de saponines.
Mise en évidence des coumarines

Un volume de 2ml de chaque extrait a été placé dans un tube a essai, auquel 3ml de
NaOH a 10 % ont été ajoutés. L’apparition d’une coloration jaune aprés 1’agitation du

mélange indique la présence de coumarines.
1.2.4. Analyse phytochimique quantitative
1.2.4.1 Dosage des phénols totaux

La quantification des phénols totaux a été réalisée en suivant une méthode de
spectrophotométrique décrite par Singleton et Rossi (1965) avec le reactif de Folin-
Ciocalteu. Ce dernier, de couleur jaune, est un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo01,040). En présence de composés
phénoliques, ces réactifs sont réduits en milieu basique ,formant un complexe bleu constitué
d'oxyde de tungsténe et de molybdéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle a la teneur

en composés phénoliques oxydés (Katalinic et al., 2006).

Briévement, 200 ul de chaque solution d’extrait ou standard préalablement dilués avec
le solvant d’extraction, ont été mélangés avec 1 ml du réactif de Folin Ciocalteu (dilué 10 fois
avec I’eau distillée). Apres 4 minutes, 800 pl de carbonate de sodium (Na,COj3 : 7.5%) ont été
ajoutés. Apres 2 heures d’incubation a I’obscurité et a température ambiante, 1’absorbance a
été mesurée a 765 nm a l'aide d’un spectrophotométre UV-Visible contre un blanc contenant

le solvant dans lequel 1’extrait est solubilisé.

L’utilisation de I’acide gallique (0- 300 pg/ml) comme-standard a permis d’établir une

courbe d’étalonnage a partir de laquelle la concentration des polyphénols totaux dans les
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extraits a été calculée (annexe 1). Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalents

d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g d’extraits).
1.2.4.2 Dosage des flavonoides

La méthode de jain et al. (2011) a été utilisée pour quantifier la teneur en flavonoide
dans les extraits. Cette méthode repose sur la chélation spécifique des flavonoides par les ions
Al'* aboutissant & la formation de complexe jaune stable détectable en lumiére visible & 430
nm (figure 4).

Un volume de 1ml de la solution d'extrait a été mélangé avec 1ml d’AlICl; (2% dans le
méthanol), puis le mélange a été incubé a I’obscurité et a la température ambiante pendant une
heure. La concentration en flavonoides totaux a été déduite a partir de 1’équation de la
régression d’une gamme d’étalonnage établie avec la quercétine dans les mémes conditions
expérimentales (annexe 2). Les résultats sont exprimés en milligramme équivalents de

quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g d'extrait).

0
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H A,
e
3 o 0 0
A
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Figure 4 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du dosage des flavonoides par le chlorure
d'aluminium (AICI3) (Makuasa et Nigsih, 2020).

1.2.4.3 Dosage des tanins condenses

Pour déterminer la teneur en tannins condensés, la méthode de la vanilline/HCL décrite
par Broadhurst et Jones (1978) a éte utilisee. Cette méthode est préférée en raison de sa
sensibilité, de sa spécificité et de sa simplicité (Deshpande et al., 1986). Elle repose sur la
réaction de condensation entre la vanilline et la structure spatiale des tanins condensés en

milieu acide, qui donnera une coloration rouge mesurée a 500 nm (figure 5).
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Un Volume de 0.5 ml d’extrait a ét¢ mélangé avec 3 ml de vanilline a 4% solubilisé
dans le méthanol. Ensuite, 1.5 ml d'acide chlorhydrique concentré (HCI) a été laissé réagir a la
température ambiante pendant 20 min a I'abri de la lumiére, puis I'absorbance a été mesurée a
550 nm. Une solution mére de catéchine a éte utilisée comme étalon de référence pour établir
la courbe d’étalonnage et quantifier la teneur en tanins condensés (annexe 3). Les résultats
sont exprimés en milligramme équivalent de catéchine par gramme d’extrait (ECAT/g

d’extrait).

C“\O: : ,CHO

HO
Vanillin

red colour

Figure 5 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du dosage des tanins condensés
par la vanilline (Schofield et al., 2001).
1.2.5. Evaluation de I'activité antiradicalaire in vitro
1.2.5.1. Piégeage du radical DPPH

Le piégeage du radical DPPH représente I'une des méthodes les plus anciennes et les
plus couramment employées pour évaluer l'activité antioxydante d'un compose. Elle a été

initialement décrite par Blois en 1958 et a depuis été développée par de nombreux chercheurs.

Cette méthode repose sur la transformation du DPPH (2,2 diphenyl-1-picrylhydrozyle)
violet en 2,2 diphenyl-1-picrylydrazine jaune. Lorsque le DPPH est réduit par un antioxydant,

son absorption diminue a une longueur d'onde de 517 nm (figure 6) (Bensouici, 2015).
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Figure 6 : Mécanisme de réduction du radical DPPH par un antioxydant (Laing et Kitts,
2014).

Le test de piégeage du radical DPPH a été réalisé en suivant le protocole décrit par Blois
(1958). Une solution de DPPH a été préparée en solubilisant 4 mg de DPPH dans un volume
de 100 ml de méthanol absolu. Cette solution a été conservée a l'abri de la lumiére avant
utilisation. Ensuite, un volume de 320 pl de différentes concentrations des extraits a été ajouté
a 1280 pl de la solution méthanolique de DPPH. Le mélange a été agité et maintenu dans

I'obscurité pendant 30 minutes, puis I'absorbance a été mesurée a 517 nm.

Pour le controle, la solution d'extrait est remplacée par du méthanol. Pour chaque
extrait, un blanc a été préparé en mélangeant 40 ul du méthanol avec 160 pl de solution
d'extrait. La vitamine C a été utilisée comme standard (annexe 4). Le pourcentage de l'activité

scavenger du radical DPPH de chaque extrait est calculé comme suit :

% inhibition = [(Acont — Aéch) / Acont] x 100
Ou : Acont : I'absorbance de la réaction ne contenant que les réactifs.

Aéch : I'absorbance de la réaction contenant a la fois les réactifs et I'extrait.

1.2.6. Evaluation de P’activité anti-enzymatique in-vitro
1.2.6.1 Activité inhibitrice de I’alpha amylase

L'évaluation de [l'activité anti-enzymatique a été réalisée en mesurant l'activité

inhibitrice de I'alpha-amylase, qui est associée a l'activité antidiabétique.

Le diabéte sucré est une maladie métabolique chronique caractérisée par une

hyperglycémie résultant d’une sécrétion insuffisante d'insuline ou d'une altération de la
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sensibilité a I'insuline, ce qui entraine des modifications dans le métabolisme des protéines,
des glucides et des lipides (Shobana et al., 2009).

L'une des méthodes les plus efficaces pour prévenir le diabéte et I'nyperglycémie
consiste a controler le taux du glucose dans le sang (Rines et al., 2016). Les sucres presents
dans le sang proviennent de I'hydrolyse des glucides et sont catalysés par des enzymes
digestives importantes, dont I'a-amylase. Cette enzyme est sécrétée par le pancréas et les
glandes salivaires, et elle est impliquée dans la dégradation des grosses molécules d’amidon
insolubles en petites molécules de glucose absorbables par le systéeme digestif (Tekulu et al.,
2019).

Il a été démontré que l'inhibition de 1'activité de l'a-I'amylase peut constituer un modéle
de traitement alternatif du diabéte (tarling et al., 2008). L'inhibition de l'activité de cette
enzyme permet de retarder la digestion des glucides complexes dans l'intestin, ce qui entraine
une libération plus lente du glucose dans la circulation sanguine (Nguyen et al., 2023).
Cependant, les inhibiteurs synthétiques de 1'a-amylase, tels que l'acarbose, provoquent de
graves effets secondaires gastro-intestinaux tels que des diarrhées, des flatulences, des
ballonnements abdominaux, etc. (Hasan et al., 2023). C'est pourquoi il est préférable de
rechercher des agents antihyperglycémiants provenant de sources naturelles, qui n'ont pas
d'effets indésirables. (Tekulu et al., 2019).

En présence de 1’alpha-amylase dans le milieu réactionnel, I’amidon (son substrat) subit
une hydrolyse, produisant des unités de maltose et de glucose. Le test d’inhibition de 1’alpha-
amylase repose sur la colorimétrie avec une solution d’iode pour évaluer la quantité¢ d’amidon

hydrolyse.

Le potentiel inhibiteur de l'a-amylase a été déterminé par la méthode iode/iodure de
potassium (IKI) de Zengin et al. (2014) avec quelques modifications. La solution d’extrait
(250 pl) a été mélangée avec une solution d'a-amylase (500 ul) dans un tampon phosphate
(pH 6.9) et incubée pendant 10 minutes & 37 °C. Aprés pre-incubation, la réaction a été initiée
par I'ajout d'une solution d'amidon (500 pl, 1%). De méme, un blanc a été préparé en ajoutant
la solution d'échantillon & tous les réactifs de la réaction sans enzyme (a-amylase). Les
mélanges réactionnels ont été incubés 10 minutes a 37 °C. La réaction a ensuite été arrétée par
I'ajout de HCI (250 pl, 1 M) et 1ml de d’iodure de potassium (annexe 8). Les absorbances de
I'échantillon et du blanc ont été lues a 630 nm. L'absorbance du blanc a été soustraite de celle

de I'extrait, et un control négatif sans extrait a été effectué parallelement. L'acarbose a été
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utilise comme contrdle positif, tandis que le pourcentage d'inhibition pour tous les extraits a

été obtenu par la formule suivante :
% d’inhibition d’a amylase = (A contrdle — A échantillon) / A contrdle x 100
Ou : A controle : Absorbance de controle
A échantillon : Absorbance d’échantillon
1.2.7. Analyse statistique des résultats

Les resultats sont présentés en moyenne + SE (erreur standard). Les analyses
statistiques ont été réalisées par SPSS v19. Des comparaisons statistiques ont été effectuées
avec le test T de Student ou le test ANOVA. Les graphes sont mis en forme par EXCEL
(version 2019).

Les valeurs de P < 0.05 sont considéré comme significatives.
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I1.1. Rendement d'extraction

L'extrait brut hydrométhanolique des feuilles de Corchorus olitorius est obtenu par
maceration avec un rendement de 13.354%. Ensuite, il est fractionné par extraction liquide-
liquide en utilisant des solvants a polarité croissante ; 1’éther de pétrole, le chloroforme,
’acetate d'éthyle et le n-butanol. Les rendements d'extraction sont mentionnes dans la figure
1.
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Figure 7 : Résultats de rendement d’extraction.

Les extraits obtenus présentent des aspects différents, le plus souvent pateux et parfois
huileux, avec des couleurs variantes entre le vert, le marron et le jaune. Ces différences sont
attribuées a la présence des pigments végétaux ainsi qu'a la nature des extraits par les

différents solvants et a leur solubilité dans ces solvants.

Le meilleur rendement a été enregistré pour la phase aqueuse avec 4.94 % suivis par la
fraction butanolique et d'éther de pétrole avec les valeurs 1.494 % et 1.042 % respectivement.
En revanche, des rendements plus faibles ont été obtenus pour les solvants moins polaires tels
que I’acétate d’¢éthyle et le chloroforme, avec des taux de 0.502 % et 0.352% respectivement.
Ainsi, les rendements d’extraction avec des solvants polaires (butanol) sont plus élevés par
rapport a ceux obtenus avec des solvants moins polaires (éther de pétrole, chloroforme et

acetate d'éthyle).

Ce résultat est conforté par Patil et jain (2019), qui ont mentionné des taux de
rendement éleveés dans les fractions polaires (méthanolique et aqueux) des feuilles de la méme

plante avec des valeurs de 8.1% et 7.1 % respectivement. D’autre part, les fractions d’éther de
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pétrole, de chloroforme et d’acétate d’éthyle a montré des rendements faibles de 1’ordre de 0.8%, 3.2%

et 4.6% respectivement.

Il convient de noter que les rendements ne sont que relatifs et dépendent des espéces
veégetales étudiées, des parties utilisées, du séchage et du stockage, de la quantité de
métabolites secondaires, de la nature du solvant utilise lors de [I'extraction ou du
fractionnement, de sa polarité et de la méthode d'extraction elle-méme. Ce qui rend difficile

de comparer strictement les résultats obtenus avec ceux de littérature (Saiidi, 2019).

I1.2. Analyse phytochimique qualitatif

Le criblage phytochimique est une étape primordiale qui permet d’obtenir une premicre
estimation des composants des extraits en mettant en évidence 1’absence ou la présence de
différents types de métabolites par des tests rapides fondés sur des réactions de coloration
et/ou de précipitation. Bien qu'il ne fournisse qu'une indication approximative, il peut orienter
les recherches supplémentaires. Les résultats des tests phytochimiques effectués sur les

différents extraits de Corchorus olitorius représentés dans le tableau ci-dessous :
Tableau I: Résultats de screening phytochimique.

Extraits

© y— o @ — ®
5 o S 2 g > .2 2 g
S B s £ 5 0S S © @
i @ = 5 3 & = £ 5
e @) < o 2 oo
Polyphénols + - ++ +++ ++
Flavonoides + - ++ +++ 4+
Tanins - - ¥ — -
Stéroides +++ - ++ ++ )
Anthocyanes + - - +++ +++
Coumarines + - ++ +++ ++
Composés - —_— + + )
réducteurs
Saponines - - - ++ +

Précipité ou coloration : trés abondant : +++ ; abondant : ++ ; louche : + ; absent : -.
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Les résultats du tableau montrent que I’extrait butanolique est riche et abondants en
substances bioactives comparativement aux autres fractions, tandis que 1’extrait
chloroformique semble pauvre en meétabolites secondaires, a l'exception des composés

réducteurs.

Les fractions préparées se révelent étre riches en polyphénols, flavonoides, tanins et
coumarines, avec une présence particulierement marquée dans les fractions butanolique,
aqueuse et d'acétate d'éthyle. Cette constatation est en accord avec l'analyse phytochimique
réalisée sur la méme plante par Patil et Jain (2019), qui a également mis en évidence la

richesse des extraits méthanoliques, aqueux et d'acétate d'éthyle en phénols et flavonoides.

L’abondance des anthocyanes est observée dans tous les extraits, a 1’exception de
I’extrait chloroformique et d’acétate d’éthyle. De plus, les saponines sont présentes
uniquement dans les extraits aqueux et butanolique. En revanche, les stéroides se sont révélés
fortement positifs dans 1’extrait d’éther de pétrole, qui extrait trés faiblement les composés

polaires. Ce résultat est en accord avec celui de Pradhan et Kori (2023).

Les résultats obtenus dans la présente étude sont cohérents avec les observations
antérieures sur la solubilité des composés phénoliques. Comme rapporté par Falleh et al.
(2007) et El-Haci et al. (2012), les composés phénoliques sont généralement solubles dans les
solvants organiques polaires et les solutions aqueuses, tandis qu'ils sont moins ou pas solubles

dans les solvants organiques apolaires.

Par ailleurs, la variation de la teneur en composés phénoliques entre les différentes
fractions obtenues lors du fractionnement de I'extrait brut peut étre attribuée a la polarité des
solvants utilisés. Les solvants tels que I'éther de pétrole et le chloroforme, qui ont une polarité
relativement faible, présentent une capacité limitée a extraire efficacement les composés
phénoliques. En revanche, l'acétate d'éthyle et le butanol, qui ont une polarité plus élevée,

favorisent I'extraction des composés phénoliques.

Plusieurs études, notamment celles menées par Hasan (2018), Chigurupati et al.
(2020) et Koboré et al. (2021), ont confirmé la présence abondante de métabolites
secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les stéroides et les saponines

dans les feuilles de Corchorus olitorius.
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Enfin on conclut que la plante corchorus olitorius est riche en divers métabolites secondaires, ce

qui peut expliquer son utilisation traditionnelle pour traiter de nombreuses maladies.
I1.3. Analyse phytochimique quantitatif
I1.3.1. Teneur totale en polyphénols

Les polyphénols sont des micronutriments trés abondants dans notre alimentation
(Manach et al., 2024). lls forment un groupe hétérogéne de métabolites secondaires,
composés d'une ou plusieurs unités phénoliques. Ces composés sont produits par les plantes
via les voies de l'acide shikimique et du polyacétate pour de nombreuses fonctions, telles que
la reproduction, la défense et la signalisation redox, entre autres (Dzah et al., 2024).

Au cours de la derniére décennie, les avantages potentiels pour la santé des polyphénols
végétaux alimentaires en tant qu'antioxydants ont suscité beaucoup d'intérét en raison des

preuves de plus en plus nombreuses de leurs effets positifs sur I'homme (Pandey et al., 2009).

Les composés phénoliques apparaissent comme de meilleurs candidats pour leurs
activités antioxydantes grace a la présence de nombreux groupes hydroxyles qui peuvent

réagir avec les radicaux libres (Govindan et Muthrishnan, 2013).

La concentration en composés phénoliques a été estimée par dosage colorimétrique en
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, a partir de I'équation de régression linéaire de la courbe
d'étalonnage de I'acide gallique (y = 0.0073x ; R2=0.9882).

Les résultats montrent que la teneur en polyphénols varie considérablement entre les
deux extraits. En effet, la fraction butanolique posséde la teneur la plus élevée avec une teneur
de 250+£0.11 mg EAG/g ES, tandis que la fraction aqueuse contient une quantité faible de
I’ordre de 41.92+0.04 mg EAG/g ES (figure 8).

Cette différence peut s'expliquer par la solubilité différentielle des biomolécules
extraites et la sélectivité des solvants utilisés. La solubilit¢ des polyphénols repose
principalement sur les groupes hydroxyles, la structure des molécules actives et la longueur de

la chaine hydrocarbonée (Franco et al., 2008).
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Figure 8 : Concentration en polyphénols totaux des deux extraits de Corchorus

olitorius.
(*) Différence trés hautement significative par rapport a I’extrait butanolique (P < 0.001).

Les teneurs en polyphénols obtenues sont considérablement plus élevées que celles
trouvés par Biswas et al. (2022), qui varient de 6.57 a 11.11 mg EAG/g ES dans I’extrait
méthanolique. De plus, Alshabi et al. (2022) ont montré que I’extrait méthanolique
présentait le taux de phénols le plus élevé (699 ug EAG /g ES), comparativement a I'extrait
aqueux (421.6 ug EAG /g ES. Par conséquent, le méthanol semble extraire les substances

bioactives de la méme maniére que le butanol, peut-étre en raison de leur polarité proche.

La concentration en composés phénoliques d'un extrait végétal dépend de la structure
chimique des composés, de la technique d'analyse, de la sélection des standards et de la
présence de substances perturbatrices. La teneur en polyphénols d'une plante est également
liée a un certain nombre de facteurs tels que le climat, le moment de la récolte, le solvant

d'extraction, les conditions de stockage, etc. (Saiidi, 2019).
I1.3.2. Détermination de la teneur totale en flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires qui se composent principalement d'un
anneau benzopyrone portant des groupes phénoliques ou polyphénoliques a différentes
positions (Souza et al., 2022).

Différentes classes de flavonoides ont été isolées jusqu'a présent, avec plusieurs
activités biologiques significatives, notamment anticancéreuses, antioydantes, antidiabétiques,
anti-inflammatoires et antivirales, ainsi que des effets neuroprotecteurs et cardioprotecteurs.
Ces activités biologiques dépendent du type de flavonoide, de son mode d’action et de sa

biodisponibilité (Ullah et al., 2020).
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La concentration en flavonoides a été quantifiée par dosage colorimétrique selon la
méthode au trichlorure d’aluminium, a partir de 1'équation de régression linéaire de la courbe

d'étalonnage de la quercétine (y = 0.0337x ; R2 = 0.9852).

Il a été observé que l'effet des solvants sur les polyphénols totaux est similaire a celui
des flavonoides. En effet, I’extrait butanolique présente la teneur la plus élevée (33.65+0.04

mg EQ /g ES) par rapport a I’extrait aqueux (4.3£0.02 mg EQ /g ES) (figure 9).

Concentration en flavonoides (mg EQ / g ES)
N
o
|

EBU

‘flavono'l'des 4,3 33,65

Figure 9 : Concentration en flavonoides des deux extraits de Corchorus olitorius.
(*) Différence tres hautement significative par rapport a 1’extrait butanolique (P < 0.001).

Biswas et al. (2023) ont trouvés des teneurs en flavonoides similaires a celles trouvées
dans cette étude avec des valeurs variant de 5.14 & 7.78 mg EQ/g ES. Ces valeurs different
des résultats rapportés par Alshabi et al. (2022), ou la teneur totale de flavonoides observée
était d'environ 1.147mg EQ/g ES.

I1.3.3. Teneur totale en tanins condensés

Les tanins sont des polyphénols hydrosolubles présents dans de nombreux aliments
végétaux (Chung et al., 1998). lls ont la capacité de précipiter les protéines, provoquant un
godt astringent indésirable en interagissant avec les peptides salivaires. Cette interaction
désactive les enzymes digestives ; les tanins sont donc considérés comme des substances de
defense des plantes (Tanaka et al., 2024).

Depuis des milliers d'années, diverses especes de plantes contenant des tanins en Asie,

notamment en Chine, sont utilisées comme anti-diarrhéiques, antihémorragiques, anti-
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cancérigénes et antimicrobiens. D’autre part, les tanins sont utilisés dans un large éventail
d'industries telles que I'alimentation et les boissons, la médecine, la fabrication d'adhésifs pour

le cuir et le bois et I'exploitation miniére (Jing et al., 2022).

La concentration en tanins a été déterminée suivant la méthode de vanilline, a partir de
I'équation de régression linéaire de la courbe d'étalonnage de la catéchine (y = 0.0027x ; R2 =
0.9841).

La figure 10 montre que la teneur en tanins des extraits butanolique et aqueux est
évaluée respectivement a 32.962+0.04 mg ECAT/g ES et 4.07£0.03 ECAT/g ES. Cette
différence peut étre associée au degré de polymérisation des tanins extraits par les différents
solvants (Saidi, 2019).

Ces teneurs sont proches de celles trouvées dans 1’étude de Biswas et al. (2023) sur
I’extrait éthanolique des feuilles de Corchorus olitorius, citant un taux de tanins condensés
compris entre 16.51et 26.89 mg EAT/g ES.

35 4
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15 -
10 ~
5 -

0 |

EAQ
tanins 4,07 32,962 \

Concentration en tanins ( mg ECAT / g ES)

Figure 10. Concentration en tanins condensés des deux extraits de Corchorus olitorius.

(*) Différence trés hautement significatif par rapport a I’extrait butanolique (P < 0.001).

Les résultats de notre étude confirment I'efficacité du n-butanol en tant qu'extracteur de
molécules bioactives, notamment de polyphénols, de flavonoides et de tanins condensés. Ces
composés ont été extraits en concentrations élevées dans 1’extrait butanolique, ce qui est en
accord avec les observations d'autres chercheurs. Thavamoney et al. (2018) ont souligné que
le n-butanol peut dissoudre et extraire efficacement les polyphénols et les flavonoides en

fonction de leurs polarites.
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Des recherches antérieures ont également démontré I'efficacité de [l'utilisation du
butanol pour I'extraction des composés phénoliques. Dans leur étude, Saranya et Rengaraju
(2023) ont exploré l'utilisation de différents solvants, dont le butanol, pour extraire les
composes phénoliques a partir de plantes médicinales. lls ont observé que le butanol était
capable d'extraire une quantité significative de composés phénoliques. Cette capacité
d'extraction élevée du butanol a été attribuée a sa polarité appropriée, favorisant ainsi la

solubilité des composés phénoliques.

Cependant, il convient de noter que les alcools tels que le n-butanol peuvent présenter
certains inconvénients, notamment la formation d'odeurs et d'émulsions, comme I'a souligné
Siek (1978). Ces problémes doivent étre pris en compte lors de l'utilisation du butanol ou

d'autres solvants alcooliques dans les processus d'extraction.
I1.4. Evaluation de I’activité antiradicalaire in-vitro
I1.4.1. Piégeage du radical DPPH

L’activité antioxydante de diverses molécules bioactives est largement évaluée en
utilisant le DPPH (KneZevi¢ et al., 2011). Ce dernier est un radical libre stable centré sur
l'azote qui peut accepter un électron ou un atome d’hydrogeéne pour devenir une molécule
diamagnétique stable. En réagissant avec des agents réducteurs appropriés, le DPPH perd sa
couleur en fonction du nombre d’électrons consommés, qui est mesuré par spectrophotométrie

a 517 nm (Mani et al., 2011).

L'activité de piégeage des extraits a été évaluée en utilisant I'lC50, qui correspond a la
concentration inhibitrice requise pour réduire le radical DPPH de 50 %. Une valeur d'IC50

inférieure témoigne d'une activité antioxydante plus élevée.

Les résultats ont révélé que les extraits testés possedent une activité antiradicalaire
importante, avec des IC50 de ’ordre de 0.27 + 0.03 mg/ml pour la fraction butanolique et
1.07 + 0.001 mg/ml pour la fraction aqueuse en comparaison avec 1’acide ascorbique, un

antioxydant de référence, qui a montré un 1C50% de 0.103 + 0.28 mg/ml (figure 11).
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Figure 11. IC50 obtenues dans le cadre de 1’étude de I’activité antiradicalaire au DPPH de

deux extraits de Corchorus olitorius.

(*) Différence trés hautement significative par rapport a la Vit C (P < 0.001).

(#) Différence hautement significative par rapport a I’extrait butanolique (P < 0.01).

La différence de capacité antioxydante entre les extraits peut étre attribuée a la présence
de composés polyphénoliques ayant des caractéristiques chimiques différentes et des polarités
variables (Yakoub et al., 2018). Ces différences de composition chimique peuvent influencer
la solubilité des composés dans des solvants spécifiques utilisés lors de I'extraction. Certains
composés polyphénoliques peuvent étre mieux solubilisés dans la fraction butanolique, tandis
que d'autres peuvent étre plus facilement extraits dans la fraction aqueuse. Par conséquent, ces
différences de solubilité peuvent contribuer a la disparité observée dans I'activité antioxydante

des extraits.

Dans une étude antérieure, Biswas et ses collaborateurs (2020) ont obtenu des activité
scavenger similaires a celles de cette étude avec des valeurs d'IC50 allant de 206.42 pg/ml a
303.72 pg/ml. Cependant, une étude menée par Kaboré et ses collaborateurs (2021) a
rapporté une activité de piégeage du radical DPPH plus puissante avec I'extrait

hydroéthanolique de Corchorus olitorius, présentant une 1C50 de 45.85 pg/ml.

Plusieurs facteurs peuvent expliquer la différence de ’activité antiradicalaire observée
entre les études réalisées sur la méme plante. L'un de ces facteurs est l'effet additif ou

synergique des polyphénols présents dans les extraits, ce qui peut entrainer une activité
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antioxydante inférieure a celle des composes isolés et purifiés (Nithiya et Udayakumar,
2016). En dautres termes, la présence de multiples polyphénols dans les extraits peut
entrainer des interactions complexes qui diminuent I'efficacité globale de I'activité

antioxydante.

De plus, il est important de noter que la teneur totale en polyphénols de I'extrait ne
représente pas nécessairement tous les antioxydants présents (Hayouni et al., 2007). Par
conséquent, une mesure isolée de la teneur en polyphénols ne donne qu'une indication

partielle de I'activité antioxydante réelle des extraits.
IL.5. Evaluation de ’activité anti-enzymatique in-vitro
I1.5.1. Activité inhibitrice de ’alpha amylase

L’activité anti-enzymatique des deux extraits de Corchorus olitorius a été évaluée en
testant leur capacité a inhiber ’enzyme alpha-amylase. L’activité inhibitrice de I’enzyme a-
amylase a été mesurée en comparant les concentrations inhibitrices IC50 des différents

extraits a celle de I’acarbose, utilisée comme standard (figure 12).
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Figure 12. IC50 obtenues dans le cadre de 1’étude de 1’activité inhibitrice d’alpha-amylase de

deux extraits de Corchorus olitorius.

(*) Différence trés hautement significative par rapport a I’acarbose (P < 0.001).

(#) Diftérence treés hautement significative par rapport a 1’extrait butanolique (P < 0.001).

La fraction butanolique a montré une puissante inhibition de I'a-amylase, avec une 1C50

de 4.62 + 0.98 mg/ml, comparée a l'acarbose avec une IC50 de 3.65 + 0.54 mg/ml. En
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revanche, la fraction aqueuse a montré une activité inhibitrice trés faible, avec une IC50 de
38.63 + 0.87 mg/ml. Dans I'étude d'Ademiluyi et ses collaborateurs (2015), un effet
inhibiteur plus élevé des feuilles de Corchorus olitorius a été observé par rapport a celui
obtenu dans cette étude, avec un IC50 de 70 £ 0.11 pg/ml.

L’excellent potentiel inhibiteur de 1’extrait butanolique peut étre attribué a sa richesse
en composes phénoliques, notamment les flavonoides et les tanins. Mokgalaboni et Phoswa
(2023) ont egalement souligné le réle des composés phytochimiques de Corchorus olitorius,
tels que les flavonoides et les saponines, dans la réduction de la dégradation de I'amidon par
I'inhibition de l'alpha-amylase, démontrant ainsi leurs propriétés hypoglycémiantes. Selon
Grussu et al. (2011), 1l est évident que les polyphénols peuvent moduler la disponibilité des
nutriments en inhibant les enzymes digestives impliquées dans la dégradation de I'amidon, ce
qui peut avoir des effets bénéfiques sur lI'apport calorique, la gestion de I'obésité et le maintien

d'un contrdle adéquat de la glycémie.

Dans leur étude, Olusanya et al. (2018) ont observé que Corchorus olitorius L., un
l[égume postprandial potentiellement antidiabétique et sOr, pourrait contribuer a réduire
I'élévation de la glycémie apres les repas. Par conséquent, il est recommandé de poursuivre les

recherches sur les propriétés antidiabétiques de ce Iégume en utilisant des extraits purifiés.
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Conclusion

Le présent travail a été réalisé dans le but d'étudier la composition phytochimique des
feuilles de la plante Corchorus olitorius et d'évaluer son activité antiradicalaire et

antienzymatique in vitro.

Le screening phytochimique effectué sur les différents extraits obtenus par
fractionnement de 1’extrait méthanolique a révélé la richesse de la plante en métabolites
secondaire notamment les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les comarines et les

anthocyanes. L'extrait butanolique s'est avére étre le plus riche en ces composés.

La quantification des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés dans
les extraits aqueux et butanolique, réalisée par dosage colorimétrique, a montré une variation
de la teneur en ces métabolites en fonction de la polarité du solvant. La fraction butanolique
était la plus abondante en ces métabolites, tandis que la fraction aqueuse présentait des
concentrations plus faibles. De plus, cet extrait butanolique a révélé un fort pouvoir

antioxydant par rapport a I'extrait aqueux.

En ce qui concerne I'activité antienzymatique, I’analyse a révélé une activité inhibitrice

importante vis-a-vis ’alpha amylase, en particuler avec 1’extrait butanolique.

En conclusion, cette étude souligne que Corchorus olitorius est une plante médicinale
prometteuse, offrant une varieté d'activités potentielles. Cependant, des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes d'action et identifier
les composés actifs responsables des activités antioxydantes et inhibitrices de I'alpha-amylase.
Des études ultérieures in vivo sur des modeéles animaux seront nécessaires pour évaluer
I'efficacité de cette plante et explorer son utilisation potentielle dans la fabrication de

médicaments ou de compléments alimentaires.
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Annexes

Annexe 1. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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Annexe 2. Courbe d’étalonnge de quercétine.

1.4
12 .
E
= e ¥y =0.0337x
2 03 : R’ = (.9852
£ 06 .
S =
ﬁ 0.2 .
00®
0 10 20 30 40 50
-0,2

Concentration en pg équivalent de quercétine/ml




Annexes

Annexe 3. Courbe d’étalonnage de la catéchine
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Annexe 4. Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique.
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Annexe 5. Les étapes de 1’extraction par macération.
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Annexe 6. Les étapes de 1’extraction par extraction liquide liquide.




Annexe 7. Reactifs de I'activité antioxydante

Annexes

Réactif Composition Quantite
DPPH -DPPH -4mg
-Méthanol -100ml
Annexe 8. Reactifs de I'activité antienzymatique
Réactif Composition Quantité
Amidon (0.1 %) -Amidon 0.1g
- I'eau distillée 100ml
lodure de potassium -KI 39
iode .
-lodine 127mg
-I'eau distillé 100ml
Acide -HCL 4.17 ml
hypochlorique(1M
yP que(IM) -l'eau distillée 45.83ml
Tampon phosphate -NaH2PO4 51ml
(0.2mM) (PH6.9)
-Na2HPO4 49ml
Annexe 9. Solutions chimiques
Réactif Composition Quantité
Réactif de folin -FCR iml
ciocalteu o
-I'eau distillée 9ml
Carbonate de sodium -NaCO3 7.5¢
(7.5%) -I'eau distillée 100ml
Trichlorure -ALCL3 29
d'aluminium o
-I'eau distillée 100ml
(2%)
Vanilline(4 %) -C8H803 49
-I'eau distillée 100ml
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Annexe 10. Réduction du radical DPPH




Résumé

Au cours de cette étude, la composition phytochimique des feuilles de Corchorus
olitorius, également connu sous le nom de molokhia, ainsi que son activité antiradicalaire et
antienzymatique in vitro, ont été évaluées. Des extraits de feuilles ont été préparés en utilisant
des solvants de polarité différente, et des tests phytochimiques ont été réalises pour identifier
les métabolites présents. Les extraits aqueux et butanolique ont montré les rendements les
plus élevés par rapport aux extraits d’éther de pétrole, chloroforme et acétate d’éthyle.
L'analyse phytochimique qualitatif a révélé la richesse des extraits en polyphénols,
flavonoides, tanins et coumarines, en particulier I'extrait butanolique. L'analyse
phytochimique quantitatif a confirmé la présence abondante de polyphénols (250 + 0.11 mg
EAG/g ES), flavonoides (33.65 0.04 mg EQ/g ES) et tanins condensés (32.962 + 0.04 mg
ECAT/g ES) dans cet extrait. En ce qui concerne l'activité antioxydante, I'extrait butanolique
(0.27 £ 0.03 mg/ml) a montré une capacité plus élevée a piéger les radicaux libres par rapport
a l'extrait aqueux (1.07 £ 0.001mg/ml). De plus, I'extrait butanolique a démontré une forte
activité inhibitrice de lI'alpha-amylase avec une IC50 de 4.62 + 0.98 mg /ml, similaire a celle
de l'acarbose (3.65 +0.54 mg/ml), un médicament couramment utilisé pour traiter le diabete.
Ces résultats indiquent que les feuilles de Corchorus olitorius sont riches en métabolites
secondaires, tels que les polyphénols et les flavonoides, ce qui leur confere une activité

antioxydante et antienzymatique importante.

Mots clés : Corchorus olitorius, screening phytochimique, polyphénols, flavonoides,

activité antioxydante, activité antienzymatique.



Abstract

During this study, the phytochemical composition of Corchorus olitorius leaves, also
known as molokhia, as well as its in vitro antiradical and antienzymatic activity, were
evaluated. Leaf extracts were prepared using solvents of different polarities, and
phytochemical tests were conducted to identify the present metabolites. The aqueous and
butanol extracts showed the highest yields compared to petroleum ether, chloroform, and
ethyl acetate extracts. Qualitative phytochemical analysis revealed the abundance of
polyphenols, flavonoids, tannins, and coumarins, particularly in the butanol extract.
Quantitative phytochemical analysis confirmed the abundant presence of polyphenols (250 +
0.11 mg GAE/g DW), flavonoids (33.65 + 0.04 QE/g DW), and condensed tannins (32.962 +
0.04 mg CE/g DW) in this extract. Regarding antioxidant activity, the butanol extract (0.27 =
0.03 mg/ml) exhibited a higher capacity to scavenge free radicals compared to the aqueous
extract (1.07 £ 0.001 mg/ml). Furthermore, the butanol extract demonstrated strong alpha-
amylase inhibitory activity with an IC50 of 4.62 + 0.98 mg/ml, similar to that of acarbose
(3.65 £ 0.54 mg/ml), a commonly used medication for diabetes treatment. These results
indicate that Corchorus olitorius leaves are rich in secondary metabolites, such as

polyphenols and flavonoids, which confer significant antioxidant and antienzymatic activity.

Keywords: Corchorus olitorius, phytochemical screening, polyphenols, flavonoids,

antioxidant activity, antienzymatic activity.
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