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Introduction



La prolifération de bactéries résistantes est devenue une préoccupation majeure dans le

domaine de la santé. En devenant insensibles à tout traitement, ces bactéries limitent la

gamme d’antibiotiques disponibles en thérapeutique médicale. La situation est d’autant plus

alarmante que les infections causées par les bactéries résistantes entraînent souvent une

prolongation de l’état pathologique et une augmentation du taux de mortalité. L’acquisition

de ces multiples résistances a engendré une perte d’efficacité de l’antibiothérapie pour

conduire à une impasse thérapeutique. En effet, les extraits de plantes commencent à avoir

beaucoup d’intérêt comme source potentiel de molécules naturelles bioactives. Parmi ces

substances à prendre en compte, les composes phénoliques occupent une place de choix. En

effet, ces dernières de par leur activité antioxydante et antimicrobienne puissante, suscitent

de plus en plus l'intérêt des chercheurs.

Récemment l’activité périodique de ces composés a été largement décrite. Ces

molécules sont réputées d’avoir aussi des propriétés antivirales, anti-inflammatoires et

anticancéreuses, ils font l’objet d’étude pour leur éventuelle utilisation comme une solution

alternative pour le traitement des maladies infectieuses et pour la conservation des aliments.

Le Curcuma (Curcuma longa L.) fait partie de plantes riches en polyphénols (Soni

Himesh et al., 2011). Ce dernier, est une plante vivace appartenant à la famille des

Zingiberaceae ( Kodjio et al., 2016). Le rhizome réduit en poudre est utilisé en tant qu’épice

alimentaire pour renforcer la saveur des aliments et les conserver. Il a été bien établi que le

Curcuma possède une large gamme d’activités biologiques y compris l’inhibition de la

croissance microbienne, la réduction de la peroxydation des lipides (Araújo et al ., 2001).

Ainsi, il inhibe certain nombre de différentes molécules qui jouent un rôle important dans

l'inflammation (Akram et al ., 2010).

Depuis ces dix dernières années, le nombre d’études sur le curcuma et surtout sur son

constituant majeur, la curcumine, n’a cessé d’augmenter afin de comprendre ses

mécanismes d’actions et dans l’espoir de traiter de nombreuses maladies. Dans cette optique,

l’objectif de cette étude s’intéresse à extraire les composés phénoliques de curcuma en

utilisant la méthode de macération (avec différents solvants) afin d’évaluer in vitro son

activité antibactérienne vis-à-vis des bactéries pathogènes.
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I. Présentation de Curcuma longa L.

I.1. Historique

Le terme « Curcuma » vient de l'espagnol qui l'a lui-même emprunté à l'arabe kurkum,

lequel désignait originellement le safran. Le nom anglais de cette plante turmeric provient du

Latin Médiéval (terramerrita) qui devenu en Français Terre méritée (Ravindran et al.,

2007). Le Curcuma est une épice qui fait l'objet d'échanges commerciaux depuis longtemps

que ne peut déterminer avec certitude son centre d'origine. Depuis 6000 ans le curcuma est

connu comme l’épice magique dans la médicine traditionnelle Indienne du fait leurs

utilisations dans le traitement de la jaunisse et la lèpre. Le pays d’origine du cette plante n’est

pas clairement identifié mais la plus grande diversité se trouve en Inde et en Thaïlande, avec

au moins 40 espèces dans chacune, suivie par le Bangladesh, l'Indonésie et le Vietnam

(Leong-Škorničková et al ., 2008).

I.2. Description botanique de Curcuma longa

Le Curcuma longa L. fait parties des espèces médicinales. C’est une plante herbacée

vivace rhizomateuse de la famille des Zingiberaceae appartenant à la classe des

monocotylédones (Agric, 2008). Qui peut mesurer de 0,50 à 1 m de hauteur (Orliac, 2002).

Le rhizome principale est tuberculeux, écailleux et porte de nombreuses racines qui se

terminent par des renflements tubéreux elliptique, les rhizomes secondaires étant plutôt

digités; ces rhizomes présentent des cicatrices circulaires qui correspondent à l’endroit

d’insertion des tiges feuillées desséchées (Teuscher et al., 2005). Ses feuilles sont très

longues, alterne et distique, possèdent une puissante nervure axiale et des nervures secondaires

parallèles, les fleurs ont une couleur blanc jaunâtre et quelque fois bordée de violet avec un

calice tubulaire et un corolle tubulaire à sa base, avec 3 lobes inégaux, blancs et courts, la

partie supérieure beaucoup plus large elle contient un ovaire infère à trois loges, avec 2

glandes érigées, surmonté d’un style mince, passant entre les thèques de l’anthère et soutenu

par celles-ci, avec un stigmate élargi (Borget, 1970), comme représenté dans la Figure N°01.
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I.4.2. Activité antioxydante

Les antioxydants sont des molécules qui contribuent à la protection de notre corps

contre des substances potentiellement dangereuses que l’on appelle radicaux libres. En effet,

l’activité antioxydante de curcuma est due par son principale composant qui est la

curcumine, ce dernier exerce une forte activité antioxydante plus puissante que celle de la

vitamine C, E et β-carotène (Akram et al., 2010). Une étude a démontré que les

Curcuminoides ont la capacité de piéger ou neutraliser les radicaux libres DPPH (1,1

diphényl-2-picrylhydrazyle) d'une manière dose-dépendant, ainsi que la curcumine possède

une excellente propriété antioxydante dans la peroxydation lipidique que l'alpha-tocophérol

(Ravindran et al., 2007).

I.4.3. Activité anti-inflammatoire

De nombreuses études affirment l'activité des extraits de curcuma. en tant qu'inhibiteurs

puissants de l’inflammation (Araújo et al., 2001). Des travaux expérimentaux dévoilent que

la curcumine intervient dans la réponse inflammatoire en inhibant des différentes molécules

impliquant dans l'inflammation, y compris phospholipase, lipooxygénase, COX-2, les

leucotriènes, thromboxane, les prostaglandines, l'oxyde nitrique , l'élastine, la hyaluronidase,

MCP-1, le facteur de nécrose tumorale, et l'interleukine-12 (Chainani-wu ,2003) .

I.4.4. Activité anticancéreuse

Plusieurs recherches ont été menées sur le potentiel anticancéreux du curcuma contre

diverses formes de cancer, notamment les cancers colorectal, prostatique, buccal, sanguin et

du sein, il est également démontré que le curcuma était le plus efficace contre différentes

lignées cellulaires de cancer de la prostate, ainsi que leurs extraits étaient efficace pour

induire l'apoptose dans les cellules de la leucémie myéloïde humaine (HL-60) (Ravindran et

al., 2007).

D’autre études in vivo affirment la capacité de la curcumine dans l’inhibition de la

carcinogenèse à trois étapes: la promotion tumorale, l'angiogenèse et la croissance

tumorale(Akram et al.,2010).
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II.1.Objectifs

Cette présente étude s’intéresse à extraire les composés phénoliques issus de Curcuma

longa L. et déterminer leur quantités, ainsi d’évaluer in vitro l’activité antibactérienne des

extraits phénoliques (méthanolique et éthanolique) de C.longa vis-à-vis trois souches

Staphylococcus aureus ATCC 10876, Bacillus subtilis ATCC 6633 et Escherichia coli ATCC

10536.

II.2. Lieu et durée de travail

La démarche expérimentale concernant cette étude a été réalisée sur une période

allant du 24 Janvier au 30 Avril 2018, elle a eu lieu au sein des laboratoires suivants :

• Laboratoire d’Amélioration et Valorisation des Productions Animales Locales

Université Ibn Khaldoun-Tiaret.

• Laboratoire de Microbiologie, de Biochimie, et d’Amélioration des plantes de la

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie Université Ibn Khaldoun –Tiaret.

II.3. Matériel et produits chimiques

Les verreries, l’appareillage et les milieux de culture ainsi que les solvants utilisés au

cours de la réalisation de ce travail sont résumés dans le tableau N° 01.
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Tableau N°01 : Matériel et produits chimiques utilisés

Matériel, verrerie et

appareillage

Solvants et réactifs Milieux de

culture

-Autoclave (sanoclave)

-Agitateur magnétique

thermique

(Stuart)

-Balance de précision

(Sartoruis)

-Broyeur

-Etuve(Memmert)

-Spectrophotomètre a double

faisceau lumineux (Shimadsu).

-Cuves spectrophotomètriques

-Micropipette

- Vortex

-Ecouvillons stériles

-Microscope optique (Optika)

-Microplaques

- Béchers

- Boites de Pétri

- Entonnoirs

-Embouts stériles

- Erlenmeyers

- Fiole jaugées

- Eprouvettes graduées

- Tubes à essai

- Pipettes Pasteur

- Verre a montre

- Lames

- Méthanol pur (98,9%)

-Ethanol pur (99,9%)

- DMSO pur à (99.5%)

-Carbonate de sodium (Na2CO3 ;

PM=106g/mol)

-Trichlorure d’aluminium

(ALCI3 ;PM=133,34g/mol)

- Chlorure de triphényltétrazolium (TTC)

-Disques d’antibiotiques

-Tétracycline(TE30)

-Ceftazidime(CAZ30)

-Eau distillée

-Eau physiologique (0.9%)

-Eau oxygénée(H2O2)

- Acide gallique (C7H6O5

PM=170,12g/mol)

- Réactif de Folin Ciocalteu

-Lugol

-Fuchsine

- Violet de Gentiane

-Méthanol pur à (98,9%)

-Quercétine (C5H10O7 ; PM=302,236g/mol)

- Milieu de

Mueller Hinton

- Milieu Mac

Conkey

-Milieu de

Chapman

-Gélose nutritive
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II.4. Matrice végétale

Elle est constituée des rhizomes de curcuma, cette plante est généralement connue par ses

propriétés médicinales dues à sa richesse en composants bioactifs, ces rhizomes ont été procuré

par voie commerciale chez un herboriste de la wilaya de Tiaret en Janvier 2018.

II.5. Matériel biologique

Les souches utilisées pour évaluer l’activité antibactérienne sont des souches de

Collection Internationale ATCC (American Type Culture Collection). Il s’agit d’Escherichia

coli ATCC 10536, Bacillus subtilis ATCC 6633 et Staphylococcus aureus ATCC 10876.

Ces souches ont été fournies gracieusement par l’Unité de Microbiologie du Groupe

SAIDAL de Média.

II.6. Etude expérimentale

Notre présent travail est scindé en deux parties;

1- Extraction des composés phénoliques de curcuma et leur quantification.

2- Evaluation de l’activité antibactérienne des extraits (méthanolique et éthanolique), vis

à vis trois bactéries Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis.

La démarche expérimentale globale concernant cette étude est illustrée par l’organigramme

suivant :
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Méthode de diffusion sur

gélose (puits)

Méthode de microdilution sur milieu

liquide

Rhizomes de Curcuma longa L. séchés

Macération sous agitation (5 g de matière végétale dans 100 ml de différents solvants soit

(Méthanol à 70%, Ethanol à 70%, eau distillée) pendant 24h

Dosage des

Flavonoïdes

Dosage des composés

phénoliques

Ré-identification des

souches bactériennes

Activités antibactériennes

Figure N°3 : Organigramme récapitulatif de la démarche expérimentale.

Extraits sec

(Méthanolique, Éthanolique et Aqueux)

Séparation du solvant de l’extrait par étuvage du filtrat à 50°C pendant 24h

Filtration sur Papier filtre n°105

Broyage sous forme de poudre (150µm)

Analyses microbiologiques Analyses biochimiques

Standardisation à l’échelle

0,5 Mac Farland
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II.6.1. Préparation des différents extraits phénoliques à partir des rhizomes

de Curcuma

Différents types d’extraits ont été préparés à partir de curcuma. Les rhizomes de

curcuma ont été séchés dans une étuve à température de 50 C° pendant trois jours puis

broyés à l’aide d’un broyeur mécanique, l’extraction a été effectuée par le biais de la

technique de macération (Nurcholis et al., 2017), trois solvants ont été utilisés: Le méthanol

70%, l’éthanol 70% et l’eau distillé, et ce afin de définir le meilleur solvant optimisant le

rendement d’extraction.

 Principe

Le principe consiste à ce que le solvant doit franchir la barrière de l’interface

solide/liquide, dissoudre le composé actif à l’intérieur du solide et l’entrainer à l’extérieur.

Plusieurs auteurs suggèrent que l’entrée du solvant se fait par un mécanisme osmotique et la

sortie du soluté se fait par dialyse ou par diffusion ( Alupupui et al.,2009).

 Extraction organique

5g de poudre de rhizome de curcuma a été macéré dans 100 ml de solvant (le Méthanol

à 70% ou l’éthanol à 70%) après une agitation de 24h à température ambiante et à l’abri de

la lumière, une filtration a été faite sur un papier filtre n°105 afin d’éliminer les débris

cellulaires, le filtrat obtenus a été débarrassé de son solvant par évaporation à 50C° et ce afin

d’obtenir des extraits secs. leur solubilisation a été réalisée dans Diméthylsulfoxyde (DMSO)

à raison de100mg/ml (Tanvir et al., 2017).

 Macération aqueuse

Une macération aqueuse a été effectuée sur 5g de poudre de curcuma avec 100 ml d’eau

distillée, une agitation a été faite pendant 24h à température ambiante, Après une filtration à

l‘aide d’un papier filtre n°105 ensuite l’eau contenue dans le filtrat a été éliminée par

évaporation dans étuve à 50°C (Tanvir et al., 2017).
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II.6.1.1.Rendement d’extraction

Le poids de l’extrait sec (PF) a été calculé par la différence entre le poids de la boite de

Pétri en verre plein (après élimination du solvant) et le poids de la boite de Pétri en verre

vide, sur le poids de la poudre utilisée. Le rendement de l’extraction est exprimé en

pourcentage. Il est calculé par la formule suivante :

R%=(PF-PI/Pp) ×100

Où :

R: le rendement en pourcentage(%) ;

PF: le poids de la boite de Pétri en verre plein (extrait sec) ;

PI: le poids de la boite de Pétri en verre vide ;

Pp: le poids de la poudre mise à l’extraction.

II.6.1.2. Dosage des composés phénoliques totaux extractibles

 Principe

Le dosage des composés phénoliques totaux dans les extraits de curcuma. a été effectué

spectrophotométriquement selon la méthode au réactif de Folin Ciocalteu décrite par

Singleton et al., (1999). Ce réactif, constitué par un mélange d'acide phosphotungstène

(H3PW12O40) et phosphomolybdène (H3PMO12O40) de couleur jaune, il est réduit lors de

l'oxydation des phénols, en mélange d'oxydes de tungstène (W8O23) et de molybdène

(MO8O23). La coloration bleu produite est proportionnelle à la teneur en phénols totaux et

possède une absorption maximale aux environs de 760 nm (Bonnaillie et al., 2012), dont

l’intensité est proportionnelle à la quantité des composés phénoliques présents dans

l’échantillon, le dosage des composés phénoliques a été effectué par la comparaison de la

densité optique observée à celle obtenue par un étalon d’acide gallique de concentration

connue.
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 Technique

0,25 ml de chaque extrait dilué a été ajouté à 0,25ml de réactif de Folin-Ciocalteu

(0,2N) 10 fois dilué dans l’eau distillée. La solution a été mélangée par un vortex et incubée

pendant 2 min, Après l’incubation 0,5 ml de solution de Carbonate de sodium Na2CO3

(75mg/ml dans l’eau distillée) ont été additionné. Le mélange ainsi obtenu a été incubé à

l’obscurité et à température ambiante pendant vingt minutes, L’absorbance du mélange a été

ensuite mesurée à λ= 760 nm par un spectrophotomètre (Mahmoudi et al., 2013) contre un

blanc sans extrait ce qui nous a permis de tracer la courbe d’étalonnage, ainsi que la teneur

des polyphénols totaux est calculée à partir de la courbe d’étalonnage de l’acide gallique.

Cette courbe a été établie avec des concentrations précises d’acide gallique (1 mg/ml

;0,5mg/ml; 0,25mg/ml; 0,125mg/ml; 0,0625mg/ml; 0 ,0312mg/ml; 0,0156mg/ml

;0,0078mg/ml; 0,0039mg/ml; 0,0019 mg/ml) utilisée comme standard de référence. Ce

standard a subi les mêmes conditions expérimentales que l’échantillon. La teneur des

composés phénoliques est exprimée en milligramme Equivalent Acide Gallique (EAG) par

gramme de matière sèche (mg EAG/g Ms), le calcul de cette teneur a été effectué selon la

formule suivante :

� = (� × � × � ) �⁄

C : Teneur en polyphénols totaux exprimée en mg Equivalent Acide Gallique par g de

matière sèche (mg EAG/g Ms) ;

c: concentration de l’échantillon lue ;

D: facteur de dilution;

V: volume utilisé pour l’extraction en ml ;

m: masse de l’échantillon exprimée en g.
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II.6.1.3. Dosage des flavonoïdes

La quantification des flavonoïdes totaux contenus dans les différents extraits de

curcuma est réalisée par la méthode de Bahorun et al., ( 1996).

 Principe

Le principe de cette méthode est basé sur la formation de complexes de couleur jaune

entre les composés phénoliques et trichlorure d’aluminium (AlCl3 ). Ceci traduit le fait que le

métal perd deux électrons pour s’unir à deux atomes d’oxygène de la molécule phénolique

agissant comme donneur d’électrons .La couleur jaune présente une absorption maximale à

430 nm.

 Technique

Un ml de la solution d’extrait a été ajouté à 1ml d’AlCl3 à 2% préparé dans le

méthanol pur, Le mélange a été vigoureusement agité et l’absorbance a été lue après 10min

d’incubation à une longueur d’onde de 430 nm en utilisant un spectrophotomètre. La

quantification des flavonoïdes se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage, réalisée avec un

flavonoïde de référence; la Quercétine. La teneur en flavonoïdes est exprimée en

microgramme équivalent de Quercétine par gramme de matière sèche (µg EQ/g Ms). Le

calcul de cette teneur a été effectué selon la formule suivante :

� = (� × � × � ) �⁄

Où ;

C: Teneur en flavonoïdes exprimée en µg Equivalent Quercétine par g de matière

sèche (µg EQ/g Ms);

c: concentration de l’échantillon lue ;

D: facteur de dilution;

V: volume utilisé pour l’extraction en ml;

m: masse de l’échantillon exprimée en g.
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II.6.2. Evaluation de l’activité antibactérienne des extraits méthanolique et

éthanolique de Curcuma longa L.

II.6.2.1. Préparation des pré-cultures

A partir des géloses de Mac Conkey, Chapman et Gélose nutritive, un prélèvement des

souches Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis a été réalisé à l’aide

d’une anse de platine puis ensemencer en stries serrés dans un milieu solide correspondant à

chaque souche ;

Mac Conkey pour Escherichia coli, gélose nutritive pour Bacillus subtilis et la gélose

Chapman pour Staphylococcus aureus .Ces ensemencents ont été suivis d’une incubation de

18h à 37°C et ce afin d’obtenir des cultures jeunes.

II.6.2.2. Ré-identification des souches

II.6.2.2.1. Coloration de Gram

La coloration de Gram est une technique qui permet de mettre en évidence les

propriétés de la paroi bactérienne (Philippe, 2009). Pour la détermination de ces propriétés

un frottis bactérien a été préparé à partir de chaque souche puis coloré par la coloration de

Gram (voir annexe II) et examiné sous microscope au grossissement (×100).

II.6.2.2.2.Test de catalase

 Principe

D’après Larpent (1997), le test de catalase sert à démonter si la bactérie possède

l’enzyme servant à décomposer le peroxyde d’hydrogène (H2O2) en eau et en oxygène

comme suit :

Catalase

2H2O2 2H2O + O2
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 Technique

A l’aide de l’effilure d’une pipette Pasteur. Un fragment de colonie a été dissocié dans

l’eau oxygénée, une goutte d’eau oxygénée a été déposée antérieurement sur une lame propre.

Le dégagement des bulles de gaz indique la présence de la catalase: donc le test de catalase est

dit positif.

II.6.2.2.3.Test d’oxydase

• Principe

L’oxydase ou cytochrome oxydase est une enzyme présente dans certaines chaines

respiratoires cytocchromiques (Delarras, 2007)

• Technique

Cette technique consiste à déposer un disque « Ox » sur une lame et l’imbiber avec

une goutte d’eau distillée, puis parcelle de la colonie a été prélevée à l’aide d’une pipette

Pasteur boutonnée stérile ensuite elle a été étalée sur le disque .Un résultat positif se

manifeste par une coloration violète foncée qui apparait sur ce disque.

II.6.2.3. Effet des extraits phénoliques de Curcuma longa L. sur des souches

pathogènes

Deux méthodes ont été effectuées pour évaluer l’activité antibactérienne des extraits

méthanolique et éthanolique issus de Curcuma longa L., on note : la méthode de diffusion sur

gélose et la méthode de microdilution en milieu liquide.

II.6.2.3.1. Méthode de diffusion en milieu gélosé

 Principe

Cette méthode a été proposée par Cooper et Woodman en 1946 puis reprise par

Shroder et Messing en 1949, elle mesure une diffusion radiale de l’extrait à partir d’un puit

en donnant une zone d’inhibition claire et facilement mesurable.
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 Technique

A partir d’une culture jeune de 18 h d’incubation, une suspension bactérienne a été

réalisée dans l’eau physiologique stérile et ce pour chaque souche. La turbidité de cette

suspension a été ajustée à 0,5 Mac Farland, puis diluée au 1/100. On obtient alors un

inoculum estimé à 106cellule/ml. Par la suite, cet inoculum a été ensemencé à l’aide d’un

écouvillon par la technique des stries sur toute la surface des boites de Pétri contenant la

gélose Mueller-Hinton. Les boites de Pétri ainsi ensemencées ont été laissées sécher à l’air

libre pendant 15 minutes ensuite des puits ayants un diamètre de 6 mm ont été créés au sein

de cette gélose, ces derniers ont été remplis de 50µl des deux extraits (extrait méthanolique

ou éthanolique).

L’extrait se diffuse de manière uniforme et après 24 h d’incubation, la présence autour

des puits d’une zone d’inhibition circulaire dans laquelle il n’y pas de croissance de bactéries

dénote la sensibilité de ceux-ci à cet extrait. Plus la zone d’inhibition est grande, plus la

bactérie est sensible. Le screening antibactérien a été effectué avec trois concentrations pour

chaque extrait, on note : 100mg/ml ; 50mg/ml; 25mg/ml. Parallèlement des boites dites

témoins négatifs dans lesquelles les puits ont été remplis de 50 µl DMSO pur et d’autres

dites témoins positifs avec des disques d’antibiotiques à savoir, Ceftazidime (CAZ30), et

Tétracycline (TE30), voir annexe N°IV. La lecture des boites a été faite après 24h

d’incubation à une température de 37C°.

II.6.2.3.2. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

des extraits méthanolique et éthanolique de Curcuma longa L. par la

méthode de microdilution

 Principe

Cette technique consiste à inoculer, par un inoculum standardisé, une gamme de

concentration décroissante en extrait .Après incubation, l’observation de la gamme permet

d’accéder à la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), qui correspond à la plus faible

concentration en extrait capable d’inhiber la croissance bactérienne comme recommandé par

le Comité National des Normes des Laboratoires Cliniques(1997).
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 Technique

25mg /ml des extraits éthanolique ou méthanolique sont préparés et dilués dans un

bouillon Mueller Hinton à des concentrations décroissantes (12,5 mg/ml ; 6,25 mg/ml ; 3,12

mg/ml ; 1,56 mg/ml; 0,78 mg/ml ; 0,39 mg/ml). Ensuite 100µl de chaque concentration

générée , ont été déposés dans les puits d’une microplaque à 96 puits (Klančnik et al., 2010)

,les puits ainsi préparés ont été inoculés par 106cellule/ml de chaque suspension bactérienne à

étudier (S.aureus, d’E.coli et B.subtilis ). Sur la même microplaque les puits de la dernière

ligne ont été additionnés de bouillon Muller Hinton seul afin de servir de témoin négatif, alors

que les puits de la première ligne de la même microplaque ont reçu le milieu Mueller Hinton

inoculé par la même concentration des bactéries citées précédemment et sans extrait (témoin

positif).

Les microplaques ainsi préparées ont été incubées 18 heures à 37°C. A la fin de cette

incubation la croissance bactérienne a été visualisée en ajoutant 20 µl d’un révélateur de

croissance : Chlorure de triphényltétrazolium (TTC). La CMI a été déduite à partir du premier

puits de concentration dépourvue de croissance bactérienne.
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III.1. Extraction et quantification des composés phénoliques

III.1.1. Rendements d’extraction

Les rendements obtenus après extraction des composés phénoliques de

L.en utilisant les trois solvants (Ethanol, Méthanol et Eau) sont indiqués dans la

Le calcul des rendements par rapport au poids total

éthanolique issu de curcuma

l’extrait méthanolique à raison de

rendement de 6,24%.

Cette variation dans les re

existe une affinité entre le solvant d’extraction et les composés d’extraits, ainsi que son

activité biologique (Ghasemzadeh

résultats avec ceux de la littérature, le rendemen

conditions expérimentales dans lesque

influencent le contenu total en ph
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Figure N°4 : Rendements d’extraction des composés phénoliques de

solvants. (Les valeurs représentées correspondent à la moyenne ± ES, de trois essais indépendants)
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Extraction et quantification des composés phénoliques

Rendements d’extraction

Les rendements obtenus après extraction des composés phénoliques de

utilisant les trois solvants (Ethanol, Méthanol et Eau) sont indiqués dans la

Le calcul des rendements par rapport au poids total de broyat montre que

présente un rendement plus élevé évalué à 12,36%

l’extrait méthanolique à raison de 11,21% , et finalement l’extrait aqueux

Cette variation dans les rendements dépend du type de solvant, il est bien établi qu’il

existe une affinité entre le solvant d’extraction et les composés d’extraits, ainsi que son

Ghasemzadeh et al., 2011). Toutefois, il est difficile de comparer nos

résultats avec ceux de la littérature, le rendement n’est que relatif et ne dépend que

ns lesquelles l’extraction a été effectuée, et les solva

n phénols.

36%

11,21%

6,24%

EEC EMC EAC

Rendement (%)

Rendements d’extraction des composés phénoliques de Curcuma longa

(Les valeurs représentées correspondent à la moyenne ± ES, de trois essais indépendants)

EMC : Extrait Méthanolique de curcuma.

EEC : Extrait Ethanolique de curcuma.

EAC : Extrait Aqueux de curcuma.

Les rendements obtenus après extraction des composés phénoliques de Curcuma longa

utilisant les trois solvants (Ethanol, Méthanol et Eau) sont indiqués dans la figure N°04.

montre que l’extrait

12,36% suivi par

ux avec un faible

est bien établi qu’il

existe une affinité entre le solvant d’extraction et les composés d’extraits, ainsi que son

Toutefois, il est difficile de comparer nos

t n’est que relatif et ne dépend que les

t les solvants utilisés,

Curcuma longa L., pour les trois

(Les valeurs représentées correspondent à la moyenne ± ES, de trois essais indépendants).



III.1.2. Quantification

des flavonoïdes

L’analyse quantitative des teneurs en composés phénoliques et des teneurs

flavonoïdes des extraits cités précédemment (

graphiquement à partir des équations de la régression linéaire de chaque courbe d’étalonnage

exprimée respectivement en mg EAG/

cette analyse sont représentés dans

Figure N°5: Teneurs en compo

phénoliques de l’extrait éthanolique,

méthanolique et aqueux de Curcuma longa
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des composés phénoliques totaux et

L’analyse quantitative des teneurs en composés phénoliques et des teneurs

flavonoïdes des extraits cités précédemment (éthanolique et méthanolique) sont déterminées

graphiquement à partir des équations de la régression linéaire de chaque courbe d’étalonnage

exprimée respectivement en mg EAG/g Ms et en mg EQ/g Ms, Les résul

cette analyse sont représentés dans les Figures N°05 et N°06.

: Teneurs en composés

éthanolique,

Curcuma longa L.

6,23

EAC

82,63

31

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

EEC EMC

m
g

E
Q

/g
)

M
s

énoliques totaux et

L’analyse quantitative des teneurs en composés phénoliques et des teneurs en

méthanolique) sont déterminées

graphiquement à partir des équations de la régression linéaire de chaque courbe d’étalonnage

g EQ/g Ms, Les résultats obtenus de

31,90
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Figure N°6: Teneurs en flavonoï

éthanolique, méthanolique et aqueux de

Curcuma longa

Teneurs en flavonoïdes de l’extrait

éthanolique et aqueux de

Curcuma longa L.
(Les résultats correspondent à la moyenne ± EScorrespondent à la moyenne ± ES, de trois essais indépendants)essais indépendants)
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Ces résultats indiquent que l’extraction par la technique de macération en utilisant ces

différents solvants, aboutit à des teneurs en composés phénoliques différentes. Ces teneurs

sont de l’ordre de103,16±9,11 mg EAG/g Ms pour l’extrait éthanolique, (53,50 ±1 ,40

mgEAG/g Ms) pour l’extrait au méthanol, (6,23±0,32 mg EAG/g Ms) pour l’extrait aqueux.

Parallèlement, le dosage des taux des flavonoïdes diffère d’un extrait à un autre, ces

teneurs sont (82,63±0,86 mg EQ/g Ms) pour l’extrait éthanolique, (31,90±2,30 mg EQ/g Ms)

pour l’extrait au méthanol et (5,74±0,28 mg EQ/g Ms) pour l’extrait aqueux.

Cette quantification montre que l’extrait éthanolique contient une quantité plus élevé en

polyphénols et de flavonoïdes et ce en comparaison avec les extraits méthanolique et

aqueux.

Les résultats obtenus corroborent ceux indiqués par Tanvir et ses collaborateurs

(2017). Ces auteurs, rapportent que la teneur en polyphénols totaux de l’extrait éthanolique

(70%) est de 160,07mg EAG/g Ms. Aussi, Qader et al., (2011) ; Tanzeela et al., (2015)

affirment que la teneur en polyphénols de l’extrait éthanolique est plus élevée en

comparaison avec l’extrait aqueux.

D’autre étude montre que la teneur en polyphénols totaux et en flavonoïdes des extraits

méthanoliques de rhizome de curcuma est de 39,4 mg/EAG et 550 mg EN/g Ms,

respectivement (Alafiatayo Akinola et al., 2014).

De même que Ramkumar et Rajasankar , (2016) rapportent dans leur étude que la

teneur en composés phénoliques des extraits méthanolique et aqueux était évaluée à

682,09mg EAG/100g Ms et 494,340 mg EAG/100g Ms respectivement. Kaur et Kapoor

(2002) ont évalué les composés phénoliques des épices et des légumes asiatiques y compris

le Curcuma longa pour son application dans différents aliments fonctionnels. Ces chercheurs

ont démontré que la teneur en composés phénoliques totaux de curcuma varie de 1,72 à 7,46

g EAG/100gMs.

En outre, Ghasemzadeh et al., (2012) révèlent que la quantité de flavonoïdes totaux

est de 94 ± 1.0 μg EQ/g Ms. Cette variation dans les teneurs en composés phénoliques  entre 

les différentes études peut être expliquer par les méthodes d’extraction (Sahne et al ., 2016).
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III.2. Activité antibactérienne

III.2.1. Ré-identification des souches bactériennes étudiées (Staphylococcus

aureus ATCC 10876, Bacillus subtilis ATCC 6633 et Escherichia coli ATCC

10536)

III.2.2. Caractères morphologiques des souches étudiées

L’aspect macroscopique des colonies d’E.coli sur milieu Mac Conkey présente un aspect

rond, lisse, de couleur rose à bord régulier avec un diamètre de 2 à 3 mm.L’aspect

microscopique de ces dernières indique la présence des cellules de forme bacillaire, isolée ou

en amas de coloration Gram négative (Figure N°07). Par contre, les colonies de

Staphylococcus aureus obtenues sur milieu Chapman, donne des colonies rondes lisses de

couleur jaune orangé, bombées, brillantes de 1 mm de diamètre. Sous microscope, ces

colonies présentent des cellules sphériques (cocci), regroupées en amas de coloration Gram

positive (Figure N°07). En parallèle, l’aspect macroscopique de Bacillus subtilis cultivée sur

la gélose nutritive donne des colonies blanchâtres, convexes en forme de bâtonnets de 2µm de

diamètre et dont la longueur peut atteindre 7µm. Cependant, l’observation microscopique

indique la présence des cellules de forme bacillaire regroupées en amas avec une coloration

Gram positive (Figure N°7).

III.2.3. Caractères biochimiques

Les souches ont été soumises à des tests biochimiques réalisés par le biais du test de

catalase et oxydase. Les résultats indiquent qu’E.coli, S .aureus et B.subtilis possédants

l’enzyme de catalase. En parallèle, les résultats du test oxydase montrent que les trois

souches étudiées ne possèdent pas d’oxydase donc le test est négatif. Ces résultats

confirment la pureté des souches utilisées au cours de cette étude (Delarras, 2007).
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En parallèle, on constate que les zones d’inhibition suivantes 27±2,82 ; 21±1,41 ;

17,33±1,52 mm pour l’extrait éthanolique et 19±2 ; 14,75±1,52 ; 11±1mm pour l’extrait

méthanolique développées vis-à-vis de Staphylococcus aureus.

En parallèle des disques d’antibiotiques ont été utilisés pour étudier le comportement de

ces souches bactériennes vis-à-vis de ces antibiotiques. Ces résultats dévoilent que la

Tétracycline (TE30) et le Ceftazidime (CAZ30) exerce un effet inhibiteur sur les deux

souches Escherichia coli et Staphylococcus aureus, dont les diamètres des zone d’inhibitions

situé entre 34,66 et 20,33 mm (Voir tableau N°02).
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Tableau N°02: Diamètres des zones d’inhibition (mm) induits par les extraits de Curcuma

longa L. et les antibiotiques.

Concentration (mg/ml) de l’extrait
éthanolique

Bactérie à Gram positif
(Gram+)

Bactérie à Gram négatif
(Gram-)

S.aureus E.coli

100 27±2,82 12,5±0,70

50 21±1,41 11±1,41

25 17,33±1,52 10±1

Concentration (mg/ml) de l’extrait
méthanoliques

100 19±2 14,66±1,52

50 14,75±1,52 12±1

25 11±1 9±1

Les antibiotiques Diamètres

Ceftazidime (CAZ30) ≥24 :S <21 :R 22,66 20,33

Tétracycline(TE30) ≥19 :S <17 :R 34,66 15,33

Témoin
négatif(DMSO)

- - -

Les valeurs représentées correspondent à la moyenne ± écart-type de trois essais

indépendants)

*(-) absence de zones d’inhibition; S=sensible ; R=résistant
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Vu de l’ensemble de ces résultats, on constate que la bactérie à Gram positif utilisée

dans cette étude (S.aureus) a été plus sensible aux extraits de Curcuma longa L. en

comparaison avec l’autre bactérie à Gram négatif (E.coli). Ces données confirment celles

obtenues par Ajige et al., (2017). Ces auteurs ont démontré que S.aureus, est sensible à

l’extrait éthanolique de curcuma, dont le diamètre de zone d’inhibition compris entre 8 et

11,33 mm en comparaison avec E.coli dont le diamètre de zone d’inhibition est compris

entre 6,67et 9,33 mm. Cette résistance de cette bactérie peut être attribuée à la nature de la

paroi de cette souche.

III.2.4.2. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) des extraits

méthanolique et éthanolique de Curcuma longa L. par la méthode de microdilution

Les résultats issus de la méthode de microdilution révèlent que les extraits éthanolique

et méthanolique de curcuma sont efficace sur les souches bactériennes testées (E.coli,

S.aureus et B.subtilis) (figure N°08 et N°09).

Nos résultats montrent une activité antibactérienne importante de l’extrait éthanolique

vis-à-vis des souches bactériennes citées précédemment. En effet, ce dernier a présenté une

CMI de 0,78 mg/ml et une CMB : 3,12 mg/ml respectivement vis-à-vis S.aureus et

B.subtilis, et une concentration inhibitrice de l’ordre de 3,12 mg/ml pour E.coli et une

concentration bactéricide de l’ordre de 12,5 mg/ml.

Cependant, des faibles valeurs de CMI et de CMB de l’extrait méthanolique ont été

obtenues avec les souches S.aureus et B.subtilis, on note une CMI de 3,12 mg/ml et

6,25mg/ml pour S.aureus et 1,56 mg/ml et 3,12 mg/ml pour B.subtilis. Tendit que, la

souche E.coli est moins sensible à cet extrait avec une concentration inhibitrice de l’ordre de

6,25mg/ml.
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Oghenejobo et al., (2017) suggèrent que l’effet antimicrobien des composés

phénoliques de curcuma (la curcumine) pourraient être responsables à l'efficacité

antimicrobienne de ces extraits. Aussi, cet effet est dû partiellement à des perturbations des

fractions lipidiques de la membrane plasmique des microorganismes, ce qui provoque une

altération de la perméabilité de la membrane et une perturbation de son intégrité et en

conséquence la perte de ses organites intracellulaires tels que les protéines, l'ADN, l'ARN,

et de l'ATP, la caractéristique physicochimique de ces composés est fortement impliquée

dans ce mécanisme (Domineco et al., 2005). D’autre étude confirme que le traitement des

bactéries pathogènes responsables a des infections nosocomiales par 0,5g/ml de

l’extrait méthanolique issu de curcuma longa provoque une déformation morphologique,

avec un manque partiel de la membrane cytoplasmique, ce qui entraîne une perturbation

cellulaire (Gupta et al., 2015).



Conclusion



Les métabolites secondaires des plantes sont sources de nombreux produits naturels

tels que les épices, les légumes, les herbes et les fruits. A l’heure actuelle, ces molécules

fascinent et attirent particulièrement l’attention de la communauté scientifique. Parmi ces

substances, les composés phénoliques. En effet, ces derniers, de par leurs activités

antibactériennes, antioxydante et anti-inflammatoire, occupent une place d’excellence. Le

Curcuma (Curcuma longa L.) fait partie des épices aux multiples vertus thérapeutiques

riches en composés phénoliques.

Ce présent travail s’intéresse à extraire et quantifier les composés phénoliques issus

de Curcuma longa afin d’évaluer leur activité antibactérienne vis-à-vis des bactéries

pathogènes. Les résultats obtenus indiquent que l’extrait éthanolique enregistre le plus

grand rendement d’extraction estimé à 12,36% en comparaison aux extraits méthanolique

(11,21%) , et aqueux (6,24%).

L’analyse quantitative du contenu des polyphénols totaux en adoptant la méthode de

Folin-Ciocalteu révèle que l’extrait éthanolique de rhizome de curcuma présente une teneur

très élevé évaluée à 103,16±9,11 mg EAG/g Ms par rapport à celle de l’extrait

méthanolique et aqueux estimée à 53,50 ±1 ,40 et 6,23±0,32 mg EAG/g matière sèche,

respectivement. Il va de même pour la quantification des flavonoïdes, des valeurs

différentes ont été enregistrées, on constate 82,63±0,86 mg EQ/g pour l’extrait éthanolique,

31,90±2,30 mg EQ/g pour l’extrait méthanolique et 5,74±0,28 mg EQ/g Ms pour l’extrait

aqueux.

Le pouvoir antibactérien exprimé par le diamètre des zones d'inhibition obtenues au

contact des extraits éthanolique et méthanolique a révélé une activité antibactérienne

importante contre Staphylococcus aureus avec des diamètres variés entre 27 et 11 mm.

Cependant, leurs effet antibactérien sur Escherichia coli s’est avéré faible.

En parallèle, l’activité antibactérienne évaluée par la méthode de microdilution

montre que ces extraits exercent une activité inhibitrice contre les bactéries Staphylococcus

aureus et Bacillus subtilis avec des valeurs de CMI situées entre 0,78 et 3,12 mg /ml. Par

contre leur effet sur Escherichia coli est réduit avec des valeurs de CMI situées entre 3,12

et 6,25mg/ml.

L’ensemble des résultats obtenus nous laissent suggérer une possibilité d’exploiter

cette matrice végétale comme une solution alternative aux antibiotiques, et ce afin de lutter



contre certaines maladies telles que des infections bactériennes et des troubles gastro-

intestinaux.

Ainsi, dans la continuité de ce présent travail les perspectives suivantes peuvent

être envisagées

• Adopter d’autres méthodes d’extraction comme par exemple la méthode de

soxhlet

• Caractérisation et identification des constituants actifs de curcuma et

évaluer leur activités antimicrobiennes contre un plus large éventail des

microorganismes pathogènes.
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Annexes



Annexe I

I.1 Composition des milieux de cultures utilisés

 Gélose nutritive:
Pour 1 litre de milieu :

Tryptone.................................................................................................................5,0g

Extrait de viande ...................................................................................................1,0g

Extrait de levure.....................................................................................................2,0g

Chlorure de sodium................................................................................................5,0g

Agar......................................................................................................................12,0g

(Delarras, 2007).

 Milieu Chapman:

Pour 1 litre de milieu :

Tryptone..................................................................................................................5,0g

Peptone pepsique de viande....................................................................................5,0g

Extrait de viande..................................................................... ............................... 1,0g

Chlorure de sodium .............................................................................................75,0g

Mannitol...............................................................................................................10,0g

Rouge de phénol................................................................................................25,0mg

Agar .....................................................................................................................15,0g

(Delarras, 2007).

 Milieu de Mueller-Hinton:

Pour 1 litre de milieu :

Infusion de viande de bœuf……………………………………………................300g

Hydrolysat de caséine ……………......................................................................17,0g

Amidon …………………………………………………………….…………... 1,5g

Gélose…………………………..............................................................................17g



 Milieu Mac Conkey:

Pour 1 litre de milieu :

Tryptone pancréatique de gélatine..............................................................................17,0g

Tryptone.......................................................................................................................150g

Peptone pepsique de viande ........................................................................................150g

Lactose .......................................................................................................................10,0g

Sels biliaires..................................................................................................................1,5g

Chlorure de sodium.......................................................................................................5,0g

Rouge neutre...............................................................................................................30mg

Cristal violet...............................................................................................................1,0mg

Agar ……....................................................................................................................13,5g

pH du milieu prêt- à l’emploi à 25°C:±0,2 .

(Delarras, 2007)



Annexe II

II.1 Coloration de Gram

- Déposer une goutte d’eau distillée sur une lame propre

- Prélever une colonie a l’aide d’une pipette pasteur boutonnée.

- Dissocier soigneusement l’inoculum dans la goutte d’eau distillée et laisser sécher.

- Fixer l’échantillon à la chaleur.

- Déposer quelque gouttes de solution de Violet de gentiane phénique sur le frottis fixé, et

laisser agir 1 minute.

- Rincer très brièvement en faisant couler de l’eau distillée sur la lame au-dessus du frottis

(pas directement sur le frottis).

- Déposer quelque goutte de Lugol, laisser agir 1 minute.

- Rincer à l’eau distillée et éliminer l’excès d’eau.

- Décolorer avec un mélange d’alcool et d’acétone.

- Rincer abondamment à l’eau distillée.

- Contre-colorer en déposant la solution de la Fuchsine de Ziehl 1/10 et laisser agir une

minute.

- Rincer à l’eau distillée.

- Laisser sécher à l’air puis observer au microscope (objectif X 100 à immersion).
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Annexe III

es d’étalonnage de l’Acide gallique et de la Quercétine

y = 6,6998x - 0,0122
R² = 0,9997
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Figure : Courbe d’étalonnage de la Quercétine



IV.1 Effets des a

Antibiotique vis-à-vis E.coli

IV.2 Résultats

éthanolique par la méthode de diffusion sur gélose

(A)

1)100mg/ml; 2)50mg/ml; 3)

Annexe IV

antibiotiques et de DMSO sur les sou

E.coli

V.2 Résultats d’effet antibactérien des extraits méthanolique et

éthanolique par la méthode de diffusion sur gélose

(A)

1)100mg/ml; 2)50mg/ml; 3)25mg /ml

Antibiotique vis

s souches testés.

d’effet antibactérien des extraits méthanolique et

éthanolique par la méthode de diffusion sur gélose

(B)

Antibiotique vis-à-vis S.aureus



(A) (B)

1)100mg/ml; 2) 50mg /ml; 3)25mg/ml

Figure: Zones d’inhibition exprimé en mm induites par l’extrait méthanolique C.longa
(100 ;50 ; 25mg/ml) vis-à-vis E .coli(a)et S.aureus (b).
Curcuma longa L. selon Eberhard et al., ( 2005) .



Résumé :

Le Curcuma longa L. est une plante utilisée depuis l’Antiquité dans la médicine

traditionnelle indienne, du fait de sa richesse en molécules bioactives qui présentant des

vertus thérapeutiques. Dans ce contexte, l’objectif de cette étude vise à extraire les

composés phénoliques issus de Curcuma longa et ce afin d’évaluer leur activité

antibactérienne.

Les résultats de la quantification des composés phénoliques et des flavonoides

indiquent que le rhizome de curcuma contient des teneures différentes en terme de

composés phénoliques 103,16±9,11 mg EAG/g Ms et 53,50 ±1 ,40 mgEAG/g Ms et

flavonoides 82,63±0,86mg EQ/g Ms et 31,90±2,30mg EQ/g Ms et ce pour les deux extraits

éthanolique et méthanolique , l’extrait aqueux quant à lui présente les valeurs les plus

faibles estimées à 6,23±0,32 mg EAG/g Ms pour les polyphénols et de 5,74±0,28mg EQ/g

Ms pour les flavonoides. En parallèle, l’activité antibactérienne évaluée par la méthode de

microdilution montre que les extraits éthanolique et méthanolique exercent une activité

inhibitrice importante contre les bactéries Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis avec

des valeurs de CMI situées entre 0,78 et 3,12 mg/ml .Par contre leur effet sur Escherichia

coli est réduit avec des valeurs de CMI situées entre 3,12 et 6,25 mg/ml .

Les résultats obtenus nous laissent suggérer une possibilité d’exploiter cette matrice

végétale comme une solution alternative aux antibiotiques. Et ce afin de combattre contre

les infections bactériennes.

Mots clés : Curcuma longa L. Activité antibactérienne, Composés phénolique, Flavonoides.

ƫƢǂǄǁƐ

 ǅǂƧǂǃƒ ƓǌƑƒƧƛ Ɣƕƪƕ ǁǃƦǍ Ü ǐƥǒǄǀƙǃƒ ǐƥǈǌǃƒ ƔƱǃƒ ǑƼ Ɨǆǒƥǀǃƒ ƧǍƮƶǃƒ Ʀǈǆ ǅƥƤƙƪǒ ƘƓƕǈ ǍǋƕƓǒƞǍǃǍǒƕ ƗƱƬǈǃƒ ƘƓƑǒƨƞǃƓ.Ü Ǒƙǃƒ

ƗǒƞǚƵ ýƑƓưƼ Ɠǌǃ. ǅǒǒǀƙ ýƞƊ Ǉǆ ƓƺǈǍǃ ǅǂƧǂ Ǉǆ ƗǒǃǍǈǒƽǃƒ ƘƓƕǂƧǆǃƒ ƜƒƧƤƙƪƒ Ǎǋ ƗƪƒƧƥǃƒ ǉƦǋ Ǉǆ ƻƥǌǃƒ Ü ƾƓǒƪǃƒ ƒƦǋ ǑƼ

ƗǒǃǍǈǒƼ ƘƓƕǂƧǆǄǃ Ǒǆǂǃƒ ƩƓǒǀǃƒ ƝƑƓƙǈ ƧǒƬƙ Ǎ ƓǒƧǒƙǂƕǄǃ ƥƓưǆǃƒ ƓǌƱƓƬǈǍƼǚƼǍǏǄƵ ǐǍƙơǒ ǅǂƧǂǃƒ ǇƊ Ǐǃƍ ƘƒƥǒǍǈ

mg EAG/g Ms 9,11± 103,16 Ǎmg EAG/g Ms 1,40 ±53,50

ƥǒǍǈǍƼ ǚƽǃƒ Ǎ82,63±0,86mg EQ/g MsǍ31,90±2,30 mg EQ/g MsƗǒǃǍǈƓƛǒǙƒ ƘƓƮǄƤƙƪǆ Ǉǆ ýǂǃ ǁǃƦǍƗǒǃǍǈƓƛǆǃƒǍ

 ùƕ ƘƧƥƿ ƗưƽƤǈǆ ǅǒƿ ǊǄƼ ǑƑƓǆǃƒ ƭǄƤƙƪǆǃƒ ƓǆƊ6,23±0,32 mg EAG/g MsýǍǈǒƽǒǃǍƕǄǃǍ5,74±0,28 mg EQ/g Ms

 Ɨǒǈǀƙ ƾǒƧƱ ǇƵ ƓǒƧǒƙǂƕǄǃ ƥƓưǆǃƒ ƱƓƬǈǃƒ ǅǒǒǀƙ Ǉƍ ƖƒƨƒǍǆǃƓƕǍ ƥǒǍǈǍƼǚƽǃƒ ƘƓƕǂƧǆǃmicrodilution ǉƦǋ ǇƊ Ǉǒƕǒ

 ƥư Ƨǒƕǂ Ʊƕƛǆ ƱƓƬǈ Ɠǌǃ ƘƓƮǄƤƙƪǆǃƒStaphylococcus aures ǍBacillus sibtilis Ǉǒƕ ƧǍƮơǆ Ʊƕƛǆǃƒ ǏǈƥǕƒ ƨǒǂƧƙ ƴǆ

3,12-0,78mg/ml ýƕƓǀǆǃƓƕǍ ƓǌǃƊƧƛǏǄƵ ýǒƑưEscherichia coliƚǒơ Ǉǒƕ ƧǍƮơǆ Ʊƕƛǆǃƒ ǏǈƥǕƒ ƨǒǂƧƙǃƒ ǇƊ3.12 Ǎ

6.25mg/ml.

ƗǒǍǒơǃƒ ƘƒƥƓưǆǄǃ ýǒƥƕ ýơǂ ǉƦǋ ƘƓƕǈǃƒ ƗƼǍƽƮǆ ýǚƺƙƪƒ ƗǒǈƓǂǆƍ ƟƒƧƙƿƒ ƓǌǒǄƵ ýǍƮơǃƒ ǅƙ Ǒƙǃƒ ƝƑƓƙǈǃƒ Ɠǈǃ Ơǒƙƙ.ýƞƊ Ǉǆ ƒƦǋǍ

ƗǒƧǒƙǂƕǃƒ ƘƓƕƓǌƙǃǙƒ ƗơƼƓǂǆ.

ƐƑƗƻǄǁحی ƕ: ƐƑǄǂǀǁƖ
ƓƺǈǍǃ ǅǂƧǂǃƒ¡ƥǒǍǈǍƼǚƽǃƒ ÜƗǒǃǍǈǒƽǃƒ ƘƓƕǂƧǆǃƒ ÜƓǒƧǒƙǂƕǄǃ ƥƓưǆǃƒ ƱƓƬǈǃƒ.


