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Résumé

L’¢tude des métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches,
notamment les composés phénoliques qui sont des antioxydants naturels tres présents dans le

regne végetal. Ces molécules sont tres utiles pour la santé humaine.

Dans ce contexte, le présent travail porte sur I’étude des activités biologiques de
I’extrait phénolique de Corchorus olitorius, connue en Afrique beaucoup plus en Egypte et
Algérie sous le nom Moulokhia. C’est une plante largement utilisé en médicine traditionnelle,

en alimentation et en pharmacopée traditionnelle.

Dans la partie expérimentale, nous nous sommes intéressés a 1’extraction et dosage des
composés phénoliques (polyphénols totaux) en utilisant le réactif du Folin-ciocalteu, ainsi
qu’a I’évaluation de I’activité antioxydante qui a été réalisée par deux tests a savoir : le
pouvoir réducteur du fer FRAP et la capacité antioxydante totale CAT. Nous nous sommes
intéressés aussi a 1’évaluation de la cytotoxicité de I’extrait phénolique de notre plante étudiée

sur les globules rouges GRh 10% & différentes concentrations (250 - 2000ug/ ml).

Les résultats obtenus montrent que la plante Corchorus olitorius est riche en
polyphénols dont le rendement en extrait est de 17% et une teneur en polyphénols totaux :
0.360 mg EAG/mg ES et posséde une activité antioxydante importante en enregistrant un
pouvoir réducteur du fer de 0.709 et une capacité antioxydante totale d’une valeur de
0,497+0,231mg EAA/g ES. Les résultats obtenus indiquent aussi que la plante n'a pas d'effet

toxique.

D’aprés ces résultats, il ressort donc que Corchorus olitorius, une plante distinctive avec

ses multiples composants, sans danger pour différents usages.

Mots clés : Activité antioxydante, Corchorus olitorius, cytotoxicité, extrait phénolique

polyphénols totaux.



Abstract

Studies of secondary metabolites are the subject of much research, including phenolic
compounds, which are natural antioxidants very present in the plant kingdom. These

molecules are very useful for human health.

In this context, the present work focuses on the study of the biological activities of the
phenolic extract of Corchorus olitorius, known in Africa much more in Egypt and Algeria
under the name Moulokhia. It is a plant widely used in traditional medicine, food and
traditional pharmacopoeia.

In the experimental part, we looked at the extraction and assays of phenolic
compounds (total polyphenols) using the Folin-ciocalteu reagent, as well as the evaluation of
antioxidant activity which was carried out by two tests: the reductive power of FRAP iron and
the total CAT antioxidant capacity. We also looked at the cytotoxicity assessment of the
phenolic extract of our plant studied on GRh 10% red blood cells at different concentrations
(250 - 2000pg/ ml).

The results obtained show that the plant Corchorus olitorius is rich in polyphenols
with an extract yield of 17% and a total polyphenols content: 0.360 mg EAG/mg ES and has
an important antioxidant activity by registering a reducing power of iron of 0.709 and a total
antioxidant capacity of 0.497 0.231mg EAA/g ES. The results obtained also indicate that the

plant has no toxic effect.

Based on these results, it appears that Corchorus olitorius, a distinctive plant with its
multiple components, is safe for different uses.

Keywords: Antioxidant activity, Corchorus olitorius, cytotoxicity, phenolic extract, total
polyphenols.
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Liste des abréviations

AA : Acide ascorbique.

ADN : Acide désoxyribonucléique.

AG : Acide gallique.

CAT : Catalase.

CO: Corchorus olitorius.

CoQ10: Coenzyme Q10.

Cu : Cuivre.

Cu/Zn-SOD : Superoxyde dismutase aux ions cuivre et zinc.
Da : Dalton.

DO : Densité optique.

EOR : Especes oxygénées réactives

ERO : Especes réactives de I'oxygene

Fe?*: Fer réduit.

Fe3*: Fer oxydé.

FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power.

GRh : Globules rouges.

GRh10% : Globules rouges a 10%.

GSH : Glutathion réduit.

GSSG : Glutathion oxydé.

KsFe (CN)s : Ferricyanure de potassium.

L°: Radical lipidique

LOO’: Radical peroxyl.

LOOH : Hydroperoxyde.

Mn-SOD : Superoxyde dismutase associée au manganése.
NADPH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate.
O2: Oxygene.

Poly c : Extrait phénolique de Corchorus olitorius.

SeGPx : Glutathion peroxydase sélénium dépendante.

UV : Ultra-violet.
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Introduction générale

Le monde des sciences biologiques et méedicales a été envahi ces derniéres années par
un nouveau concept, celui de "stress oxydatif", c'est-a-dire une situation ou la cellule ne
contréle plus la présence excessive de radicaux oxygénes toxiques. Actuellement, il est bien
reconnu que si le stress oxydatif n'est pas une maladie en soi, il est potentiellement impliqué
dans de nombreuses maladies comme facteur déclenchant ou associé a des complications au
cours de leur évolution comme dans le cas du diabéte, du cancer, des maladies
cardiovasculaires et neurodégénératives. Ces dommages sont obtenus par l'attaque des
radicaux libres sur diverses biomolécules, notamment les protéines, les lipides et I'ADN,
conduisant finalement a la dégradation et a la mort des cellules (Moon et Shibamoto, 2009).
D'autre part, I'organisme possede ses propres capacités de défense antioxydante qui lui
permettent de lutter contre ces espéces radicalaires (Koechlin-Ramontxo, 2006).

A la recherche d'un traitement curatif de ces pathologies, de nombreux médicaments
sont issus des plantes médicinales qui sont considérées comme une Véritable source
d'antioxydants facilement disponible et puissante car elles contiennent un mélange de
différents composés chimiques (Miguel, 2010). Durant ces derniéres années, ces molécules
bioactives extraites des plantes ont attiré I'attention des scientifiques en raison de leur intérét
croissant pour la santé humaine plus particulierement les composés phénoliques (Neffati et
al., 2017).

En effet, les polyphénols sont une classe de métabolites secondaires générés par les
especes végétales et vont de structures simples a des molécules complexes, fournissant une
variété large et intéressante d'effets biologiques, y compris une activité antioxydante, anti-
inflammatoire, antibactérienne et antivirale. Ces propriétés conférent aux polyphénols un réle

majeur a jouer dans les domaines nutraceutique et médical (Paini et al., 2016).

Et comme toutes les molécules bioactives, les composés phénoliques ou autres
molécules issues des plantes médicinales sont susceptibles, a un certain degré de
concentration, de présenter un effet toxique intrinseque. Or, la composition des produits
végétaux etant tres variable, la teneur en ces constituants peut naturellement varier d'une
préparation a l'autre (Zekkour, 2008). Il existe donc un risque pour une utilisation
traditionnelle de ces plantes en préparation magistrale, c'est-a-dire que les effets indésirables
potentiels soient supérieurs aux bénéfices attendus de l'utilisation de la plante, notamment en

raison d'une possible toxicité de cette derniere (Herbinet, 2004).




Introduction générale

Parmi les milliers des plantes médicinales identifiées a ce jour, ceux de la famille des
Tiliaceae avec d’environ 40-100 espéces, dont 1’espece Corchorus olitorius qui est utilisé
comme légume mucilagineux (Kiebre et al., 2016).La présence de substances
phytochimiques notamment les polyphénols valide I'utilisation de Corchorus olitorius dans le
cadre de la médecine traditionnelle et alternative puisque les phytochimiques trouvés dans les
fruits et les légumes sont généralement connus pour étre responsables des bénéfices de
protection de la santé chez I'homme(SHA’A et al.,2019).

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés dans la présente étude a I’extraction et
au dosage des polyphénols de I’espéce Corchorus olitorius d’une part, et a 1’étude de leurs

activités antioxydantes et de leur cytotoxicité d’autre part.
Cette étude est présentée comme sulit :

» Une premiere partie est une synthese bibliographique subdivisée en 3 chapitres : Le
ler présente un apercu général sur le stress oxydatif, le second résume 1’intérét et les
différentes activités biologiques des composés phénoliques, et le dernier est une
description botanique détaillée de notre plante étudiée avec addition de son usage
thérapeutique.

» Une deuxiéme partie réservée aux travaux expérimentaux, elle est consacrée a :

» L’extraction et dosage des composés phénoliques de Corchorus olitorius.

= [’évaluation de I’activité antioxydante de 1’extrait phénolique de Corchorus
olitorius au moyen de deux tests (FRAP : Ferric reducing antioxidant power et
CAT : Capacité antioxydante totale).

= Tester la cytotoxicité de I’extrait phénolique de notre plante étudiée.

Enfin, ce travail s’achéve par I’essentiel des résultats, une conclusion générale ainsi que

quelques perspectives.

-
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Chapitre I Le stress oxydatif

1- Définition du stress oxydatif :
Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre entre la production d'especes
oxygénées réactives (EOR) et les capacités antioxydantes de I'organisme (figure 01) (Haleng
et al., 2007).

- < Systéme de défense
8 Saocheh
ROS exogéne -
.\\‘_./

Figure 01 : Stress oxydant (Powers, De Ruisseau et al., 2004)

2- Définition des radicaux libres :

Un radical libre est une espéce chimique (une molécule, ou un atome unique) capable
d'avoir une existence indépendante (libre) en contenant un ou plusieurs électrons libres (1
électron non apparié sur une orbitale). Cela lui assure une grande réactivité et une demi-vie

extrémement courte. (Goudable et favier,1997).

3- Les espéces oxygénées réactives :

Le terme especes reactives de l'oxygéne (ERO) comprend les radicaux libres de
I'oxygéne (anion superoxyde O2"), le radical hydroxyle (OH™) et certains dérivés oxydés non-
radicalaires tels que le peroxyde d'hydrogéne (H.O2) (Badeau, 2006).

Les principaux ERO rencontrés en biologie sont présentés dans le tableau ci-dessous
(tableau 01).

)



Chapitre I

Le stress oxydatif

Tableau 01 : Principaux espéces réactives de 1’oxygéne radicalaires et non radicalaires

(Halliwel,2006).

ERO (radicalaires)

Formule chimique

Oxygeéne moléculaire 0,
Dioxygéne singulet 1o,
Anion superoxyde 02"
Radical hydroxyle OH’
Radical Hydroperoxyde HOQP°
Radical peroxyle ROQ°
Radical alkoxyle RO°
Radical oxyde nitrique NO°

ERO (non radicalaires)

Formule chimique

Hydroperoxyde ROOH
Peroxyde d’hydrogene H202
Ozone O3
Hypochlorite CIOH
Peroxynitrite ONOOQ®°

4- Facteurs influencant la production des ERO :

Toute réaction qui impliquel’O2 est un systeme réducteur de transfert d'électrons et

susceptible de libérer des ERO (Barouki, 2006).
Les ERO peuvent étre produits par I’exposition a des facteurs environnementaux, ou

méme par des facteurs endogénes, dues a un dysfonctionnement des sources de la production

des ERO, ou de leur systéme d'élimination (Florence ,2016), (figure 02).
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Inflammation Facteurs environnementaux

Cytokines & Métaux
Facteurs de croissance Fe. Cu, Zn Radiations
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P-450

Monooxygénase

Phagocytes

- M¢étabolisme
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Figure 02 : Origine extra- et intracellulaire des radicaux libres dérivés de 1’oxygéne (valéry
et al.,2007).

4-1-Facteurs endogeénes :

4-1-1- Lors de la respiration oxydative :

La mitochondrie est le principal producteur des radicaux libres, puisque dans la chaine
de transport des électrons, I'oxygene est I'accepteur final des électrons. Toutefois, environ 5 %
de l'oxygene total peut étre semi-réduit en espéces oxygénées hautement réactives. Cela
conduit a Il'initiation d'une série d'oxydations conduisant a un stress oxydatif endogéne et a la
création de dommages cellulaires (Bureau,2006).

Les espéces d'oxygene tres réactives comprennent l'anion superoxyde(O2™) qui peut

étre converti en H>O> par I'enzyme superoxyde dismutase (SOD)(Florence,2016).

4-1-2- Lors des réactions inflammatoires :

En réponse a une agression, les polynucléaires (PN) et les macrophages (MO) sont les
principales cellules qui liberent des ERO par l'intermédiaire d'une enzyme membranaire, la
NADPH oxydase, qui est dépendante de l'oxygéne et catalyse la production d'anions
superoxydes (O27) qui agissent immediatement sur eux-mémes (par une réaction de
dismutation) pour former du peroxyde d'hydrogéne (H-02), un oxydant puissant et stable.

Un autre mécanisme par lequel des radicaux libres peuvent étre produits au niveau du
site inflammatoire est I'interaction entre I'anion superoxyde et le radical oxyde nitrique (NO)

afin de générer du peroxynitrite (Pasquier,1995).

]



Chapitre I Le stress oxydatif

4-1-3- Surcharge en Fer :

Le fer est un facteur majeur de I'oxydoréduction cellulaire. Il participe a la réaction de
Fenton en tant que donneur d'électrons au peroxyde d'hydrogene, ce qui conduit a la
formation d'une espéce radicale puissante, le radical hydroxyle selon la réaction suivante
(Guenancia,2015) :

Fe* + HoO, ——» Fe** + OH + OH"

En outre, des oxydants peuvent étre générés par une interaction entre le peroxyde
d'hydrogene et des hémoprotéines, telles que I'némoglobine et la myoglobine donnant un
héme actif par I’oxydation de I'atome de fer (Fe**en Fe3*) donnant lieu en présence d'oxygéne
un radical ferryle (FeO)?* ou perferryle (FeO2)*, ayant une réactivité identique a celle du
radical hydroxyle et donc capable de provoquer des dommages oxydatifs aux lipides, aux
protéines et aux glucides (Pasquier,1995).

4-2- Facteurs exogenes :

Les radicaux libres exogeénes résultant d'un apport extérieur, c'est-a-dire lors d'une
exposition a un environnement toxique. Les xénobiotiques, les pesticides (Bureau ,2006). Le
tabac, I'alcool, la consommation d'huiles oxydées, ou encore des agents physiques tels que les
UV, la chaleur (Florence,2016).

En outre, certains métaux tels que le cuivre ou le fer, lorsqu'ils sont apportés en exces,
peuvent engendrer des ERO (Halliwell etGutteridge,1990).

5- Effet du stress oxydatif sur les biomolécules :
Le stress oxydatif entraine une anomalie du statut oxydatif intracellulaire. Les
radicaux libres réagissent avec les substrats oxydables (glucose, protéines, acides gras) et
génerent des réactifs carbonylés, dont les effets cellulaires sont variables : glycation des

protéines, peroxydation des lipides et modifications de I'ADN (Frédéric, 2012) (figure 03).

5-1-Altération de L’ADN :

L'ADN est une cible majeure des ERO. Ceux-ci sont capables d'attaquer presque
toutes les structures ou molécules cellulaires et peuvent provoquer des liaisons réticulées entre
I'ADN et les proteines, des dommages au squelette phosphate de desoxyribose et des

altérations chimiques spécifiques des bases pyrimidiques et puriques (Mimouni,2020).

.
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En effet, plus que tous les autres radicaux libres, les radicaux hydroxyles attaquent la
guanine de I'ADN formant la 8-hydroxyguanine et la 8-hydroxy-2-déoxyguanosine (Zhang et
al., 1999). Cette oxydation des constituants de I'ADN entraine la mutagenese, la
cancérogenese et la mort cellulaire (Pasquier, 1995).

5-2- Altération des Protéines :

Les protéines sont aussi sensibles & I'action du radical hydroxyle. Ce dernier peut
réagir avec différents acides aminés des chaines des protéines, dont les plus sensibles & son
action sont les acides aminés aromatiques tels que le tryptophane, la tyrosine, ou ceux
possédant un noyau imidazole tels que I'histidine, sur lesquels le radical hydroxyle est ajouté
et provoque un changement de conformation de la molécule de protéine (pasquier,1995).

Les protéines peuvent alors soit subir une réticulation par formation de ponts bi-
tyrosine détectables par leur fluorescence ou subissent des coupures en cas d'une forte
agression, ou encore des modifications de certains acides aminés en présence d'agressions
modérées. Ce qui entraine la dénaturation et la perte de fonctionnement des protéines, la perte
d'activité enzymatique, de fonctionnement des récepteurs et des protéines de transport
(Favier,2003 ; Phaniendra et al., 2015).

5-3- Altération des lipides :

Les membranes sont principalement constituées de lipides, dont les phospholipides et
les acides gras polyinsaturés (AGPI), qui servent les cibles des radicaux libres (Haleng et
al.,2007). L’oxydation des lipides produit des peroxydes lipidiques, eux-mémes trés réactifs.

La peroxydation des lipides provoque des changements dans la fluidité, la perméabilité
et I'excitabilité de la membrane (Hong et al, 2004).

Cette peroxydation lipidique se déroule en trois étapes :

e L’initiation : consiste en un clivage homolytique de la liaison CH de la chaine
d'acides gras provoqué par un initiateur de radicaux libres, ce qui en fait un composé
radicalaire trés réactif vis-a-vis de I'oxygene et sera ainsi transformé en un radical
peroxyl.

LH+0; —— » L+HO:

e La propagation : Pendant ce temps, le radical peroxyl va prendre un hydrogéne d'un

autre acide gras pour génerer un nouveau radical libre, qui maintient la réaction en

chaine et se transforme en hydroperoxyde.

-
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L'+HO,________, LOO’

LOO'+LH ________, LOOH+L’

e La terminaison : provoquée par la réaction de deux radicaux pour donner une espece

moléculaire ou entrainée par l'intervention d'un composé anti-oxydant, appelé

« briseur de chaine ». (Hennebelle et al.,2004)
L'+ Lo
LOO + L’ » LO2L
LOO'+LOO __, LO2L+0O2

| Espéces réactives de |'oxygéne

AN

| Lipides I

| Peraxydation lipidigue |

Oxydation des acides
nucl & gques

| Proteéines I

Oxydation des groupements
sulflhydryls

Production d'aldéhydes :
malondialdehyde,
hydraxynonenal...

Perturbation
de I'imtégrite membranaire
Altération fonctionnelle des récepteurs

Altération
des génes

Altération des proté&ines
Sytémes enzymatiques
activés/inactivés

I Dommages cellulaires

Figure 03 :Principaux dommages cellulaires induits par les espéces réactives de 1’oxygéne et

provoqués sur les lipides, les protéines et I’ADN(Mimouni,2020).

6- Stress oxydatif et ses conséquences cellulaires :

En fonction de la dose et du type de cellules, les conséquences du stress oxydatif
seront tres diverses. Les stress légers vont stimuler la prolifération cellulaire et I'expression
des protéines d'adhésion, les stress moyens vont faciliter I'apoptose, tandis que les stress forts

vont induire la nécrose, et les stress séveres vont désorganiser la membrane ce qui va

engendrer une lyse immédiate (Favier et al.,1995).
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Des perturbations biologiques sont également observées consécutivement au stress

oxydatif :

e Diminution de la fluidité membranaire, perturbation des récepteurs.
e Abaissement de la sensibilité a I'insuline, dysfonctionnement de I'immunité cellulaire,
fibrose, dépots lipidiques, une perte de force musculaire allant jusqu'a la mort des

neurones ou l'apparition des mutations (Favier et al.,1995).

7- Stress oxydatif et pathologies humaines :
Le stress oxydatif joue un réle important dans I'apparition de plusieurs pathologies en
tant que facteur de déclenchement ou associe a des complications de I'évolution (tableau 02)
(Sohal et al.,2002).

Tableau 02 : Relations entre les maladies et le stress oxydant (Favier,2006).

Maladies dues a
une production

Maladies ou le stress
oxydant est la cause

Maladies ou le
stress oxydant

Maladies entrainant
un stress oxydant

insuffisante de primordiale fait partie des secondaire
radicaux libres facteurs
déclencheurs
*Agranulomatose | « Cancers » Maladie * Diabete

septique

* Psoriasis

 Auto-immunité
 Cataracte

» Dégénérescence
maculaire

* Sclérose latérale
amyotrophique
*Photo-vieillissement
cutané
*Photosensibilisation
* Irradiation

* Intoxications : CCl4,
Cd, Fe, alcool
*Hémochromatose

d’Alzheimer
o Stérilités
masculines

» Maladies
virales : EBV,
HVB

* Rhumatismes
» Athérome

« Asthme
Insuffisance
respiratoire.

* Insuffisance rénale
* Mucoviscidose

* Sida

* Choc septique

* Infarctus du myocarde
Ischémies/
Reperfusion

« Parkinson

* Brilures

* Thalassémie

* Greffes d’organes

8- Systemes de défense antioxydants :

Les antioxydants sont définis comme toute substance qui, lorsqu'elle est présente en

concentration faible par rapport au substrat oxydable, est capable de faire ralentir ou d'inhiber

I'oxydation de ce dernier (Bensakhria,2018).

.
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8-1-Systemes de défense enzymatique :

Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la lere ligne de défense
principalement représentée par :

8-1-1-Les superoxyde dismutases (SOD) :

Ces metalloprotéines permettent d'assurer I'élimination de I'anion superoxyde O par
une réaction de dismutation en le transformant en peroxyde d'hydrogéne H2Ozet en oxygene.
3 isoenzymes ont été décrites Chez ’homme : la Cu/Zn-SOD cytosolique, la Mn-SOD, et la
Cu/zZn-SOD mitochondriale qui sont différentes par la localisation chromosomique du géne,
leur teneur en métaux, leur structure quaternaire et leur localisation cellulaire (Haleng et
al.,2007).

202°+2H, 890 | H0.:0:

8-1-2-Les glutathion peroxydases (GPxs) :

La glutathion peroxydase est une enzyme située en particulier dans les mitochondries
et parfois dans le cytosol. Son activité catalytique dépendra d'un micronutriment nommé
sélénium localisé dans son site actif (Wirth, 2015).Par ailleurs, le substrat de la réaction
catalytique de la GPx est le peroxyde d'hydrogene H202, ou un peroxyde organique ROOH.

La GPx décompose les peroxydes en eau ou en alcool tout en oxydant simultanément
le GSH (valko et al.,2006).

2GSH + H,0, ___CGPX | GSSG + 2H,0
2GSH+ROOH _CGPX | GSSG + ROH + H20

8-1-3-La catalases :
La catalase est une enzyme antioxydante présente dans les peroxysomes et dans les
tissus vivants qui fonctionnent a I'oxygene, localisée en forte concentration dans le foie et les
érythrocytes. La CAT utilise le fer comme un cofacteur et catalyse la réduction de H202 en

eau et en oxygéne moléculaire (Sung et al., 2013).

2H202 » H0+ 0O

.
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8-2- systemes de défense non enzymatiques :

8-2-1- les groupements thiols :

Un thiol est un composé contenant le groupe fonctionnel -SH (réduit) et peut étre
oxydé par la formation d'un lien disulfure (oxyde) (Sung et al., 2013).

La plupart des protéines, y compris I'albumine, contiennent des groupements "thiols",
qui ont des propriétés réductrices et peuvent facilement piéger les espéces oxygénées activées
(Haleng et al.,2007)

8-2-2- Le Coenzyme Q10 :

Le CoQ10 est un cofacteur des complexes enzymatiques mitochondriaux impliqués
dans la phosphorylation oxydative pour la production d'adénosine triphosphate (ATP). Il joue
donc un réle fondamental dans la bioénergétique cellulaire, au-dela de son réle dans la
production d'ATP, la CoQ10 sert d'antioxydant ou de piégeur de radicaux libres.

De nombreuses autres fonctions du CoQ10 ont eté decrites, telles que la signalisation

cellulaire, I'expression génétique et la stabilisation des membranes (Raizner,2019).

8-2-3- Les oligo-éléments :
Certains oligo-éléments tels que le cuivre, le zinc, le sélénium sont essentiels pour
I'activité des enzymes antioxydantes (Cu, Zn-SOD, MnSOD, SeGPx) (Pincemail et al.,2002).

8-2-4- Les vitamines :
Une vitamine est un composé organique indispensable a la fois a la régulation du
métabolisme cellulaire et au processus de libération d'énergie provenant des aliments.
On sait désormais que certaines vitamines sont des antioxydants (Tableau 03),
autrement dit des substances qui protégent les membranes cellulaires et contribuent

probablement a prévenir de nombreuses maladies (Gerard et Marie,2004).

:
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Tableau 03 : Les principaux vitamines antioxydantes

Vitamines Effets antioxydants

e Présente diverses activités biologiques, notamment
en tant que cosubstrat pour plusieurs oxygéenases et
oxydases. Il sagit également d'un important

Vitamine C antioxydant hydrosoluble capable d'interagir avec

plusieurs dérivés oxygénés tels que Oy", H202, 10y,

NO et HO (Roberfroid et al.,2008).

(L’acide ascorbique)

e La vitamine C est utilisée par I'organisme pour
régénérer la vitamine E suite a l'interaction avec les
ERO (knez et al.,2006).

e La vitamine E est le principal antioxydant

liposoluble de I'organisme. Elle agit en empéchant la

Vitamine E
(Tocophérol) phase de propagation de la peroxydation radicalaire
des acides gras polyinsaturés dans les membranes
cellulaires (Guilland,2013).
e C'est un antioxydant liposoluble qui, a l'instar de la
Vitamine A vitamine E, la vitamine A est susceptible d'arréter les
(3-caroténe) chaines de peroxydation en se combinant aux

radicaux peroxyles (Roberfroid et al.,2008).

8-2-5 les polyphénols :
Ils représentent une famille importante d'antioxydants contenus dans les végétaux. Ils
sont d'excellents piégeurs d'ERO et de tres bons chelateurs de métaux de transition tels que le

fer et le cuivre (Haleng et al.,2007).

.



Chapitre Il : Les polypheéenols



Chapitre II Les polyphénols

1- Définition :

Les polyphénols sont des composés naturels présents en grande partie dans les fruits,
Iégumes, céréales et boissons. Ces molécules sont des métabolites secondaires des plantes et
sont géeneralement impliquées dans la défense contre le rayonnement ultraviolet ou I'agression
par des agents pathogénes et peuvent également contribuer a I'amertume, l'astringence de
I'aliment. Ces molécules sont de tres bons antioxydants et peuvent neutraliser la réactivité

destructrice des especes réactives de I'oxygene/nitrogénes (Pandey et Rizvi ,2009).

2- Classification des polyphénols :

La dénomination "polyphénols” ou "composés phénoliques” regroupe un vaste
ensemble de plus de 8000 molécules, réparties en une dizaine de classes chimiques, qui ont
toutes un point commun : la présence dans leur structure d'au moins un cycle aromatique a 6
carbones, lui-méme porteur d'un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hannebelle
et al.,2004) allant de simples molécules phénoliques a des composés hautement polymérisés
(Bravo,1998).

Les polyphénols sont classés en plusieurs groupes, on y retrouve dans le tableau 04 :

&
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Tableau 04 : Classification des principaux polyphénols

1- Acides
phénoliques :

Ce sont des composés polyphénoliques non flavonoides, subdivisés en

deux groupes principaux, les dérivés de l'acide benzoique et de I'acide

cinnamique, ils dépendent de l'arrangement des atomes en C1-C6 et en

C3-C6 (Mustafa et al.,2020).

1-1-Acides hydroxybenzoiques (C1-
C6) : Ces acides sont trés courants a la
fois sous forme libre et sous forme
combinée comme esters ou hétérosides
(Thompsen et Mottola, 1984 ;
Afanas’ev et al.,1989). Cette catégorie
est largement présente dans les plantes
et les aliments, y compris les épices,
les fraises, certains fruits rouges et les

oignons (Murota et al.,2004).

B,

OH
Ry

(o)

Acide hydroxybenzoique
(Pandey et Rizvi ,2009).

1-2-acides hydroxycinnamiques (C3-
C6) : Ces composés ont une tres large
distribution. Rarement libres, ils sont
généralement estérifiées (Afanas’ev et
al.,1989) et en outre, ils peuvent étre
amidifiés ou combinés avec des sucres
(O-acylglucosides,  Oarylglucosides)
ou des polyols comme l'acide quinique
(Thompsen et Mottola,1984)

“"@_‘\_(D

OH

Acide hydroxycinnamique

(Cutrim et Cortez,2018).
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2- Flavonoides - | | ¢ flavonoides sont des polyphénols

bioactifs de faible poids moléculaire
dont le squelette a 15 atomes de
carbone comprend deux cycles
phényles et un cycle hétérocyclique.
Les flavonoides sont le groupe le plus

indispensable, largement étudié, et

peuvent étre classés en 13 sous-
classes différentes (oka,1961). Les|strycture générale de
flavonoides les plus importants sont | flavonoides (Oliver et al.,2016).
les flavonols, les flavanones, les
isoflavones, les flavones et les

anthocyanines (Percie,2009).

Les tanins sont une importante classe de polyphénols localisés dans les
3- Lestanins: | vacuoles. Ce sont des composés phénoliques complexes dont le poids
moléculaire est supérieur a 500 Da. En fonction de leur structure
chimique, ils sont divisés en deux groupes : les tanins hydrolysables et les

tanins condensés (Karamac et Pegg,2009).

&
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3-1- Les tanins hydrolysables :

Ce sont des esters d'acides phénoliques
(acide gallique ou ellagique) associés a
un polyol (généralement le glucose)
(Clifford,2000).

OH

Structure chimique d’un
gallotanin (1,2,3-tri-O-galloyl-p-

D-glucose) (Achat,2013).

3-2- Les tanins condensés :

Sont des polymeéres de flavan-3-ols
lies par des liaisons carbone-carbone
labiles a la présence d'acide. Dans les
acides minéraux forts et chauds, les
tanins condensés sont dépolymérisés
par oxydation (et non hydrolysés) en
pigments anthocyanidiques et autres
produits moins bien caractérisés. Cette
conversion en anthocyanidines est a la
base de la désignation des tannins
condensé comme proanthocyanidines
(Mehansho et al.,1987).

OH
OH
HO
0 OH
OH
OH
oH |
HO ©
OH Rz

Structure chimique d’un tanin

condensé (Achat ,2013)

3- Propriétés physico-chimiques des polyphenols :

Les polyphénols présentent un large éventail de propriétés, en fonction de leurs

structures particuliéres. Leurs principales caractéristiques peuvent étre brievement divisées en

plusieurs aspects (Bels¢ak et al.,2018).

&



Chapitre II Les polyphénols

3-1- La solubilité :

Les composés phénoliques végétaux sont généralement solubles dans les solvants
organiques polaires, sauf s'ils sont complétement estérifies, éthérifiés ou glycosylés
(Lattanzio et al.,2009).

3-2- Absorption de la lumiére UV :

Tous les composeés phénoliques présentent une absorption intense dans la région UV
(ultraviolette) du spectre, et ceux qui sont colorés absorbent également fortement dans la
région visible. Chaque classe de composés phénoliques comporte des caractéristiques
d'absorption distinctes. Par exemple, les phénols et les acides phénoliques présentent des
valeurs spectrales maximales dans la gamme 250-290 nm (Mabry et al., 1970 ; Lattanzio et
al., 2009).

3-3- Propriétés phytosanitaires :

Les composés phénoliques peuvent étre impliqués dans certains aspects de la
physiologie végétale (lignification, régulation de la croissance de la plante , interactions
moléculaires avec certains micro-organismes symbiotiques ou parasites..), dans les
interactions des plantes avec leur environnement biologique et physique (relations avec les
bactéries, les champignons, les insectes, la résistance aux UV) ; soit directement dans la
nature, soit lors de la conservation post-récolte de certaines plantes (Macheix et al.,2005).

3-4- Pigments et odorants végétaux :

Les composés phénoliques sont les principaux pigments jaunes, rouges, bleus et violets, ainsi
que divers composés impliqués dans la saveur des aliments. Ce sont des substances odorantes
extrémement puissantes, les principales saveurs associées aux polyphénols sont I'amertume et

I'astringence (Cheynier,2005).
4- Activités biologiques des polyphénols :

4-1- Activité antioxydante des polyphénols :
Les nutriments antioxydants les plus connus sont issus des substances phytochimiques
(produits chimiques d'origine végétale), qui comprennent les polyphénols (Obrenovich et

al.,2010). Leurs propriétés antioxydantes sont bénéfiques pour la santé, en particulier les

.
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anthocyanines qui ont des roles variés, notamment contre le vieillissement cellulaire (Vandi
et al., 2016).

L’action antioxydante des polyphénols peut inclure le piégeage direct des radicaux
libres, la chélation des ions métalliques traces impliqués dans la formation de radicaux libres,
I'inhibition des enzymes impliquées dans la production de radicaux libres, et la régénération
des antioxydants liés a la membrane tels que 1'a-tocophérol (Nijveldt et al., 2001 ; Rice-
Evans et al., 1996 ; Liu and Guo, 2005). Les polyphénols, permettant ainsi d’inhiber la
peroxydation des lipides et I'oxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL) (Obrenovich
et al.,2010).

4-2- Activité anti-hémolytique des polyphénols :

L'hémolyse est un indicateur des dommages causés par les radicaux libres a la
membrane des globules rouges (GR), qui peuvent étre neutralisés par des antioxydants dont
les polyphénols (chansiw et al.,2018). En effet, I'action des polyphénols ne se limite pas a
I'inhibition des radicaux libres, mais il semble également avoir des effets anti-hémolytiques
dus a l'action stabilisante de la membrane des globules rouges contre la lyse osmotique.
(Ramchoun et al.,2015 ; Chaudhuri et al.,2007).

L'action protectrice des composés phénoliques vis-a-vis des membranes biologiques
dépend du degré de leur incorporation dans la couche lipidique externe de la membrane
érythrocytaire et modifie la disposition de la partie hydrophile sans altérer la fluidité de la
partie hydrophobe. Le site de ces composés dans la partie hydrophile de la membrane semble
constituer un bouclier protecteur cellulaire contre les substances toxiques, en particulier les

formes réactives de I'oxygene (Bonarska et al.,2014).

4-3- Activité anticancéreuse des polyphénols :

Les polyphénols végétaux constituent I'une des classes les plus importantes et les plus
utilisées de produits thérapeutiques d'origine végétale pour la prévention du cancer et la
chimiothérapie. Les polyphénols induisent une réduction du nombre de tumeurs ou de leur
croissance, ce qui entraine un effet protecteur (Galleano et al., 2010 ; Martins et al., 2011) a
divers endroits, notamment la bouche, I'estomac, le duodénum, le cblon, le foie, le poumon, la
glande mammaire ou la peau. De nombreux polyphénols tels que la quercétine, les catéchines,

les isoflavones, les lignanes, les flavanones, I'acide ellagique, les polyphénols du vin rouge, le

.
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resvératrol et la curcumine ont été testés et tous ont montre des effets protecteurs (Scalbert,
2005).

4-4- Activité neuroprotectrice :

Le stress oxydatif et les dommages causés aux macromolécules du cerveau constituent
un processus important dans les maladies neurodégénératives, dont la maladie d'Alzheimer.
Les polyphénols étant hautement antioxydants, leur consommation pourrait offrir une
protection contre les maladies neurologiques (Pandey et Rizvi,2009).

Le potentiel des polyphénols pour améliorer la santé neurologique semble étre lié a un
certain nombre de mécanismes, notamment leur capacité a interagir avec la signalisation
neuronale et gliale intracellulaire, a influencer le flux sanguin périphérique et
cerébrovasculaire, et a réduire les dommages et la perte neuronale induits par les neurotoxines

et la neuroinflammation (Del rio et al.,2013).

Antioxidant
activity

Antimicrobial
activity

Anti-atherosclerosis
activity

Anti-diabetic

L Anti-mutagenic
activity

activity
Anti-inflqmmatory Neuroprotective
activity activity
Anti-tumor
activity

Figure 04 : Les différentes activités des polyphénols (Yang et al.,2018)
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1- Noms vernaculaires :

Linnaeus est le premier scientifique a avoir décrit le genre Corchorus en 1753. Les
Grecs anciens avaient I'habitude d'appeler une plante potagére « Korkhoros », duquel le nom
commun Corchorus (Belay ,2011). Corchorus olitorius Linn est notamment connu sous ses
noms vernaculaires francais : " coréte potagere " (Kiebre et al., 2016). Elle a également
d'autres noms, tels que : bush okra, nalta jute, jute mallow, jew’smallow, ewedu, Melokhia,
Monoheiya, coreté, caruru de bahia, mlenda, krinkrin, craincrain, jute potagére (figure05)

(Loumerem et Alercia, 2016).

Figure 05 : Corchorus olitorius (Mahbubul, 2013).

2- Origine et Distribution géographique :

Corchorus olitorius Linn, appartient a la famille des Tiliaceae (tableau 05) (Velempini
et al., 2003). Son origine géographique a souvent été controversée, car elle est cultivée depuis
des siécles tant en Asie qu'en Afrique, et présente a I'état sauvage sur les deux continents.
Certains auteurs considerent I'Inde ou la région indo-birmane comme le centre d'origine de
Corchorus olitorius Linn et de plusieurs autres espéces de Corchorus (Bonnet., 2015).

Corchorus olitorius est une espéce qui comprend environ 50 a 60 especes réparties
dans les régions tropicales, subtropicales et tempérées chaudes du monde. Corchorus olitorius
est un légume & feuilles vertes important dans de nombreuses régions, dont I'Egypte, I'Asie du

Sud, le Japon, I'Inde, la Chine, le Liban, Palestine, Syrie, Jordanie, Tunisie et Nigeria. C’est
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aussi I’un des principaux légume-feuille au Nigeria, au Cameroun, au Soudan, au Kenya, en

Ouganda et au Zimbabwe. Il est également cultivé comme légume-feuille dans les Caraibes,

au Brésil, en Inde, au Bangladesh, Chine et au Moyen-Orient (Loumerem et Alercia, 2016).

3- Systématique :

La plante de Corchorus olitorius est soumise a la classification représentée dans le

tableau ci-dessous (tableau 05) :

Tableau 05 : Taxonomie de Corchorus olitorius. D’aprés (Kiebre et al.,2016).

Régne Plantea
Sous-regne Trcheobionta
Super division Spermatophyte
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dilleniidae

Ordre Malvales

Famille Tiliaceae

Genre Corchorus

Espéce Corchorus olitorius

4- Description botanique :

e Corchorus olitorius est une grande herbe, généralement annuelle, qui affectionne les

sols légers (sablonneux), moyens (limoneux) et lourds (argileux), et peut atteindre une

hauteur de 2 a 4 m et une largeur de 0,6m (Loumerem et Alercia, 2016 ; Fondio et

al.,2004).

e Ses feuilles sont de 6-10cm de hauteur et de 3.5-6 cm de largeur (Mahmoud et al.,

2016) de couleur verte (figure 06), et de forme simples, ovales, elliptiques, lancéolées

ou effilées, le bord est dentelé ou crénelé, souvent avec une paire de soies basales,

géneralement arrondies ou oblongues, rarement tronquées, avec une pointe piquante,

une base aigue et une texture legérement épineuse (Oswaru et al., 2012).

.
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e Les fleurs sont petites (2-3 cm de diametre) de couleur jaune, hermaphrodites, avec de
nombreuses étamines et un seul pistil poilu. Le sépale est au nombre de 4 - 5, acuminé
libre, souvent tordu, cuculiforme. Les pétales sont de 4 a 5, ovales ou oblongs, libres,
les fleurs sont pollinisées par les insectes.

e Le fruit de la plante contient de nombreuses graines a l'intérieur sous forme d'une
capsule. Le fruit est cylindrique, droit ou Iégérement incurve, fortement strié et peut
atteindre une longueur de 3 & 7 cm et une circonférence de 2 a 4 cm. De couleur verte
a I'état frais et brun foncé a maturité.

e Les graines sont brunes a brun noiratre ; leur diametre peut atteindre 5 mm et sont
généeralement de forme irréguliére. (Loumerem et Alercia, 2016 ; Edmonds, 1990).

e La plante a une tige verte glabre avec une légere teinte rouge-brunatre, elle peut étre

ramifiée ou non ramifiée (Fondio et Grubben, 2011).

Figure 06 : Feuilles de la corete potagere Corchorus olitorius Linn (Oswaru et al., 2012).

5- Aspect phytochimique :
5-1- Teneur en nutriments, vitamines et micronutriments :
Selon Loumerem et Alercia (2016), les feuilles de Corchorus olitorius Linn sont tres

riches en plusieurs composants (tableau 06).
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Tableau 06 : composition de la coréte potagere pour 100g de partie comestible (Loumerem
et Alercia, 2016 ; Mahmoud et al., 2016).

Nutriments Valeurs nutritionnelles/100g
H20 85-87¢
Protéines 5640
Carbohydrates 50

Lipides 0.79

Fibre 159
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
Acide linolénique « oméga 3 » (C18 :3) 49,50 £ 2,53
Acide stéarique (C18 :0) 2,68 £ 0,00
Acide palmitique (C16 :0) 23,36 = 0,60

6- Usage de la plante :

6-1- Usage nutritionnel :

Corchorus olitorius est utilisé comme un légume-feuille mucilagineux. Dans plusieurs
pays africains, il est consommé sous forme de soupe visqueuse, ou bien ajouté au ragodt pour
sa grande richesse en fibres, vitamines et minéraux. (Loumerem et Alercia., 2016).

6-2- Usage thérapeutique :

En médecine traditionnelle, I'infusion des feuilles de Corchorus olitorius est utilisée
pour traiter la constipation, les raclures des racines servent de reméde aux maux de dents
tandis que les feuilles de Corchorus sont utilisées comme emplatre pour réduire les
gonflements (Edmonds, 1990). Les fruits et les graines de la méme espece sont utilisés pour

traiter les coliques et la pneumonie (Ayensu, 1978).
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En outre, cette plante est egalement utilisée pour la guérison de la cicatrisation des
plaies, ainsi que pour son activité antidiabétique et sa capacité a réduire le taux de cholesterol
(Shrmila et al., 2007), pour traiter la gonorrhee, la cystite chronique, la douleur, la fiévre,
I'asthme et les tumeurs. Certaines études ont prouvé que C. olitorius a des propriétés
d'activitées antinociceptives, anti-inflammatoires, antipyrétiques, hypoglycémiques et

antihypertensives (Taiwo et al.,2016).

=
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I-Matériel :
I-1-Préparation du matériel végétal :

La plante étudiée Corchorus olitorius est acheté chez I’herboriste sous forme de
poudre et choisie essentiellement sur la base de son intérét (figure 07).

Cette poudre végétale va étre soumise a une étape de dégraissage.

Figure 07 : Corchorus olitorius Linn en poudre.

I1-Méthodes d’analyses :

11-1-Extraction des polyphénols totaux :

Apreés un dégraissage de 6 heures, la poudre végétale ainsi récupérée va étre soumise a
une macération hydro alcoolique. L’extraction des composés phénoliques consiste a macérer a
froid 1’échantillon (la poudre dégraissée) a analyser dans une solution de méthanol aqueuse
pendant 24h. Apres filtration, la solution est évaporée a sec par un évaporateur rotatif sous
pression réduite a 40°C (Yu et Dahlgren, 2005).

e Mode opératoire :

5¢g de la poudre dégraissée est soumise a une macération dans un mélange méthanol /

eau (70/30 : v/v) pendant 24 heures. Cela permet une meilleure extraction des composés

25
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phénoliques. Aprés filtration, la solution est évaporée a sec par un évaporateur rotatif sous

pression réduite 40°C (figure 08).

/

1. Dégraissage des lipides. 2. Macération

4. Evaporation

Figure 08 : Les étapes d’extraction de polyphénols.

e Détermination du rendement :
Le rendement désigne la masse de 1’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il
est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a 1I’extraction.

La formule de calcul du rendement d'extraction est la suivante :

M ballon aprés évaporation—M ballon vide M échantillon +100
M échantillon

Rdt %=

Avec :
e M extrait (M ballon aprés évaporation-M ballon vide) = masse de 1’extrait en gramme.

e M échantillon = masse de 1’échantillon en gramme (Boubekri, 2014).
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I1-2-Dosage des polyphénols totaux :

e Principe :

La teneur en polyphénols totaux des extraits des plantes est déterminée par la méthode
de Singleton et Ross (1965) utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu.

Le Folin-Ciocalteu est un acide jaune constitué d’un mélange d'acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMO12040). Le principe de cette méthode est
reposé sur 1’oxydation des composés phénoliques par le réactif (Vermerris et Nicholson,
2006).

Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif Folin-Ciocalteu en un
complexe bleu composé d'oxyde de tungsténe et de molybdene. L'intensité de la couleur est
directement proportionnelle a la teneur en composés phénoliques oxydés (Boizot et
Charpentier, 2006).

e Mode opératoire :

200 ul de I’extrait est ajouté a 1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois, puis on
ajoute 800 pl d’une solution de carbonate du sodium (NaxCOs) a 7,5% aprés 30 minutes
d'incubation, et a 1’obscurité, I'absorbance a été mesurée a 765 nm. Les concentrations des
polyphénols sont réalisées a partir des gammes d’étalonnage établies avec ’acide gallique et
sont exprimées en milligramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait sec

séche (mg EAG/mg ES).

[1-3- Evaluation de P’activité antioxydante de D’extrait phénolique de Corchorus
olitorius :

Ces méthodes impliquent le mélange d’espéces oxydantes, tels que des radicaux libres
ou des complexes métalliques oxydés, avec un échantillon qui contient des antioxydants
capables d’inhiber la génération des radicaux (Prior et al.,2005).

Dans notre étude, la mise en évidence de ’activité antioxydante in vitro de 1’extrait
phenolique de corchorus olitorius a été réalisée par deux techniques chimiques a savoir : le
pouvoir réducteur du fer (FRAP : Ferric Reducing Antioxidant Power) et la capacité
antioxydante totale (CAT).

.
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11-3-1-Pouvoir réducteur du fer (FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power) :

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associ¢ a son antioxydant. L’activité réductrice
du fer de notre extrait est déterminée selon la méthode décrite par (Pan et al., 2008), basée
sur la réaction chimique de réduction du Fe** présent dans le complexe KsFe (CN)s en Fe?*,
cette capacité réductrice peut servir comme un indicateur significatif de [D’activité
antioxydante potentielle d’un composé.

Dans cette technique, la couleur jaune de la solution change au vert et bleu selon le pouvoir
réducteur de 1’échantillon testé. Et une absorbance élevée a 700 nm indique un pouvoir
réducteur élevé (Zovko et al.,2010).

e Mode opératoire :

0,5 ml d’extrait 1.25 ml tampon 1,25ml Ferricyanure
phénolique a + phosphate + de potassium
différentes K3Fe(CN)6 (1%
concentrations (0.2M, pH=6.6) (CN)s (1)
[ Incubation 20 min & 50 ° C dans un bain marie ]

l

Laisser refroidir + 2,5 ml d’acide trichloracétique (TCA a 10%) Pour
stopper la réaction

l

1,25ml d’eau distillé 0,25 ml de chlorure

1,25 ml du mélange _
+ + ferrique (FeCL3) a

0.1%

{ Lecteur d’absorbance & 700 nm contre un blanc ou 1’extrait est J

remplacé par 1’eau distillée

Figure 09 : Protocole d’évaluation du pouvoir réducteur de 1’extrait phénolique de Corchorus
olitorius (Pan et al, 2008).

N
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11-3-2- Capacité antioxydante totale (CAT) :

Cette technique est basée sur la réduction de molybdene Mo (V1) présent sous la forme
d’ions molybdate MoO 42 a molybdéne Mo (V) MoO:" en présence de I’extrait pour former un
complexe vert de phosphate Mo (V) a pH acide. Elle est réalisée selon la méthode de Prieto
et al. (1999).

e Mode opératoire :

Un volume de 0,3 ml de chaque extrait est mélangé avec 3 ml de solution du réactif
(0,6 M acide sulfurique, 28 mM phosphate de sodium et 4 mM molybdate d’ammonium). Les
tubes sont vissés et incubés au bain marie a 95 °C pendant 90 min. Apres refroidissement,
I’absorbance des solutions est mesurée a 695 nm contre le blanc qui contient 3 ml de la
solution du réactif et 0,3 ml du méthanol et il est incubé dans les mémes conditions que
I’échantillon. La capacité antioxydante totale est exprimée en milligrammes équivalents

d’acide ascorbique par gramme de 1a matiere seche (mg EAA/g MS).

0.3 ml d’extrait phénolique a 3 ml de solution du réactif
différentes concentrations +

[ Incubation 90 min a 95 ° C dans un bain marie }

Lecteur d’absorbance a 695 nm contre un blanc ou 1’extrait est
remplacé par le méthanol

Figure 10 : Protocole d’évaluation de la capacité antioxydante totale de 1’extrait phénolique

de Corchorus olitorius.

.
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I1-4-Test de Cytotoxicité :

e Leprincipe :

Le principe de ce test est de mettre en contact des hématies avec I'extrait a différentes
concentrations (50-2000ug/ml) dans une solution isotonique et de suivre le taux
d’hémoglobine libérée par les cellules hémolyses, dans le but d'évaluer la cytotoxicité de

I'extrait, vis-a-vis des GRh.

e Mode opératoire :
Le protocole suivi est celui de Bulmus et ses collaborateurs (2003).

1,6ml de I'extrait I 0,4ml de GRh a (10%).

méthanolique.

[ Incubation 30 mina 37 ° C }

Centrifugation 10 min a 3000rpm

Lecteur de I’absorbance a 560 nm.

Figure 11 : Protocol d’évaluation du test de cytotoxicité sur I’extrait phénolique de

Corchorus olitorius.

)
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e Expression des résultats :
Le pourcentage d’hémolyse a été calculé a partir de la formule suivante :
% d’hémolyse = (At/Ac) x 100

Ou : Ac = Absorbance du contrdle ; At = Absorbance du test

I11- Etude statistique :

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + ecartype. La comparaison des
moyennes entre les témoins et expérimentaux est réalisée deux a deux par le test de student
« t». Les valeurs sont considérées significative lorsque P<0.05 (*), trés significatives lorsque

P<0.01 (**), hautement significatives lorsque P<0.001 (***), et non significative si : P>0.05.

&
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I- Rendement d’extrait phénolique brut de Corchorus olitorius :

L’extraction des composés phénoliques des feuilles de Corchorus olitorius, nous a
permis de déterminer le rendement de leur extrait phénolique par rapport a la matiére végétale

seche, qui est exprimé en pourcentage et représenté dans le tableau ci-dessous :

Tableau 07 : Rendement d’extrait phénolique des feuilles de Corchorus olitorius.

La plante Rendement en %

Corchorus olitorius (feuilles) 17 %

Ces résultats nous constatons clairement que la poudre de Corchorus olitorius a un

rendement important en polyphénols de I’ordre de 17 %.
I1- Dosage des polyphénols totaux :

Les analyses quantitatives des phénols totaux au moyen de dosage sont déterminées a
partir des équations de la régression linéaire de courbe d’étalonnage exprimées en mg

équivalent d’acide gallique (Figure 14 Annexe).

Le tableau 8 résume le résultat obtenu de teneur en phénols totaux de I’extrait phénolique de

Corchorus olitorius.

Tableau 08 : La teneur en polyphénols de 1’extrait phénolique de Corchorus olitorius.

La plante Phénols totaux (mg EAG/mg ES)

Corchorus olitorius (feuilles) 0.0360 mg EAG/mg ES

.
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I11- Evaluation de I’activité antioxydante d’extrait phénolique de la plante étudiée :
I11-1- Pouvoir réducteur du fer (FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power) :

L'activité antioxydante de I'extrait phénolique de Corchorus olitorius par la méthode
de réduction du fer a été évaluée spectrophotométriquement a 700 nm afin de déterminer la

concentration la plus active de I'extrait.

Par des dilutions en cascade de notre extrait, ainsi que de l'acide ascorbique, et de
I'acide gallique comme substances de référence, nous obtenons une gamme de concentration
allant de 0.125 — 1 mg/ml, pour chaque concentration, nous mesurons les densités optiques a
700 nm.

Les valeurs des DO sont ensuite utilisées pour tracer des courbes en fonction des
concentrations d'extrait phénolique, d'acide gallique et d'acide ascorbique. Les résultats
obtenus, représentés dans la figure 13, nous ont permis de constater que la réduction du fer est

proportionnelle a I’augmentation de la concentration des échantillons.

2,5 -
= |
s 2
S
S
~
vm L5 -
@
2 ——AA
% 1 —|-AG
5]
z poly CO
- 0,5 -

0 T T T T T 1
0 0,125 0,25 0,5 1
Concentration en mg/ml

Figure 12 : Pouvoir réducteur du fer de 1’extrait phénolique de Corchorus olitorius.

e AA : acide ascorbique.
e AG : acide gallique.

e Poly CO : extrait phénolique de Corchorus olitorius.
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Les résultats du pouvoir réducteur du fer selon le graphe ci-dessus montrent qu’a une
concentration de 1mg/ml I'activité de I'extrait phénolique de Corchorus olitorius de référence
(DO=0.70) est nettement inférieure & celle de l'acide ascorbique et de I'acide gallique qui
présentent un pouvoir réducteur de référence (DO=1,256 et DO=2.069 respectivement) a la
méme concentration utilisée. En effet, a la concentration de 1 mg/ml, notre extrait phénolique
présente un pouvoir réducteur presque totale. Ceci montre que la plante est riche en

composants phénoliques qui ont un pouvoir antioxydant.

I11-2- Capacité antioxydante totale CAT :

La capacité antioxydante totale de 1’extrait phénolique de Corchorus olitorius est
estimée a partir d'une courbe d'étalonnage, établie en utilisant une substance de référence,
I'acide ascorbique, a différentes concentrations (Figure 15 Annex). Les résultats obtenus sont

exprimés en mg équivalent d’acide ascorbique par g de I’extrait sec (mg EAA/g ES).

Tableau 09 : Capacité antioxydante totale de 1’extrait phénolique de Corchorus olitorius.

Capacité antioxydante totale (mg EAA/g ES)

Extrait phénolique de Corchorus olitorius 0,497 + 0,231

D’aprés les résultats présentés dans le tableau 09, on a pu déterminer que I’extrait
phénolique de la plante étudiée a présenté une activité antioxydante totale d’une valeur de
0,497+0,231mg EAA/g ES a une concentration de 1mg/ml. Cette capacité antioxydante peut
étre due principalement a la richesse de notre extrait en polyphénols, mais aussi aux structures

chimiques des molécules bioactives.

V- Test de cytotoxicité :

Le test de cytotoxicité in vitro est réalisé en utilisant des globules rouges humains.
Différentes concentrations de phénolique de Corchorus olitorius (250-2000ug/ml) sont

testées par comparaison a I’acide gallique.

Le pourcentage de I’hémolyse est évalué pour chaque concentration (250-2000pg/ml),
en mesurant 1’absorbance de 1’hémoglobine libérée des globules rouges par hémolyse. Les

résultats obtenus sont illustres sur la figure 13.

.
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Figure 13 : Pourcentage de I’hémolyse en fonction des concentrations de 1’acide gallique et

I’extrait phénolique de Corchorus olitorius.

Les colonnes graphiques au-dessus montrent une différence hautement significative
dans le taux d'hémolyse pour les différentes concentrations par rapport a la molécule de

référence, I'acide gallique.

Nos résultats montrent qu’a la concentration de 250 pg/ml, 500 pg/ml I’extrait
phénolique de Corchorus olitorius exerce un effet hémolytique de GR en moyenne de (1.46%,
1.57%), supérieur en comparaison a 1’acide gallique (0.912%,1.316%) respectivement. Cet
effet hémolytique de notre extrait augmente a une valeur égale a 1.67% pour une
concentration de 1000 pg/ml, et atteint un taux maximum de 3.4 % a la concentration de

2000pg/ml.

De plus, les résultats montrent que le test de cytotoxicité sur des globules rouges
humains indique que I'extrait phénolique des feuilles de Corchorus olitorius n'exerce aucun
effet cytotoxique par rapport a I'acide gallique a des concentrations comprises entre 250 pg/ml
et 2000 pg/ml.
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Les plantes médicinales suscitent actuellement un grand intérét en raison de leur
énorme réserve en composés potentiels et en molécules bioactives, qui se caractérisent par
une grande diversité structurale et chimique ainsi qu'une large gamme d'activités biologiques,
cela demeure I'objet de plusieurs recherches scientifiques in vitro et in vivo (Mohammedi,
2020). Du fait de leurs propriétés biologiques tres importantes et étendues, la phytothérapie

par les plantes riches en polyphénols a connu un grand renouveau (Ngene et al., 2015).

La principale raison pour laquelle les scientifiques et les consommateurs s'intéressent
aux polyphénols est la reconnaissance de leurs propriétés antioxydantes, leur abondance dans
notre alimentation et leur réle probable dans la prévention de diverses maladies liées au stress
oxydatif comme le cancer, les maladies cardiovasculaires et les maladies neurodégénératives
(Scalbert et al., 2005).

Dans ce contexte, nous avons réalisé notre travail qui est consacré a 1’extraction et a la
quantification des polyphénols d’une part et d’autre part, a I’évaluation de I’activité

antioxydante et de la cytotoxicité de I’extrait phénolique des feuilles de Corchorus olitorius.

Cette espece de la famille de Tiliaceae est une plante médicinale de la pharmacopée
traditionnelle de 1’ Algérie. Elle est utilisée dans la cuisine algérienne et comme traitement de
diverses maladies telles que les tumeurs, les troubles digestifs, les maux de téte et les troubles
cardiaques (khan, 2008).

Afin de caractériser 1’extrait préparé a partir des feuilles de Corchorus olitorius, un
dosage des polyphénols totaux a été effectué. Les résultats obtenus indiquent que 1’extrait
phénolique de Corchorus olitorius représente un rendement de I’ordre de 17%, et une teneur
en phénols totaux par rapport de matiére végétale séche est de 0.0360 mg EAG/mg extrait qui
a été déterminé selon la méthode de Folin-ciocalteu. Ce qui est inférieur a celui de Meite et
al., (2017), qui ont trouve une teneur en polyphénols totaux compris entre 866+15,3 mg EAG

/g MS pour une concentration de 0,1 g /ml de Corchorus olitorius.

En outre, les travaux d'Eseyin et al., (2014) révelent que Corchorus olitorius contient
la plus grande teneur en polyphénols totaux par rapport aux autres plantes étudiées, comprise
entre 0,100+6,84x10° mg/ml. Et selon Oboh et al. (2009), I'extrait hydrophile de Corchorus
olitorius présente une teneur de 630,8 mg /100 g en phénols totaux.

-
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En effet, il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la bibliographie, car le
rendement n’est que relatif, et s’avére d’étre influencé par de nombreux parametres tels que la
répartition géographique, la période de récolte, le stade physiologique de la plante, les
conditions et la durée de conservation, la taille et la nature chimique des particules, et dépend
probablement de la technique extractive employée et la nature du solvant utilisé (Falleh et al.,
2008).

La présence d'un pourcentage éleve en polyphénols dans notre plante étudiée lui
conféere des propriétés antioxydantes, en particulier des propriétés redox telles que la
destruction oxydative en neutralisant les radicaux libres, en piégeant I'oxygene ou en
décomposant les peroxydes, (Nijveldt et al.,2001) ainsi que l'inhibition des enzymes
génératrices d’ERO et l'induction de la biosynthése des enzymes antioxydantes (Halliwell,

1994 ; atmani et al, 2009 ; Bozorgi et al.,2013).

A travers notre recherche bibliographique, trés peu de travaux ont été réalisés sur
I'étude des propriétés antioxydantes de notre plante. Pour cela, on a évalué l'activité
antioxydante de I'extrait phénolique de Corchorus olitorius par la méthode de réduction du fer
(FRAP) et la capacité antioxydante totale (CAT).

Concernant le test de la réduction du fer, la présence des réducteurs dans les extraits
des plantes provoque la réduction de Fe®*/ complexe ferricyanure & la forme ferreux. Par
conséquent, Fe?"peut étre évalué en mesurant et en surveillant 1’augmentation de la densité de

la couleur bleu dans le milieu réactionnel a 700 nm (Chung et al., 2002).

Au vu des résultats obtenus, notre extrait phénolique de Corchorus olitorius a une
capacité réductrice du fer avec une absorbance de 0.709 comparé a I’acide ascorbique et
I’acide gallique avec une absorbance de 1.256 et 2.069 respectivement. La réduction du fer

augmente avec la concentration de I’extrait phénolique de notre plante étudiée.

D’autres études de Katerere et al., (2012) montrent que le pouvoir de réduction du fer

de I’extrait phénolique arrive jusqu’a une absorbance de 5.04.

Suivant la méthode de réduction du fer, I’absorbance augmente avec la concentration
croissante de I’extrait de la plante. Ce qui signifie la réduction constante de Fe*'en Fe?"

indiquant le potentiel de réduction de la plante (Barku et al.,2013).

.
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Par ailleurs, d’autres études ont révélé que les groupements hydroxyles des composés
phénoliques et des flavonoides sont responsables de leur pouvoir antioxydant du fait qu'ils

peuvent servir de donneurs d'électrons (Heim et al., 2002).

Certaines études ont également montré que le pouvoir réducteur d'un composé permet
d'indiquer de maniere significative son activité antioxydante potentielle (Jeong et al., 2004 ;

Kumaran et Karunakaran, 2007).

Concernant la capacité antioxydante totale, les résultats obtenus indiquent que I’extrait
phénolique de Corchorus olitorius a présenté une activité antioxydante totale importante

d’une valeur de 0,497+0,231mg EAA/g ES a une concentration de 1mg/ml.

Selon Rice-Evans et al., (1997), I'augmentation de I'efficacité antioxydante dépend de
la structure, de la qualité et de la concentration des composes phénoliques, ainsi que de leurs

quantités dans les tissus végétaux.

Enfin, nos résultats et ceux des autres travaux montrent que Corchorus olitorius est
une plante médicinale qui posséde des propriétés antioxydantes remarquable et efficace grace
a ses composés phénoliques et qui en tirent des effets bénéfiques pour la santé.

Les globules rouges ont été largement utilisés pour I'étude de la cytotoxicité des
extraits de plantes in vitro (Novaes et al., 2007), car ils sont faciles a isoler du sang et leurs
membranes présentent des similitudes avec celles des autres cellules (Robertis et Robertis,
1995).

Cependant et quant a I'étude de la cytotoxicité de Corchorus olitorius, nos résultats
indiquent que le test des globules rouges par I'acide gallique provoque une augmentation tres
significative du taux d'hémolyse, en fonction des concentrations. En effet, cette molécule de
référence présente un effet hémolytique trés considérable a partir de la concentration
500ug/ml avec un pourcentage d'hémolyse de 0,912%, pour la concentration de 2000ug /ml
I'hnémolyse augmente au maximum a 81,068%, par contre I'extrait phénolique de Corchorus
olitorius (3,4%),ne provogue aucun effet toxique et Selon la nouvelle méthode de Lorke telle
que celle utilisée par CHINEDU et al,(2013) ont testé la toxicité aigué de Corchorus olitorius
sur douze rats furent divisés et répartis en 4 étapes. Les résultats démontrent qu'aucun
comportement toxique et aucune mortalité n'ont été observés apres toutes les étapes de

I'administration d'une dose unique d'extrait des feuilles de C. olitorius pendant la période

.
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d'étude de toxicité aigué ayant duré de 1 a 7 jours, méme a une dose de 5000 mg / kg de poids
corporel. Une répétition de cette dose la plus élevée sur deux animaux au stade de
confirmation du test n'a toujours pas produit de mortalité. Bien que les animaux soient
demeurés calmes immédiatement aprés l'administration, ils ont retrouvé leur agilité et leur

activité physique au bout de 2 heures.

En vue de maintenir notre santé et notre bien-étre, il est recommandé de consommer la
corete potageére en salade sous forme de feuilles vertes ou comme épice ajoutée aux plats,
pour son importante richesse en polyphénols, ainsi que leurs bienfaits qui peuvent étre altérés

par le chauffage.

|
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Les plantes medicinales restent toujours la source fiable de principes actifs connus
pour leurs propriétés thérapeutiques, grace a une gamme extraordinaire de molécules
bioactives que ces plantes synthétisent comme des agents médicinaux tels que les
antioxydants et les anti-hémolytiques, en particulier les polyphénols qui sont les composés les

plus intéressants et les plus étudiés de nos jours.

L'objectif de notre étude a intégré le méme contexte dont le but est d'évaluer l'activité
antioxydante et la cytotoxicité de I'extrait phénolique des feuilles de Corchorus olitorius. La
sélection de notre plante a eté effectuée essentiellement sur la base de son intérét alimentaire

et thérapeutique.

Pour ce faire et dans un premier temps, un dosage des polyphénols totaux par la
méthode colorimétrique avec le réactif de Folin-Ciocalteu a été réalisé. 1l a été constaté que

I'extrait contient une teneur de 0.0360 mg EAG/mg extrait en ces métabolites bioactifs.

Dans un second volet de notre étude, L’évaluation de I’activité antioxydante de
I'extrait phénolique de Corchorus olitorius a été réalisée par deux tests : la réduction du fer
FRAP et la capacité antioxydante totale (CAT) afin de mieux connaitre les vertus de cette
plante dans le domaine thérapeutique. Il a été ressorti que cette plante présente un pouvoir

antioxydant intéressant.

Enfin, au cours de cette étude, nous avons testé la cytotoxicité de notre extrait sur la
base d'un modéle cellulaire érythrocytaire. Nous avons noté la sensibilité des érythrocytes a
différentes concentrations de I'extrait, cette étude a montré que I'extrait de notre plante ne

provoque qu'une faible hémolyse avec des pourcentages allant de 1,45% a 3,4%.

Suite a ces résultats, il est clair que notre travail valide I'utilisation traditionnelle de
cette espece mais des études plus approfondies sont nécessaires pour exploiter le grand

potentiel de ses propriétés biologiques.

Il serait intéressant, pour une meilleure exploitation de cette plante, de développer les

perspectives suivantes :

e Evaluer I’effet nutritionnel de Corchorus olitorius.

e Evaluer lactivité antioxydante par d’autres méthodes in vitro : Blanchiment du -

caroténe, DPPH

.
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Identifier et isoler des composés de cette plante par des techniques analytiques
avancées (HPLC), et leur application in vivo pour une identification plus précise et
une détermination de leur toxicité.

Etudier d’autres activités biologiques telles que D’activité anti-inflammatoire,

antifongique, anticancéreuse...

&
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Annexel : Résultats du dosage des polyphénols totaux.
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Figure 14 : courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

Annexe 2 : Résultats du dosage de 1’activité antioxydante totale (CAT).
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Figure 15 : Courbe d’étalonnage pour le dosage de 1’activité antioxydante totale (CAT)




