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Résumé

Les extraits naturels des plantes contiennent une variété de composés
phénoliques auxquels sont attribuées diverses activités biologiques. Dans la présente
¢tude on a tenté d’évaluer l’activité antioxydante in vitro et d’étudier I’activité
antibactérienne de I’extrait méthanolique et les extraits aqueux (par infusion et par

décoction) préparés a partir des feuilles du Moringa oleifera.

L’analyse qualitative des extraits aqueux et méthanoliques par les testes
préliminaires a révélé la présence des composes phénoliques, des terpénoides, des
tanins, des flavonoides ; ce ci est confirmé par une analyse quantitative basée sur le
dosage, des composés phénoliques et des flavonoides, dont la valeur la plus élevés est
celle de I’extrait méthanolique; alors le taux des flavonoides est (1,17+0,043 mg EQ/g
d’extrait), alors que pour les deux autres extraits aqueux Aql et Ag2, la teneur des
composés phénoliques est de (8,75 mg EAG/qg et 8,44 mgEAG/g d’extrait) et pour les
flavonoides elle est de (1,09+0,01 mgEQ/ g et 1,13+0,05 mgEQ/ g d’extrait)

respectivement.

Par ailleurs, les extraits ont montré une tres forte activité anti-radicalaire vis-a-
vis du radical DPPH. L’extrait aqueux par infusion a montré une forte activité
antioxydante avec une ICso de 0,74 mg/ml méme inférieure a celle du I’acide
ascorbique 0,86 mg/ml. En outre, les extraits possédent un pouvoir réducteur
important concentration-dépendant. L’effet antibactérien de l’infusé et I’extrait
méthanolique a été évalué par méthode de diffusion des disques vis-a-vis de trois
souches bactériennes. Les résultats révélent que les extraits aqueux et méthanoliques
ont exerce un effet antibactérien considérable sur S. aureus, E.coli et Pseudomonas

aeruginosa avec des zones d’inhibition de plus de 10 mm.

En conclusion, les extraits aqueux et méthanoliques des feuilles de Moringa
oleifera possédent une forte activité antioxydante et un effet antibactérien grace a leur

richesse en composés phénoliques.

Mots clés: Moringa oleifera, Activité antioxydante, activité antibactérienne,

polyphénols, flavonoides, DPPH.



Abstract

Natural plant extracts contain a variety of phenolic compounds to which are
attributed various biological activities. In this study we attempted to evaluate in vitro
antioxidant activity and to study the antibacterial activity of the methanolic extract
and the aqueous extracts (by infusion and by decoction) prepared from the leaves of

Moringa oleifera.

The qualitative analysis of these extracts by the preliminary tests revealed the
presence of phenolic compounds, terpenoid, tannins, flavonoids; this is confirmed by
a quantitative analysis based on the assay of phenolic compounds and flavonoids, the
highest value of which is that of the methanolic extract; then the level of flavonoids is
(1.17 £ 0.043 mg EQ / g extract), whereas for the other two aqueous extracts Aql and
Agz2, the content of the phenolic compounds is (8.75 mg EAG / g and 8 , 44 mgEAG /
g extract) and for flavonoids it is (1.09 + 0.01 mgEq / g and 1.13 = 0.05 mgEq / g

extract) respectively.

Moreover, the extracts showed a very strong anti-radical activity towards the
DPPH radical. Infusion extract showed strong antioxidant activity with an 1C50 of
0.74 mg / ml even lower than that of ascorbic acid 0.86 mg / ml. In addition, the
extracts have a high concentration-dependent reducing power. The antibacterial effect
of aqueous extract and methanolic extract was evaluated by diffusion method of the
disks of three bacterial strains. The results reveal that the aqueous and methanolic
extracts exerted a considerable antibacterial effect on S. aureus, E. coli and

Pseudomonas aeruginosa with zones of inhibition of more than 10 mm.

In conclusion, the aqueous and methanolic extract of Moringa oleifera leaves
have fort antioxidant activity and antibacterial effect due to their high phenolic

content.

Key words: Moringa oleifera, antioxidant activity, antibacterial activity, polyphenols,
flavonoids, DPPH.
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Liste des abréviations
ATCC : American Type Culture Collection.
CAZ : Ceftazidine.
CTX : Cefotaxime.
DMSO : Dimethyl Sulfoxide
DPPH : 1,1 diphényl-2-picrylhydrazyl.
EC50 : Concentration effectrice de 50%.
ERO : Espece réactive oxygénées.
FOX : Cefoxitin.
GSH : Glutathion réduit.
GR : Glutathion réductase.
H20: : Peroxyde d’hydrogéne.
1% : Pourcentage d’inhibition.
1C50 : Concentration d’inhibition de 50 %.
NO : Monoxyde d’azote.
102 : Oxygene Singlet.
OH™ : Anion hydroxyle.
0O2.- : Radival superoxyde.

02° : Anion superoxyde.

OH.: Radical hydroxyle.



ONOO- : Anion Peroxynitrite.
OX : Oxacillin.

ROO°: Radical peroxyle.

SOD : super oxydes dismutases
TCA : Acide Trichloracétique.
TE : Tetracycline.

TIC : Ticarcillin.

VA : Vancomycin.
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Introduction

Le monde des végetaux est plein de ressources et de vertus d'ou I'hnomme puise non
seulement sa nourriture mais aussi des substances actives qui procurent souvent un bienfait
a son organisme parfois affecté de troubles insidieux. L’utilisation thérapeutique des vertus
des plantes pour le traitement de toutes les maladies de ’homme est trés ancienne et évolue

avec 1’histoire de ’humanité.

Grace a leurs composition riche en différentes molécules chimiques (terpéenes,
polyphénols, alcaloides, peptides...) qui leurs permettent d’avoir des propriétés
physicochimiques tres variantes ; les plantes représentent une source importante de molécules
bioactives qui renferment de nombreuses activitées biologiques :antioxydante, anti

inflammatoire, anti bactérienne, anti tumorale....ctc (Michel, 2011).

Parmi ces plantes Moringa oleifera Lam qui est est aujourd'hui largement répandu sur
le continent africain (Kokou et al., 2001). Les nombreuses propriétés valorisables de cette
plante en font un sujet d’étude trés intéressant (Foidl et al., 2001), elle apparait comme ’une
des especes les plus prometteuses en fonction de la teneur en nutriments, de [’activité
antioxydante, des composés phytochimiques (Yang et al., 2006). elle est aussi utilisable grace
a son pouvoir pharmacologique, et pourraient constituer une source potentielle dans le

traitement des pathologies (Caceres et al., 1991).

La présente étude vise a étudier et a découvrir certains constituants et d’établir un
dosage des polyphénols totaux et des flavonoides de Moringa oleifera, et aussi d’étudier
certains activités antioxidante et antibactérienne des extraits aqueux et méthanolique des

feuilles de cette plante.

Cette étude est structurée en deux parties, initiée par une synthése bibliographique
mettant I’accent sur les généralités de la plante de Moringa oleifera concernant son origine, sa
description botanique, sa composition et ses différents domaines d’utilisation ; ensuite les

métabolites secondaires et le stress oxydatif avec les antioxydants.
La deuxiéme partie étant consacré aux matériel utilisé et les méthodes suivies pour :

% Screening phytochimiques des différents extraits hydro-méthanolique et aqueux des
feuilles de Moringa oleifera.
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% Evaluation de taux des polyphénols totaux, et flavonoides des différents extraits des
feuilles

% Evaluation de I’activité antioxydante des différents extraits des feuilles de Moringa
Oleifera, en utilisant le test au DPPH et le test réducteur de fer FRAP.

% L’¢tude de I’activité antibactérienne des différents extraits des feuilles de Moringa

Oleifera en utilisant trois souches bactériennes.

Enfin, le manuscrit est achevé par une conclusion qui permettra de résumer les résultats

trouvés intéressants et de tirer quelques perspectives.
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1. Origine et distribution :

Toutes les espéces de Moringa sont originaires d’Asie, d’ou elles ont été introduites
dans d’autres pays chauds, tels que la Malaisie et d’autres pays tropicaux. Elle est considérée
comme l'un des arbres les plus utiles au monde, elle posséde de nombreuses propriétés
intéressantes qui lui conférent un grand intérét scientifique, elle est décrit comme l'arbre
miracle, I'arbre de vie, et le don de dieu a I'hnomme (ljarotomi et al., 2013 ; Haldar et
Kosankar., 2017).

L’arbre peut supporter des températures élevé a des zones arides (sahara) et peut étre
cultivé dans les plaines (Haviz et al., 2016). M. oleifera est aujourd’hui cultivé a travers le
Moyen-Orient, ainsi que tout le long de la ceinture tropicale. Il a été introduit en Afrique

depuis I'Inde au tournant de le vingtiéme siecle (Muluvi et al., 1999).

Figure 1 : Moringa oleifera Lam. (Kathryn et al., 2012).
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Figure 2 : Répartition géographique de Moringa oleifera. (Trees of life, 2013)
2. Systematique et nomenclature :

Moringa oleifera Lam. (Synonyme: Moringa pterygosperma Gaertner) appartient a la famille
monogénérique des arbustes et arbres des Moringaceae qui comprend environ 13 especes. Les
douze autres especes sont bien connues: M arborea, M. borziana, M. concanensis, M.
drouhardii, M. hildebrandtii, M. longituba, M. ovalifolia, M. peregrina, M. pygmaea, M.
rivae, M.ruspoliana, M. stenopetala .Moringa oleifera Lam. , est I'espéce la plus largement

connue et utilisée (hedji et al., 2014).

Tableau 1 : Représente la position systématique de Moringa oleifera (Chukwuebuka, 2015)

Regne Plantae

Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Cappareles

Famille Moringaceae

Genre Moringa

Espece Moringa Oleifera Lam
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Moringa oleifera est connu sous diverses appellations, «Moringa» vient de muringa en
malayalam une langue indienne. La plupart des langues utilisent un dérivé phonétique de ce
mot pour désigner la plante, dénommé aussi en frangais « arbre du paradis » il est qualifié
«d’arbre de vien, «d’arbre miracle» (Fuglie, 2001; Lim, 2012).

En anglais, elle est appelée « West Indian tree » ou «Drumstick tree », résultant de la
forme de ces gousses ou encore « Never die tree » qui ne meurt jamais en référence a sa
résistance a la secheresse, en arabe « Rawag », ou «Shagara Al Ruwag» qui signifie ’arbre
purificateur (Fuglie, 2002 ; Lim, 2012). Appelée aussi Yovoviti, Amédoti, Bagaelean,
Baganlua, Ekpoti, (Togo) ; Argentiga, Alj an-tiiga, Ardjeneyiri, La-banyu (Burkina Faso) ;
Manjirini, Massa Jirini, Neberdayo, Verdaye (Mali) ; Halim, WindiBundu, Zogalabandi
(Niger, Tchad) ; Nebeday (Sénégal) ; Anamambo, Anamorongo, Felikambo (Madagascar) ;
BredeMouroungue, (Seychelles ,Mauritius, Réunion) ; Ben, Benzolivier, Maloko, Morenga,

Perla, (Caraibes). (Revue cames ,2014)
3. Description botanique :

Arbre ou arbuste pérenne a feuilles caduques, a croissance rapide, résistant a la
sécheresse, d’une hauteur moyenne de 12 m a maturité. Moringa Oleifera préfére une altitude
de 100 a 700 m, mais peut pousser jusqu’a 1500 m, leur plage de température idéale est de 22
a 25 °C, mais il peut tolérer des températures jusqu’a 45 °C, il préfere les sols sablonneux ou
limoneux bien drainés, neutres a légerement acide, et elle s’adapte a des précipitations
optimales de 700 a 900 mm, mais aussi tolérant a des précipitations de 100 a 1500 mm
(Palada et Chang, 2003 ; Melesse et al., 2012).

Le Moringa est un arbre a écorce grise ou chamois pale, lisse ou rarement rugueuse.
Son tronc mesure de 20 a 40 cm de diamétre, droit trés peut développer, les fruits sont des
gousses allongées a trois valves, de 10 a 50 cm de long, brunes a maturité et qui contiennent
chacune entre 12 et 35 graines rondes, avec une cogque marron semi-perméable. La coque

présente trois ailes blanches qui s’étendent de la base au sommet.

Les fleurs mesurent 2.5 cm de large et se présentent sous forme de panicules axillaires et
tombantes de 10 a 25 cm, sont de couleur blanche ou creme et présentent parfois des taches
rouges, elles sont généralement abondantes et dégagent une odeur agréable (Laleye et al.,
2015 ; Irénée Modeste Bidima, 2016).



Chapitre 1 Moringa Oleifera

Ses racines blanches gonflée, tubéreuse qui a une odeur piquante caractéristique et dotée de

racines latérales plutot clairsemées (Rolaff et al., 2009).

Figure 03 : a) fruit, b) fleur),c) feuilles, d) graines de Moringa Oleifera (Cleide et al., 2013 ;
Haviz et al.,2016).

4. Composition chimique et valeur nutritive des feuilles de Moringa oleifera :

M. Oleifera se caractérise par une forte teneur en nutriments, elles ont une trés grandes
teneur en vitamine (A, B, C, D, E), en minereaux (fer, calcium, zinc, magnésium) et sont riche
en B-caroténe (Yang et al.,2006 ; Madi et al., 2012 ; Hédji et al., 2014).

Les feuilles de M. oleifera sont 1égume de bonne qualité nutritionnelle et sont I’un des
meilleurs légumes tropicaux, elles sont une excellente source de protéines dont les teneurs
moyennes varient entre 19-35% de MS (Makkar et Becker, 1996 ; Foidl et al., 2001) avec un
bon profil en acide aminés ,elles possedent les 10 acides aminées essentiels a I’homme (Hédji
et al., 2014) ; alcaloides, flavonoides et de composés phénolique (Makkar et Becker,1996).

Les graines de Moringa oleifera sont du type oléagineuse elles renferment 42% d'huile,
caractérise par sa faible teneur en acides gras saturés et sa forte teneur en acides gras
monoinsaturés (Amaglo et al., 2010) .Cette huile, également nommeée (huile de Ben), contient
70% a 73% d’acide palmitique, 1.4%d’acide palmitoléique, 7.7% d’acide bénéfique, 6.2%
d’acide palmitique et 5.7/% d’acide stéarique (Martini, 2011), contiens aussi de nombreux
stérols ont été identifiés dans 1’huile. Suivant les études, les taux de stérols retrouvés sont
variables. Les tigmastérol, le campéstrol et le béta-sitltstérol sont les trois composés

prédominants (Anwar et al., 2007).
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L’acide caféoylquinique est présent dans toute la plante a I’exception des racines, des fruits et
des graines. le taux le plus élevé est retrouve dans les feuilles des arbres en fleurs (Amaglo et
al., 2010). On retrouve également 1’acide gallique, I’acide ellagique et 1’acide vanillique dans
les extraits obtenus a partir des feuilles, des fruits ou bien des graines (Singh et al., 2009).

Le 4-O-(alpha-L-rhamnopyranosyloxyl) (benzyl-glucosinolate), nommé glucomoringine,
est prédominant dans tous les tissus de la plante a I’exception des racines. Quatre autre
glucosinolates sont détectés dans les fleurs et les feuilles. Il s’agit du 4 hydroxy benzyl
glucosinolate et de trois isomeres du mono-acetyl-rhamnose. Les feuilles et les graines sont

les organes les plus riches en glucosinolates (Amaglo et al., 2010).

Tableau 02 : Composition de feuilles fraiches et seches de Moringa oleifera par 100g de
portion comestible (Messoudene, 2018).

Composition Feuille fraiche Poudre de feuille seche
Humidité % 75,0 7,5
Protéines (g) 6,7 27,1
Calories 92 205
Matiere grasse (g) 1,7 2,3
Glucides (g) 12,5 38,2
Fibres (g) 0,9 19,2
Minéraux (mg)

Ca 440 2003,0
Mg 42 368,0
P 70 204,0
K 259 1324,0
Cu 11 0,6

Fe 7 28,2

S 137 870
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Vitamines (mg)

Vit A 6,8 16,3
Vit B 423 -

Vit Bl 0,21 2,64
Vit B2 0,05 20,5
Vit B3 0,8 8,2
VitC 220 17,3
VitE 448 113,0

Acides amines essentiels (mg)

Arginine 402 1325
Histidine 141 825
Lysine 288 1325
Tryptophane 127 425
Phénylalanine 429 1388
Méthionine 134 350
Thréonine 328 1188
Leucine 623 1950
Isoleucine 422 825
Valine 476 1063

5. Domaine d’utilisation du Moringa Oleifera :

Tous les parties de M. Oleifera fruits, racines, fleurs sont traditionnellement utilisées a
différentes fins, mais les feuilles sont les plus utilisees, parmi les domaines d’application on

trouve :

5.1. Alimentation :

» Alimentation humain :

Les feuilles de Moringa Oleifera ont un trés grand pouvoir nutritif, utiliser comme

ressource a grand vertu alimentaire (Madi et al., 2012).

D’aprés Broin (2005), les feuilles peuvent se consommer fraiche ou en poudre,

principalement sous forme de sauce de légume-feuilles (Mawouma et al., 2014) et méme
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associees aux epices comme les piment ,elles peuvent également étre préparées en soupe ou
en salade. Les jeunes gousses vertes peuvent étre consommeées bouillies comme les haricots,

et sont les meilleures pour la consommation humain (Foidl et al., 2001).

En Inde la racine peut s’utiliser comme substitut du raifort. La poudre de feuilles séchées
peut s’ajouter a toutes sortes de plats en tant que complément alimentaire. La graine peut
manger grillée comme une arachide (Saint sauveur et Broin, 2010). Ces derniers ont
étéutilisées pour améliorer le statu nutritionnel des personnes de tout age sur tous les enfants

et pour lutter contre la malnutrition (Saini, 2016).
» Alimentation animal :

Moringa Oleifera présentent également des propriétés intéressantes exploitables en
nutrition animal (Faihum et al., 2019). Les qualités nutritives des feuilles, gousses ou les
jeunes branche de Moringa Oleifera sont excellentes, ce qui en fait une source de fourrage des
bétails de trés bonne qualité et elle augmente la quantité de lait chez les vaches (Foidl et al.,
2001 ; Yang et al.,, 2006). Elles peuvent aussi étre incorporées dans des formulations

d’aliments pour volailles ou poissons d’¢élevage (Saint Sauveur et Broin, 2010).

Aussi ’incorporation de farine de feuilles de Moringa Oleifera dans les rations des poulets a
montré une amélioration significative de la coloration jaune du jaune d’ceuf et de la
productivité chez les poules pondeuses (Reyes, 2006 ; Owusu-Ansah et al., 2011; Paguia et
al., 2014).

5.2.Médical et pharmacologique

Elle est également utilisée comme médicament (Mawouma et al., 2014; Rabo et al.,
2015). Les guérisseurs traditionnels ont utilisé le Moringa pour traiter les maladies de la peau,
des voies respiratoires et I’hypertension (Anwar et al., 2007 ; Price, 2007). Presque tous les
parties de M. Oleifera sont utilisées dans le traitement des pathologies infectieuses, des

affections digestives, a la neurologie a la gynécologie et 1’obstétrique (Atakpama et al., 2014).

Il est prouvé dans de nombreux études que le Moringa possede un large éventail de
propriétés médicinales et thérapeutique qui sont : propriétés anti-fibrotic, anti inflamatoire,
antioxydante, anti microbienne, anti tumoral et anti cancer, et anti diabétique (Abdull, 2013 ;
Ndiaye et al., 2018 ).
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Une étude par Zing et al. (2019) sur les effets bénéfiques de M .Oleifera montré que ces

feuilles alimentaires améliorait les performances de reproduction animal.

e Propriété anti diabétique : le Moringa a réussi a contréler la néphropathie diabétique et
utiliser différents matériaux tels que 1’acide ferulsinaique. Le traitement des rats males
diabétiques au streptozotocin et a faible doses de moringa ont révélé une activité anti
diabétique slre et excellente en raison de teneur en composés antioxydants tels que la
glucomoringine (Al Malki et El Rabey, 2015).

e Propriété anti cancereuse : selon Hagoel et al. (2019) le Moringa a diminué la survie des
cellules cancéreuses du pancréas et leur activité métastatique et a inhibé du maniere
significative la croissance tumoral. Les extraits de graines se sont également révélés efficaces

sur les enzymes hépatiques métabolisant des carcinogene (Anwar et al., 2007).
5.3. Utilisation industriel :

Les feuilles de Moringa Oleifera aprés transformation seraient utilisées a des fins
cosmétiques. L’huile de M. Oleifera peut étre utilisée en cosmétique pour sa capacité a
absorber et a retenir les substances volatiles, elle intervient dans la stabilisation des parfums et
dans la fabrication de savon, de pommades pour cheveux (Atakpama et al., 2014).

L’huile de graine est utilisée comme lubrifiant dans la machinerie fin (comme
I’horlogie) pour sa faible tendance a se détériorer et devenir rance et collante. Elle est aussi
utilisee comme huile végétale comestible et huile de cuisson (Foidl et al., 2001). La tige de M.
Oleifera est aussi utilisée comme bois pour faire le feu dans les ménages (Atakpama et al.,
2014).

5.4. Autre utilisations :

» Traitement d’eau: le traitement des eaux usées par les graines de M. Oleifera
présentent une efficacité intéressante quant a la diminution de la charge bactérienne et
parasitaire (Frah et Bouzad, 2018). Les graines de moringa peuvent également étre utilisées
comme antiseptique dans le traitement de 1’eau potable (Anwar et al., 2007 ; Boussoufa,
2018). Elles contiennent des polyeléctrolytes cationique actifs, utilisées pour neutralisent
les matiéres colloidales et provoquent la sédimentation des particules minerales et

organiques dans les processus de purification de 1’eau (Atakpama et al., 2014).

10



Chapitre 1 Moringa Oleifera

» L’incorporation de la poudre de M. Oleifera dans la préparation des pates alimentaire :
la poudre de feuilles de moringa a été utilisée en substitution de la semoule ou de la
farine du blé. Elle permet d’obtenir des pates de meilleure qualité pour prévenir et
traiter les carences alimentaires (Haddad et Chouicha, 2018).

» L’utilisation d’extrait de moringa dans I’emballage comestible : I’extrait éthanolique de
moringa s’avere plus efficace que le chitosanepour la conservation de fruits contre les
contaminations (Messoudene, 2018).

» L’utilisation de I’extrait de moringa pour la conservation de margarine : 1’utilisation de
I’extrait de feuilles et de I’huile de graines de Moringa Oleifera pour remplacer la
vitamine E qu’est utilis¢ comme anti oxydant dans la margarine (Akhribe et Azri,
2018).

» Moringa Oleifera posséde une source de biogaz, un accélérateur de croissance
végétale, utilisé comme engrais vert, pesticide naturel, teinture de couleur bleu et

fabrication de papier et de cordes...etc. (Rashid et al., 2008).
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1. Généralités :

Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans
I’organisme de la plante. Ils sont nécessaires & sa defense contre les agressions extérieures.
Les produits du metabolisme secondaire qui sont émis en trés faible quantité, sont d’une
grande variété structurale. Ces composés marquent de maniére originale, un genre, une
famille ou une espece de plante et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique
(Muanda, 2010). Elles sont responsables a différentes fonctions (la défense, la communication
intercellulaire, la régulation des cycles catalytiques, 1’adaptation des veégétaux a leur

environnement) (Lognay et al., 2002).

2. Grandes classes des métabolites secondaires :
Les plantes sont capables de produire de nombreux métabolites secondaires parmi lesquels
on distingue les terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques (NKkhili, 2009).

2.1. Les composés phénoliques :

Les polyphénols, sont des molécules spécifiques du régne végétal, leurs fonctions ne sont
pas strictement indispensables a la vie de la plante. Cependant ces substances jouent un réle
majeur dans les interactions de la plante avec son environnement (Achat, 2013 ; Ganesan et
al., 2017). lls possedent des structures chimiques diversifiées et peuvent avoir des propriétés
biologiques intéressantes (Quideau et al., 2011). Sont principalement synthétisés a partir des
hydrates de carbone via la voie de 1’acide shikimique et la voie d’acide malonique, celles de
I’acide shikimique conduisant aprés transamination et désamination aux acides cinnamiques
et & leurs dérives et celles de 1’acétate conduisant aux polycéto esters ou polyacétates
(malonate) (Cheynie, 1997).

2.1.1. Biosyntheses des composées phénoliques :

Les composés phénoliques constituent un des groupes les plus importants chez les
végétaux, issus de la grande voie d’aromagenése ; shikimates ou acide shikimique et de la
voie acétate-malonate et peuvent étre divisés en diverses classes sur la base de leur structure

moléculaire (Mohammedi, 2013).
2.1.2.Classification :

Les composés phénoliques sont un groupe de produits naturels trés diversifié et se

subdivisent en plusieurs classes, qui se différencient d’abord par la complexité du squelette de

12
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base, ensuite par le degré de modification de ce squelette, enfin par liaison possibles de ces

molécules de base avec d’autres molécules (Macheix et al., 2005).

IIs sont répartis en plusieurs classes, parmi elles : les acides phénoliques, les
flavonoides, les coumarines et les tanins (Tapiero et al., 2002).

a. Acide phénolique :

Ces composés sont universellement rencontrés chez les plantes. Deux sous-groupes
peuvent étre distingués : Les acides hydroxybenzoiques, dont les plus répandus sont 1’acide
salicylique et 1’acide gallique, et les acides hydroxycinnamiques, dont les plus abondants sont
I’acide caféique et I’acide férulique (NKhili, 2009).

» Les acides hydroxybenzoiques :
Sont des dérivés hydroxylés de I’acide benzoique ils ont une structure générale de base de
type (C6-C1). lls existent fréquemment sous forme d’ester ou de glucosides, dont les plus

répandus sont 1’acide salicylique et I’acide gallique (macheix et al., 2005).

> Les acides hydroxycinamiques :
Les acides hydroxycinamiques dérivent de I’acide cinnamique, ce sont des composés
aromatiques de type (C6-C3) qui existent souvent sous forme combiné dont les plus

abondants sont 1’acide caféique et I’acide férulique (Hosseini et al., 2016).
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Figure 4: Biosynthése des composés phénoliques (Cuong, 2017)
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b. Les flavonoides :

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus
dans le régne végetal (Muanda, 2010). Ce sont des pigments quasiment universels des
végétaux qui sont en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles (Medi¢-Saricet al., 2004). Ils interviennent probablement pour protéger les plantes des

herbivores et contréler le transports des auxines (Judd et al., 2002).

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus
importantessont:flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones, chalcones,
anthocyanins (Effendi et al., 2008).

Anthecyanidine Flavan-3-ol

Flavanone

Figure 5 : Structure de base des principaux flavonoides (Chira, 2008).

c. Lescoumarines :

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de feve tonka
(Dipterixordorota Wild., Fabaceae) d’ou fut isolée en 1982 (Bruneton, 1993). Le squelette de
base des coumarines est constitué de deux cycles accolés avec neuf atomes de carbone (Ford
et al., 2001). Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels, elles
donnent une odeur caractéristique semblable a celle du foin fraichement fauché. A I’exception
des algues, ces composés sont les constituants caractéristiques du regne végétal
chlorophyllien. Elles se trouvent dans toutes les parties de la plante et notamment dans les

fruits et les huiles essentielles des graines (Booth et al., 2004).

Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et les solvants organiques tels que
I’éther ou les solvants chlorés dans lesquels ils sont extractibles. Les formes hétérosidiques

sont plus ou moins solubles dans I’eau. Ils présentent une large gamme d'activites ;

14
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spasmolytique, antifongique, anti thrombotique, et vasodilatatrices, anti-agrégation
plaquettaire, anti-inflammatoire anticoagulante, antitumorale, diurétiques, antimicrobienne,

antivirale et analgesique (Brooker et al., 2008).
d. Lestanins:

Composés aromatiques polyphénoliques, non azotes, hydrosolubles et comme les
flavonoides, a saveur astringente et ayant, outre les propriétés habituelles des phéenols, la
capacité de précipiter les alcaloides, la gélatine et autres protéines (Frutos et al., 2004).
Chez les végétaux supérieurs on distingue deux groupes de tanins de structures
différentes: les tanins hydrolysables et les tanins non hydrolysables, ou tanins condensés
(Traoré, 1999 ; Frutos et al., 2004).

» Les tanins hydrolysables :

Au centre d’une molécule de taninshydrolysable, il y a un glucide (D-glucose).Les
groupes hydroxyles du glucide sont partiellement ou totalement estérifiés avec des groupes
phénoliques comme acide gallique ou acide ellagic. Les tanins hydrolysables sont hydrolysés
par des acides faibles ou des bases faible pour produire le glucide et des acides phénoliques
(Praveen, 2012).

» Les tanins condensés :

Sont des polymeéres a noyau flavone qui ont un poids moléculaire élevé (de 1000 a
30000 Da) et une forte affinité pour les protéines. Ils sont présents dans les vacuoles d’un
réseau de cellules spécialisées, situées sous I’épiderme des feuilles et des tiges de
certaines legumineuses tempérées (sainfoin, lotier cornicule ou pédonculé) et tropicales

herbacées et arbustives (Jarrige et al., 1995).
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Figure 6 : Structure des tanins condensés (Macheix et al., 2005).
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2.1.3. Les propriétés des composés phénoliques :

Les polyphénols sont généralement des composeés aromatiques solubles dans les
solvants polaires tels que I’éthanol, le méthanol, le butanol, I’acétone, le diméthylsulfoxide,
I’eau, ... etc (Benkrief, 1990). lls ont moins polaires comme les isoflavones, les flavonones,
les flavones et les flavonols sont plus solubles dans d’autres solvants tels que 1’éther et le

chloroforme (Vitsaropoulou et Vajias, 1986).

On trouve Chez les plantes, les composés phénoliques sont impliqués dans différents
processus comme la germination des graines et la croissance des plantes (Macheix et al.,
2006).Ces derniéres années les recherches sur les composés phénoliques se sont accentuées en
raison de leurs activités anti-inflammatoires, antibactériennes, antifongiques, antioxydant et

méme anticancéreuse (Montoro et al., 2005).

L’antioxydant est défini comme étant une substance qui peut retarder ou empécher
I’oxydation des substrats biologiques. Ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux
libres les rendant ainsi inoffensifs (Karou et al., 2005). lls peuvent étre classes selon leur
origine en antioxydants endogénes ou exogenes. Les antioxydants endogenes sont des
enzymes dont les plus connues sont celles produite dans le corps humain (Mates, 2000).

L’activité antioxydant des composés phénoliques est due a leur capacité a piéger les
radicaux libres, donner 1’atome d’hydrogéne et un électron et de chélate les cations
métalliques. La structure des composés phénoliques est 1’élément déterminant de leur activité
(Balasundram et al., 2006).

Pour les flavonoides, la relation structure activité antioxydant est généralement plus
compliquee que les acides phénoliques a cause de la complexité de la molécule de flavonoides
(Bors et al., 1997).

Quand a I’antimicrobiennes des plantes médicinales sont connues depuis 1’antiquité.
Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20°™ siécle pour que les scientifiques commencent
a s’y intéresser (Yano et al., 2006). Les constituants des extraits de plantes sont actifs contre
une large gamme de bactéries, levures et champignons. Les polyphénols sont reconnus par
leur toxicité vis-a-vis d’une large gamme de microorganismes (Cowan, 1999 ; Basli et al.,
2012).

Chez les végétaux, une contamination par des microorganisme pathogenes entraine
une forte augmentation des teneurs en composés phenoliques, ce qui correspond a la mise en

place de mécanisme de défense de la plante (Macheix et al., 2006 ; Meziani et al., 2015).
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2.2.Les alcaloides :

Les alcaloides sont des composés organiques naturels hétérocycliques avec 1’azote
comme hetéroatome. lls dérivent des acides aminés, de structure moléculaire complexe plus
ou moins basique et doué de propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose, et

sont produits dans les tissus en croissance (Krief, 2003).

La présence d’azote confére a la molécule un caractére basique plus au moins
prononcé, de distribution restreinte et douée d’activité pharmacologique significative (Fdil et
al., 2012). Les alcaloides existent sous forme de sels (malates, méconates, isobutyrates) et
sous forme d’une combinaison avec les tanins.Ils sont des précurseurs de nombreux
médicaments. Les alcaloides jouent aussi le rble d’antibiotique comme la cyclosérine, la

mytomycine (Badiaga, 2011). Les alcaloides sont généralement classés en :

a) Les vrais alcaloides :

IlIs dérivent d’acides aminés et comportent un atome d’azote dans un systeme
hétérocyclique. Ils sont presents dans les plantes, soit sous forme libre, soit sous forme de sel,
soit comme N-Oxyde (Badiaga, 2011).

b) Les proto-alcaloides :

Ce sont des amines simples dont I’azote n’est pas inclus dans un hétérocycle, soluble
dans I’eau. Sont présentent freqguemment de propriétés pharmacologiques marquées et ont de
nombreuse subtilisations en thérapeutique, notamment au niveau de systéme nerveux central,
du systeme nerveux autonome et du systtme (sympathomimétique « épidrine »,
parasympathomimétique « pilocarpine » et du systeme cardiovasculaire) (Gazengel et
Orecchioni, 2013).

Les alcaloides présente d’autre propriétés anti-tumoroles et antiparasitaire qui sont
utilisées comme anti-cancer, sédatif et pour leur effets sur les troubles nerveux (maladie de
parkinson) (Iserin et al., 2007).

c) Les pseudo-alcaloides :
Sont présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais, mais
ne sont pas des dérivés des acides aminés (Badiaga, 2011).
Dans la majorit¢ des cas connus, ce sont des dérivés d’isoprénoides (alcaloides

terpéniques) et du métabolisme de I’acétate (Rakotonanahary, 2012).
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2.3.Les terpenes :

Les terpénes forment une classe d'hydrocarbures, produits par de nombreuses
plantes, en particulier les coniféres. Les terpenes sont des dérivés de I'isopréne CsH8 et
ont pour formule de base des multiples de celle-ci (CsH8)n. On peut considérer l'isoprene
comme l'un des éléments de construction préférés de la nature (Muanda, 2010). Leur
squelette de carbone est constitué d'unités isopréniques reliées entre eux. C'est ce
que I'on appelle la régle de I'isopréne. Ces squelettes peuvent étre arrangés de fagcon

linéaire ou bien former descycles (Benaissa, 2011).

En fonction du nombre n (entier) d'unités, on peut distinguer pour; n =2 : les
monoterpenes(C10), n = 3: les sesquiterpénes (Cis), n = 4: les diterpénes (Czxo), n =

5: les sesterpénes(Czs), n = 6: les triterpénes (Czo) (Muanda, 2010).

Les activités biologiques des terpénes sont incroyablement large et comporte des
activités: antifongiques, antiparasitaires, antioxydantes, anti-microbienne (acide
fuside),anti-fidant (radermasinis), anti-mycotique (trianthenol), anti-virale (les dérivés de
I’acidebetulinique), anti-inflamatoire (betuline, lupeol), des effets anti-tumorale
(boswellique, pomole) anti-cariées (des acides oléanolique, glycyrrhetique), anti-
ulcerienne (acide glycyrrhetique) et anti-HIV (I’acide betulinique) (Ramawat et Merillon,
2008 ; Dalbolena et al., 2016).
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L’oxydation de divers substrats endogenes: les phospholipides des membranes
cellulaires, les protéines et I’ADN, conduit a la formation des radicaux libres ou des especes
réactives oxygénées (ERO). La formation des ERO est un processus tout a fait naturel et joue
un role essentiel dans I’organisme : efficacité de 1’apoptose, prolifération cellulaire normale,
régulation de la pression sanguine, état redox normal pour I’expression des génes, etc...

(Rousseau, 2004).

1. Stress oxydatif :

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la production des radicaux libres
et des ¢léments oxydants et la capacit¢ de leur élimination par les antioxydants d’un
organisme, d’une cellule ou d’un compartiment cellulaire (Barouki, 2006; Reuter et al., 2010).
Ce déséquilibre est un déséquilibre profond de la balance entre les pro-oxydants et les
antioxydants en faveur des premiers, avec conséquences I apparaissions des dégats
irréversibles par la cellule a concentration plus élevées, les EAO peuvent en effet engendrer
des dommages importants sur la structure et le métabolisme cellulaire. Ce que se traduit par
divers altérations biochimiques intracellulaires ; oxydation de I’ADN, de protéines et la

peroxydation des lipides (Cheurfa et al., 2015; Bidri et Choay, 2016 ; Kehili et al., 2017).

2. Les radicaux libres :

Un radical libre est une espece chimique (atome ou molécule) contenant un électron non
appari¢. Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par 1’acceptation d’un autre
électron ou par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule (Afonso et al., 2007).
Les especes réactives de 1’oxygene (ERO) sont des radicaux libres issus de 1’oxygeéne
moléculaire, elles représentent la plus importante classe d’espéces réactives générées dans les

organismes vivants a cause de I’importance du métabolisme aérobie (Valko et al., 2007).

Actuellement, on emploie le terme « especes réactives de 1’oxygene » pour désigner un

ensemble plus large de molécules :

es radicaux oxygénés caractérisés par un électron non apparié: 1’anion superoxyde,
> D d t lect I de

1’0O2e-, les radicaux hydroxyles HOe, peroxyle ROOQOe, alkoxyle RO+ (Favier, 2003).
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» Des dérivés de I’oxygene non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogene (H202),
L’oxygene singulet 1’O¢ et le nitroperoxyde *ONOOH, mais qui sont aussi réactives et

peuvent étre des précurseurs de radicaux libres (Favier, 2003).

Mécanismes de production des ROS ET RNS

oxydases Iradiation UV
< >

Peroxyde Oxygéne singulet
d’hydrogéne

Arginine

Cl

Acide hypochloreux

Monoxyde d'azote

Radical hydroxyle Peroxynitrite

Figure 7 : Origine des différents radicaux libre impliqués en biologie (Sahnoun et al., 1998)

2.1. Différentes formes des radicaux libres :

Parmi les especes radicalaires qui se forment dans les cellules, on distingue des
composés qui jouent un réle particulier en physiologie et déenommés radicaux primaires. Les
autres RLO, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de radicaux primaires sur les
composés de la cellule. Les radicaux primaires dérivent de I'O> tels le radical superoxyde
(O2¢) et le radical hydroxyl (OHe), ou de l'azote tel le monoxyde d'azote (NOe¢). D'autres
especes dérivées de l'oxygene dites espéces réactives de I'oxygéne, comme I'oxygeéne singulet
(102), le peroxyde d'hydrogéne (H202) ou le nitroperoxyde (ONOOQOH), ne sont pas des RLO,
mais des espéeces réactives précurseurs de radicaux (Favier, 2003).

R/

% Radicaux libres oxygénées (ERO)

Appeler aussi «espéces réactives de 1’oxygene »qui inclut les radicaux libres de I’oxygéne
proprement dit (le radical superoxyde; hydroxyle; 1’oxyde nitrique) mais aussi certains dérivés
oxygenées reactifs non radicalaires (peroxyde d’hydrogéne; I’oxygéne singulet; 1’anion
hypochlorite; le peroxynitrite) dont la toxicité est importante (Novelli, 1997; Bartosikova et
al., 2003).
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En effet, la toxicit¢ des ERO n’est pas nécessairement corrélée avec leur réactivité,
dans plusieurs cas des especes peu réactives peuvent étre a I’origine d’une grande toxicité en
raison de leur demie vie longue qui leur permet de se diffuser et gagner des locations
sensitives ou elles peuvent interagir et causer des dommages a longue distance de leurs sites
de production (Kohen et Nyska, 2002).

% Radicaux libres azotés (RNS)

e Oxyde nitrique NO : est un radical avec un électron non apparié, il est formé par
I'action du NO synthétase sur I’arginine (Fang et al., 2002). L'oxyde nitrique lui-méme moins
réactif que les autre radicaux libres, mais sa sur production dans des conditions spécifique
capable de provoquer la déplétion des principaux antioxydants au niveau du plasma, tels que
I'acide ascorbique et I'acide urique et capable d'entamer le lipide peroxydation (Halliwell et
Wiseman, 1996).

e Nitrique dioxyde NO:2 : formé a partir de la réaction du radical pyroxyle avec NO. Le
nitrique dioxide est un puissant déclencheur du lipide peroxydation par sa capacité d'arracher
un atome d'hydrogene d'une double liaison au niveau des acides gras polyinsaturés.

e Peroxynitrite : la réaction du NO avec anion superoxide donne naissance au
peroxynitrite (Wiernsperger, 2003), est un dérivés d'oxygene tres toxique provoque des

Iésions tissulaires trés graves en plus del'oxydation des LDL (Halliwell, 1997).

0, + NO™ »QOONO

Peroxynitrite apparait comme I'espece le plus toxique pour les tissus au niveau des sites de
I'inflammation et participe dans plusieurs désordres neurodégénératif et des lésions rénales.
Le peroxynitrite (OONQ") est capable d'oxyder les protéines et les bases azotiques des brins

d’ADN par une grande similarité de I'oxydation par le radical hydroxyle (Knight, 2001).
2.2. Sources des radicaux libres

Au cours de leur métabolisme normale et parfois en réponse a un stimulus spécifique,
divers types cellulaires et tissus donnent naissance aux radicaux libres par des réactions

enzymatiques ou par auto-oxydation (Boussoualim, 2014). On distingue deux sources :

e Sources exogenes : des facteurs exogeénes lies a I'environnement ou au mode de vie sont a

l'origine d'une augmentation du stress oxydant dans l'organisme par 1’accumulation de
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radicaux libres dans 1’organisme. Une large variété de xenobiotiques (toxines, pesticides,
herbicides, etc...) peuvent contribuer a la production des ERO qui se forment comme un des

produits de leur métabolisme in vivo (Desikan et al., 2003 ; Lykkesfeldt et Svendsen, 2007).

Le goudron, le tabac et les polluants industriels participent également & la genése
d’ERO, qui attaquent et causent des endommagements dans I’organisme que ce soit par
interaction directe avec la peau ou aprées inhalation dans les poumons (Miinzel et al., 2006 ;
Diurackova, 2008). L'exposition prolongée au soleil, ainsi que les rayonnements X ou vy
peuvent par différents mécanismes faire apparaitre des radicaux libres (02", OHe,10> et
d’H20,) (Bouzid, 2009).

Une alimentation raffinée riche en graisses saturées, en sucre et consommation
d’alcool, sont autant d’éléments favorisant la genése de radicaux libres (Mena et al., 2009)

qu’une alimentation déséquilibrée (carences en vitamines et oligo-éléments) (Zerargui, 2015).

e Sources endogenes

A coté des sources exogeénes des radicaux libres, les métabolismes intracellulaires
(endogenes) sont des sources plus importantes d’ERO. Ils sont produits en continu durant
toute la vie de chaque cellule dans I’organisme (Boussoualim, 2014). L’une des sources
physiologiques majeures de O2e¢- est représentée par la chaine respiratoire mitochondriale

comme source permanente d’ERO (Garcia, 2005).

De méme, les radicaux libres sont produits in vivo sous I'action de plusieurs systemes
biochimiques tel que, les cellules neuronales, endothéliales et phagocytaires (macrophages)
(Boussoualim, 2014). Des radicaux libres sont également produits sous l'influence d'autres
facteurs endogénes, notamment le stress intellectuel ou thermique (Ansari, 1997 ; Valko et al.,
2006).

racliatic

> Mitachondr igarette
......... y«ln /
Sources
Endogénes Phagocyte chaleur
xyhémogl l) ine pn Sticide

— fication poliution

Figure 8: les différentes sources des ERO (Humblet et al., 2005)
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3. Les conséquences moléculaires du stress oxydatif :

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des
Iésions secondaires dues au caractere cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés
notamment lors de I'oxydation des lipides (Nathalie, 2014).

L'organisme peut aussi réagir contre ces composés anormaux par production d'anticorps,
qui malheureusement peuvent aussi étre des auto-anticorps créant une troisieme vague

d'attaque chimique (Bouziane , 2011).

» Peroxydation des lipides

Principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de l'attaque par
OHe capable d'arracher un H sur les carbones situés entre deux doubles liaisons pour former
un radical diéne conjugué, oxyde en radical peroxyle (Autore et al., 1984). Cette réaction
appelée peroxydation lipidique forme une réaction en chaine (Manallah, 2012).

L’attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines circulantes aboutissant a la
formation de LDL oxydées qui formeront le dépét lipidique de la plaque d'athérome des
maladies cardio-vasculaires alors que l'attaque des phospholipides membranaires modifie la
fluidité de la membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs

et la transduction du signal ( Nathalie, 2014).

» Oxydation d’ADN

Il s'agit d'une molécule trés sensible a I'attaque par les RLO (Marie-Eve, 2012). L'attaque
radicalaire peut étre directe et entrainer l'oxydation des bases, engendrant des bases
modifiées. Le stress oxydatif peut aussi attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose,
ou attaquer le sucre lui-méme, créant une coupure de chaine simple brin. Des dommages
indirects peuvent résulter de l'attaque des lipides dont la peroxydation génére des aldéhydes
mutagenes, formant des adduits sur les bases de I'ADN (Belkheiri, 2010).
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Figure 9: Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des
cellules (Ashnagar, 2007).

» Oxydation des polysaccharides

Les RLO attaquent les glycosaminoglycanes et notamment les protéoglycanes. Par
ailleurs, le glucose peut s'oxyder dans des conditions physiologiques, en présence de traces
métalliques, en libérant du H202 et OHe, qui entraineront la coupure des protéines et leur
glycation (Nathalie, 2014). Ce phénoméne est trés important chez les diabétiques et contribue

a la fragilité des parois vasculaires (Ashnagar , 2007).
» Oxydation des protéines

De nombreuses enzymes cellulaires et protéines de transport sont oxydées et inactivées et
perdent ainsi leurs propriétés biologiques (enzyme, récepteur...) et deviennent beaucoup plus
sensibles a l'action des protéases (Ashnagar , 2007). Les protéines oxydées deviennent aussi
tres hydrophobes, elles vont alors former des amas anormaux dans ou autour des cellules
(Nathalie, 2014).

4. Les systéemes de défense antioxydants

De facon générale, un antioxydant est défini comme étant toutes substance qui présente a
inhibe

by

faible concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou

significativement I’oxydation de ce substrat et permet de maintenir 1’homéostasie cellulaire.

(Barouki, 2006; Gauche et Hausswirth, 2006).

L’organisme possede des systemes de défense tres efficaces, de deux types :
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Les antioxydants enzymatiques et les antioxydants non enzymatiques. Ces antioxydants sont
d’autant plus importants que certains peuvent étre utilisés en thérapeutique pour tenter de

prévenir le stress oxydatif (Diplock, 1991).
» Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la premiére ligne de défense de

notre organisme contre les EROs (Hamadi, 2010).
a) Les superoxydesdismutases (SOD)

Les superoxydes dismutases (SOD) constituent la premiére ligne de protection contre
les dérivés radicalaires de I'oxygene (Vergely et al., 2003). Ils sont présents dans presque
toutes les cellules aérobies et dans les liquides extracellulaires (Kabel et al., 2014). Les SOD
sont I'un des antioxydants les plus puissants, ils catalysent la conversion d'anions superoxydes
en dioxygene et en peroxyde d'hydrogéne: (Belge, 2016).

SOD

2 H* + 202¢ » H202 + O2

b) Les catalases

La catalase est une enzyme intracellulaire, localisée principalement dans les
peroxysomes. Elle catalyse la réaction de détoxification du H20. (généralement produit par la
SOD). Elle est surtout présente au niveau des globules rouges et du foie (Soulére et al., 2002).
La réaction de détoxification se déroule comme suit :

2H02 ——» 2H20 + O2

c) La glutathion peroxydase et réductase (GSH-PXx)

Les enzymes de cette famille sont selenium (Se)-dépendante. La glutathion peroxydase
(GPx) est présente dans le cytoplasme ou elle joue un réle majeur dans la régulation de 1’état
redox physiologique intracellulaire des cellules vasculaires. Elle catalyse la réduction des

hydroperoxydes (H20>), et des peroxydes lipidiques en utilisant le glutathion réduit (GSH)

comme donneur d’hydrogene.

2 GSH +2 H,0,— GSSG +2 H,0
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d) L’héme oxygénase

L’héme oxygénase dégrade I’héeme (pro-oxydant) en biliverdine, puis en bilirubine qui
est un antioxydant, en CO et en fer, et peut prévenir I’oxydation des LDLs. On distingue
I’héme oxygénase constitutive et inductible. Cette derniere est induite par le stress oxydant et

les oxLDLs, et possede un effet antiathérogéne chez la souris (Ouannes et boumarafi, 2017).
e) Les thiorédoxines (TRX) et la thiorédoxine réductase (TRXR)

Les thiorédoxines sont des enzymes a activité antioxydante intrinséque comme toutes les
protéines a groupement thiol (-SH). Elles jouent aussi un réle important dans la régulation du
systeme immunitaire. Une fois oxydée, la thiorédoxine est réduite par la thiorédoxine
réductase (TRXR) qui est une enzyme possédant un groupement sélénocystéine dans son site
actif. La TRxR intervient aussi dans la dégradation des peroxydes lipidiques et du peroxyde

d’hydrogéne et dans la régénération du radical ascorbyl en acide ascorbique (Souza, 2010).
» Les antioxydants non enzymatiques

Certaines substances ingérées sont utilisées par 1’organisme comme antioxydants. Ce sont

principalement :
A) Glutathion

Le glutathion est un tripeptide endogéne qui joue un rble majeur dans la protection
des lipides, des protéines et des acides nucléiques contre I'oxydation en situation de stress
oxydant, son rdle protecteur et détoxifiant résulte principalement de sa fonction de coenzyme
des GSH-Px. (Stamler et Slivka, 1996)

B) Acide Urique

L’acide urique est un piégeur de 1’0, des radicaux peroxyles et hydroxyles (RO, et
HO ), La réaction de I’acide urique avec ces ROS génére des radicaux moins réactifs que
HO  (Powers et Jackson, 2008).

C) Vitamine C

L’acide ascorbique et ses dérivés; Il peut étre d’origine naturelle (fruits et légumes) ou
synthétique. L ’acide L-ascorbique (vitamine C) et son dérivé le palmitate d’ascorbyle, ils sont

des antioxydants utilisés en synergie. Il posséde un caractére acide et intervient dans les
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¢changes d’oxydoréduction grace a sa fonction ene-diol. L’acide ascorbique s’oxyde en acide
déshydroascorbique, prévenant ainsi 1I’oxydation d’autres substances moins réactives (Portes

et Fernandez-Kelly, 2008).
D) Vitamine E

Elle prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo en capturant les
radicaux peroxyles. Elle est présente dans les huiles végétales, les noix, les amandes, les

graines, le lait, les ceufs et les Iégumes a feuilles vertes (Ahmet, 2003).
E) Les oligoélements

Le cuivre, le zinc, le manganese, le sélénium et le fer sont des métaux essentiels dans
la défense contre le stress oxydant. Ces oligoéléments jouent le rble de cofacteur pour

maintenir 1’activité catalytique des enzymesantioxydantes (Garait et al., 2007).
F) Les caroténoides

Se sont des pigments issus des plantes et microorganismes, et sont regroupés en deux
grandes familles : les caroténes et les xantophylles. L’activité antioxydante de ceux-ci est liée
a leur longue chaine polyénique qui leur permet de réagir avec les radicaux ROO°, HO®, 02°-
, R° par simple addition ¢électrophile et transfert d’¢électron. Ils permettent, en particulier, de

neutraliser I’oxygéne singulet (Valko et al., 2006) .
g) Les composes phénoliques

La propriété antioxydante des flavonoides la mieux décrite est leur capacité a piéger
les radicaux libres: radical hydroxyle, I’anion superoxyde et les radicaux peroxyles. Les
flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a* leur groupement hydroxyle
(C30H) fortement réactif .1ls peuvent également protéger les membranes cellulaires par leur
action a différents niveaux sur la peroxydation lipidique (Chekir-Ghedira et al., 2005). Elle
contribue aussi a I’inhibition de 1I’oxydation des lipoprotéines de faible densité (LDL) qui sont

impliquées dans I’atherogénése (Rehab et al., 2012) .
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I.  Matériel et méthodes
1. Matériel biologique
1.1 Matériel végetal
L’étude est réalisée sur les feuilles de Moringa oleifera provenant du sud d’Algérie de
la région de Oued-Souf, récoltées début d’avril 2019. L’identification a été effectuée par Mm
BOUHALIT maitre de conférences a 1’université Abbés-Laghrour de Khenchela. Aprés triage
et nettoyage, les feuilles de M.oleifera ont été séchées a I’air libre dans un endroit sec et
ombragé. Un broyage fin des feuilles séchées est pratiqué a ’aide d’un broyeur électrique. La
poudre finale obtenue est conservée dans un bocal en verre fermé hermétiquement est stocké a

I’abri de la lumiére.

Figure 10 : Photographies des feuilles et de la poudre de Moringa olifera (photos

personnelles)

1.2.Les souches bactériennes

Toutes les souches bactériennes ont été aimablement fournies par le Pr. Ben Mhidi,
médecin chef au laboratoire de bactériologie de CHU Batna. Il s’agit d’Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus.
2. Réactifs et equipement

Le travail a été effectué au niveau des laboratoires pédagogiques de 1’université Abbés
Laghrour-Khenchela. Pour réaliser cette étude, un ensemble d’équipements, de verreries,

d’appareillages et de produits chimiques, solvants, milieux de culture ont été utilisés, parmi
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ces produits:

Le méthanol, 1’éthanol, le chloroforme, I’hydroxyde de sodium (NaOH),
I’ammoniaque (NH4OH), le sulfate de potassium, 1’acide sulfurique (H2SOs), 1’acide
chlorhydrique (HCI),I’acide acétique, le trichlorure d’aluminium(AIClz), la gélose Mueller-
Hinton, les réactifs de Fehling, Bouchardat, 1’acide ascorbique et le DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl), TCA, ferricyanure de potassium, le chlorure ferrique(FeCls), Sérum
albumine humaine (SAH).

Les appareillages utilisés: Rota vapeur HAHNSHIN HS-2005 V-N, spectrophotometre
UV-Vis a double faisceau, chambre d’observation UV, étuve universelle de 5 a 220°C avec
ventilation, pH métre, centrifugeuse, agitateur magnétique, et balance de précision, la haute,

bec benzene, autoclave, bain marie, vortex, régle millimétrique, réfrigérateur.

3. Préparation des extraits

3.1 Préparation d’extrait aqueux par infusion

La préparation de cet extrait consiste a faire infuser 40 g de la poudre de moringa dans
300 ml de I’eau distillée,porté initialement a ébullition pendant 20 min a 45C°. Puis une
filtration par un papier filtre. A la fin de I’extraction etla filtration, le filtrat a été récupéré et

évaporeé a sec par une étuve a 50 C°.
3.2 Préparation d’extrait aqueux par décoction

Cette préparation est basée sur la décoction, en introduisant 40 g de poudre de moringa
dans 300 ml de I’eau distillée. Le tout est chauffé pendant 1 heure. Apres refroidissement et

filtration, le filtrat est évaporé a I’é¢tuve a 50 C° (Souley, 2005).
3.3 Préparation de I’extrait hydro-méthanolique

L’extraction a été effectuée par macération a froide de 20 g de la poudre de moringa
dans 100 ml d’un mélange hydro-alcoolique méthanol-eau distillée ; (8:2 V\V) pendant 24h
avec agitation continue a température ambiante. Apres filtration a 1’aide d’un papier filtre; le
résidu est macéré deux autres fois avec la méme solution et le méme volume. Les filtrats sont
récupérés, réunis et soumis a une évaporation rotative a 45°C. L’extrait sec obtenu est ensuite

stocké a une températurede +4 C°.
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Poudre végétale de
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(80/20)
Infusion pendant 30min Ebullition pendant 1h ]
Filtration
| | |
Récupération de filtrat Récupération de filtrat FiI;ratinn
l l Filtrats combinés
&
Extrait aqueux brute Extrait agueux brute Extrait hydroalcolique
(infusé) (décocté) brute

Figure 11: Protocole d’obtention des extraits bruts de Moringa oleifera.

» Détermination du rendement d’extraction
Le rendement des extraits méthanolique et aqueux est déterminé par le rapport du poids
de I’extrait sec aprés évaporation sur le poids de la matiére végétale seche utilisée pour
I’extraction, multiplié¢ par 100% (Bekhechi, 2001).

R(%)= (Pe / Pv) x 100

R (%) : Rendement en %.

Pe : Poids de I’extrait aprés 1’évaporation du solvant.

Pv : Poids de la poudre végétale utilisée pour I’extraction.
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4. Analyse qualitative des composés phénoliques
a. Screening phytochimique des extraits
> Mise en évidence des flavonoides

5 ml d’extrait avec quelque gouttesd’AlCl3 a 1%. La présence des flavonoides est

confirmée par I’apparition d’une couleur jaune (Edeaga et al., 2005).

» Mise en évidence des composés phénolique

1 ml d’extrait dans 3ml d’eau distillée et 5 gouttes de FeCls y ont été ajoutées. La
présence des composés phénoliques a ét¢ marquée par 1’apparition de la coloration
bleu- verdatre (Rosine et Momo, 2009).

> Tanins

2 a 3 gouttes de chlorure ferrique (FeCl3 a 2%) sont ajoutées a Iml d’extrait.
L’apparition d’une coloration vert foncée indique la présence de tanins catéchiques, une
coloration bleue fanée indigque la présence de tanins gallique et une coloration bleue verdatre

indique la présence de tanins (Soulama et al., 2014).
» Alcaloides

La présence d’alcaloides est révélée par la méthode d’kpemissi (2007). Quelques
gouttes du réactif de Bouchardat sont ajoutées a 2ml d’extrait. La formation d’un précipité

brun-noir, brun-terne ou jaune-brun indique la présence de ces métabolites dans le milieu.
» Saponines

La détection des saponines est réalisée au moyen du test de Yadav et Agarwala (2011).
Iml d’extrait, ajoutés 3ml d’eau distillée. Apres agitation pendant 2 min la formation d’une

mousse persistante indique la présence des saponines.
» Terpenoides

La méthode d’Aziman et al. (2012) permet de mettre en évidence la présence de
terpenoides. 2,5 ml d’extrait est ajouté a 1ml de chloroforme. Aprés homogénéisation, 1.5 ml
d’H2SO4 concentré sont ajoutés au mélange. La formation d’une couleur brun-rouge a

I’interface indique la présence de ces composés.

> Les anthocyanes

La recherche des anthocyanes repose sur le changement de la couleur de I’infusé a
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10% avec le changement de pH : On ajoute quelques gouttes d’HCI, puis quelques gouttes
d’ammoniac (NH4OH). Le changement de la couleur indique la présence des anthocyanes
(Debray et al.,1971).

» Les quinones libres

2 ml d’extrait plus quelques gouttes de lessive de soude (NaOH 1 %) développent une
couleur qui vire au jaune, rouge ou violet en présence des quinones libres (Oloyede et Aina,
2005).

» Les anthraquinones

Ajoute 5 ml de NH4sOH a 10 ml d’extrait, aprés agitation leur présence est indiquée
parune coloration violette (Okerulu et Aina, 2001).

» Les coumarines

1 ml d’extrait est déposé sur papier filtre plus 0,5ml de NH4OH a 25% et I’observation
de la fluorescence sous une lampe UV a 366 nm. Une fluorescence intense dans le tube ou il a

¢été ajouté ’ammoniaque indique la présence de coumarines (Okerulu et Aina, 2001).

> Les amines
L’extrait est déposé sur papier filtre a I’étuve 80 °C puis pulvérisé aves quelques
gouttes de ninhydrine puis séché a I’étuve a 110 °C pendant 5 min. Des taches violettes sur le

papier indiquent la présence des amines (Oloyede, 2005).

> Les Mucilages

1 ml d’infusé est ajoutéa Smld’éthanol aprésquelque minute.Laformation d’unprécipité
indique la présence des mucilages (Etudes rwandaises, 1977).

» L’Amidon

On ajoute quelque goutte de légole a 1ml d’infusé 5%, une colorationbleu foncé

confirme la présence de I’amidon (Kanoun, 2011).
> Les sucres réducteurs

A 1 ml de chaque extrait on ajoute 2ml de solution Fehling puis les tubes sont incubés
au bain marie pendant 20 min. Un test positif est indiqué par 1’apparition d’un précipité de

couleur rouge brique (Cai et al., 2011).
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5. Analyse quantitative des composés phénoliques
a. Dosage des phénolstotaux
Le réactif de Folin-Ciocalteu a été employé pour déterminer la teneur en phénols totaux

des extraits d’échantillons selon la méthode rapportée par (Singleton et al., 1999).

A 200 pl de chaque extrait végétal (2mg/ml), sont ajoutés 1 ml de réactif de Folin-
Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois dans de I'eau distillée. Apres 5 minutes en obscurité, on ajoute
800 ul de carbonate de sodium (Na,COs) a 7,5%. L'absorbance du mélange réactionnel est
mesurée a 765 nm contre un blanc, apres une incubation pendant 2 h a température ambiante
et a l'obscurité. Dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage la courbe
d'étalonnage est effectuée par I'acide gallique a différentes concentrations (0-100 mg/ml). Les
résultats sont ainsi exprimés en milligramme d'acide gallique par gramme d'extrait sec (mg
d'EAG/Q).

200 pl d'extrait (2mg/ml)

1ml de Folin-ciocalteu a 1/10

Incubation pendant 5 min a |'obscurité
et a température ambiante

800 ul de Na,Cos (7,5 %)

Incubation a I'obscurité et a
température ambiante pendant 2h

Lecture d’absorbance a 765nm

Figure 12 : Protocole du dosage des phénols totaux (Djeridane et al., 2006).
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b. Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides a été réalise selon la méthode de (Djeridane et al., 2006).
Cette méthode spectrophotométrique du trichlorure d’aluminium (AICI3) est utilisée pour
quantifier les flavonoides. Elle est basée sur la capacité des flavonoides a se complexer avec

le chlorure d’aluminium.

1 ml d’échantillon est ajouté a 1 ml de la solution d’AlCl3 (2%), le mélange est
vigoureusement agité. Aprés 10 minutes d’incubation, I’absorbance est lue a 430 nm.
L’absorbance est mesurée au spectrophotométre UV visible a 430 nm. Une courbe
d’étalonnage établie par la quercétine, réalisée dans les mémes conditions opératoires que les
échantillons, servira a la quantification des flavonoides. Les résultats obtenus sont exprimés
en mg équivalent de la quercétine par gramme de matiére seche (mg EQ/g MS) (Djeridane et
al., 2006).

1ml d’extrait + Iml d’ AIClz (2%)

Homogénéisation

Incubation a 1’obscurité Lecture de
pendant 10min a I’absorbance
température ambiante a430nm

Figure 13: protocole du dosage des flavonoides (Maksimovi¢ et al,. 2005).

6. Evaluation de I’activité anti-oxydante
a. Activité anti radicalaire par la méthode du DPPH

¢ Principe

L’activité antioxydant a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du radical
DPPH (2, 2-Diphényl-1-picrylhydrazyl), le mécanisme principal d’action est le piégeage des
radicaux libres par le transfert du radical H sur le DPPH (mauve) qui sera transformé en une
molécule neutre et stable DPPHH (jaune); la réduction du DPPH en DPPH-H se fait en
mesurant la diminution de la coloration violette, due & une recombinaison des radicaux DPPH
mesurable par spectrophotométrie de 515nm (Brand William et al., 1995 ; Popovici et al.,
2010).
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Figure 14: Réduction du radical DPPH®° (Haddouchi et al., 2016)

** Mode opératoire

50 ul d’extrait a différentes concentration (de 0.5 a 2 mg/ml) sont ajoutés a 1950 ul de la
solution méthanolique du DPPH (0.025 g/l). Parallélement, un controle négatif est préparé en
mélange 50 pl de méthanol avec 1950 ul de la solution méthanolique de DPPH. Apres 30 min
d’incubation a I’obscurité et a température ambiante, la lecture de 1’absorbance est faite a 515

nm contre un blanc.

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un anti-oxydant de référence : ’acide
ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions. Pour chaque
concentration, le test est répété 3 fois. Les résultats ont été exprimés en pourcentage
d’inhibition (1%). La capacité antioxydant de nos échantillons est exprimée en pourcentage
d’inhibition du radical DPPHe suivant I’équation :

abs contrble — Abs échantillon

inhibition% = 100
IO Abs controle *

Abs contrdle : correspond a 1’absorbance du controle

Abs échantillon : correspond a 1’absorbance de 1’échantillon

IC50 ou concentration inhibitrice est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour

réduire 50 % de radical DPPH déterminées graphiquement par régression linéaire.
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b. Mesure du pouvoir réducteur du fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur est I’aptitude des antioxydants présents dans I’extrait & donner un

électron qui va réduire le fer ferrique (Fe3+) du complexe ferricyanure en fer ferreux (Fe2+)
(Li et al., 2009). Le pouvoir réducteur de I’extrait est déterminé selon la méthode décrite par
Li et al. (2007) qui consiste a mélanger 1ml d’extrait de différente concentration avec 2,5 ml
d’une solution de ferricyanure de potassium a 1%. Le mélange est incubé pendant 20 min a 50
C° puis 2,5 ml d’acide trichloroacétique (TCA) a 10%. Aprés centrifugation a 3000 rpm/10
min, 2,5 ml de surnagent sont mélangés avec 2,5 ml d’eau distillée. L’absorbance obtenu est
mesurée a 700 nm.

La valeur EC50 est la concentration de 1’échantillon qui correspond a une absorbance
¢gale a 0,5 et est calculée a partir du graphe de 1’absorbance en fonction de la concentration

de I’échantillon.

1ml d’extrait + 2.5ml de la solution + 2.5ml de [KsFe(CN)e] & 1%
tampon phosphate

( !

v Incubation & 50C° pendant
20min

+

2.5ml TCA a 10%

!

Centrifugation a 3000 2.5ml de surnagent de
tours par min pendant == chaque extrait de
10min différent concentration

+

2.5ml d’eau distillé et

0.5 ml de FeCl- a

Mesure de . /

I’absorbance a 700nm

Figure 15: Protocole de détermination du pouvoir réducteur (Oyaizu et al., 1986).
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7. Evaluation du pouvoir antibactérien des extraits de M. oleifera

La méthode de diffusion en milieu gélosé cité par Chan et al. (2007)est utilisée pour
rechercher I’efficacité et 1’activité antibactérienne des différents extraits infuse, décocte et

extrait hydro-méthanolique au laboratoire de bactériologie de CHU Batna.

Le milieu de culture utilisé est la gélose Mueller-Hinton. Les souches bactériennes

utilisées sont représentées dans le tableausuivant :

Tableau 03 : Description des différentes souches bactériennes utilisées

Espéce Référence Famille Quelques propriétés des souches utilisées

Escherichia coli | ATCC25922 | Enterobacteriaceae | Bacilles a gram négatifs a sporules, fermentent le
lactose et le glucose, responsables des infections
urinaires, septicémie méningite du nourrisson, de

plaies opératoires et gastro-entérites

Pseudomonas ATCC27853 | Enterobacteriaceae | Bacille a Gram négatif, mobile aérobie, non capsulé.
aeruginosa Agent pathogéne opportuniste actif. provoque des
infections nosocomiales, sous forme d’infections
urinaires, d’infections du sang, des plaies et de

I’appareil respiratoire (Perry et al., 2004).

Staphylococcus | ATCC25923 | Micrococaceae Cocci a Gram positif, immobiles, responsables
aureus d’infections graves communautaires et
nosocomiales, d’infections des plaies, de la peau et
du sang, des abces, ostéites, otites, infections
urinaires, endocardites, gastro- entérites et infection
pulmonaires (Hart et Shears, 2002 ; Perry et al.,
2004).

% Preéparation des souches

Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries dans le
bouillon nutritif, puis incubés a 37°C pendant 24 heures afin d’obtenir une culture jeune et des

colonies isolées qui ont servi par la suite a préparer 1’inoculum.
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Figure 16: les différentes souches sensible a utilisées (photos personnelles).
+« Préparation des disques

Les disques du papier WathmanN°1 de 6 nm stérilisés a 120°C pendant 45 min a I’autoclave.

% Préparation de I’'inoculum

Des colonies bien isolées ont été transférées dans des tubes contenant de I’eau distillée
stérile afin d’avoir des suspensions bactériennes ayant une turbidité voisine a celle de
McFarland 0.5 (108UFC/mL).

< L’ensemencement

L’ensemencement de I’inoculum est réalisé en surface, en tournant chaque fois sur toute la
surface du milieu, en tournant chaque fois la boite de 60°C de facon a assurer un

ensemencement uniforme.
< Dép6bt des disques

Des disques de papier-Wattman stériles (6 mm de diamétre) sont imprégnés avec chaque
extrait de différent concentration(0.5, 0.75 et 1 mg /ml) a raison de 10ul (Karabay- Yavasoglu
et al., 2007). Les disques témoins sont imprégnés de 10 ul du DMSO (Bansemir et al., 2006).
Les disques sont déposés aseptiquement a lasurface du milieu ensemencé. L’incubation des
boites dans 1’étuve pendant 24 heures a 37°C. Les mesures des diametres des zones
d'inhibition sont effectuées a I’aide d’une régle millimétrée sur la surface inférieure de la

boite, sans ouvrir le couvercle (Karabay-Yavasoglu et al., 2007).
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Figure 17 : Série des dilutions préparées a partir de la solution mére des extraits aqueux et

méthanolique de Moringa oleifera

» Etude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques

Une suspension bactérienne du germe a tester est ensemencée dans des boites de Pétri
contenant la gélose Mueller-Hinton. Des disques d’antibiotiques sont ensuite déposés sur la

gélose ; puis les boites de Pétri sont mises a incuber a 37°C a I’étuve (Vandepitte et al., 1994).

8. Analyse statistique

Toutes les données représentent la moyenne de trois essais et les résultats sont exprimés
par la moyenne + 1’écart type. Les résultats ont fait 1’objet d’une analyse de la variance
(ANOVA) suivie d’une comparaison multiple des moyennes par le bais du logiciel

Minitab 13 et la comparaison des données est prise a la probabilité (P<0,05).
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1. Rendement d’extraction

La préparation des extraits des feuilles et des amandes de Moringa oleiferaa été effectuée
selon la méthode proposée par Souley (2005) et Kothe (2007). Les procédés d’extraction ont
permis d’obtenir trois extraits: les extraits aqueux obtenus par infusion (Aq 1), par décoction
(Aq 2), et brut hydro-méthanolique (EM).

La couleur la masse, ainsi que le rendement de chaque extrait par rapport au poids des feuilles

séchées et pulvérisées sont représentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 4 : Rendements et caractéristiques des extraits des feuilles de Moringa oleifera.

Extraits Rendement(%o)
Aql 12,15 Marron 30,38
AQg2 3,55 Marron 8,8

ME 5,65 Miel 28,25

Les rendements représentés dans le tableau ci-dessus sont illustrés sous forme
d’histogramme permettant de faire une comparaison entre les rendements des différents

extraits des feuilles de Moringa oleifera.

4 Y
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\ 4

Figure 18: Rendements des extraits de Moringa Oleifera en pourcentage.
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Le calcule des rendements par rapport au poids sec de la poudre végetale (Tableau 4) a
montré que 1’Aql représente le rendement le plus éleve (30,38%) suivi par I’extrait ME avec
un rendement de (28,25 %) et I’extrait Aq 2 qui présente le plus faible rendement avec (8.8
%). Il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie de maniere
générale. En effet, le rendement n’est pas relatif; il dépend de la méthode et des conditions
dans lesquelles I’extraction a été effectuée, elle varie en fonction de 1’organe récolté, de la

période ainsi qu’au mode d’extraction et des solvants utilisés (Daoudi et al., 2015).

Les travaux antérieurs réalisés par Kutama et ses collaborateurs en 2016 sur cette
espéce de la région d’Inde avec 1’éthanol, ont enregistrés un rendement faible (16 %) par

rapport a notre extrait aqueux infusé (28,5%).

D’aprés Sultana et al. (2009) ayant travaillé sur les feuilles de la méme espece, avec
différents solvants méthanolique absolu et hydrométhanolique (80%), nous remarquons que le
rendement d’extrait hydro-méthanolique des feuilles de notre échantillon (28,25%) est
supérieur a leur rendement des feuilles pour les deux solvants qui est respectivement (9.61%
et 17.9%).

La différence de rendement entre les extraits est due aux types de meétabolites
secondaires présents dans 1’extrait et a la nature de solvant utilisé. Le méthanol reste le
solvant approprié pour une récupération importante pour la majorité des composés

phénoliques (Aja et al., 2015).
2. Tests phytochimiques préliminaires

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur différents extraits préparés a partir des
feuilles de Moringa oleifera, révélent la présence de plusieurs familles de composés dont les

résultats sont présentés dans le tableau 05.
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Tableau 5 : Résultats des screening phytochimiques des différents extraits de

M. oleifera
Résultats Aq 1 AQ 2 ME

Composés phénoliques|Vert foncé +++ +++ 4+
Alcaloides Précipité brun-noir|_ B B

ou jaune-brun
|[Flavonoides Jaune +++ +++ +++
Terpénoides [Brun-rouge a +++ 4+ 4+

[Pinterface
Quinone libre Jaune, rouge ouf+++ +++ +++

violet
Tanins Vert foncé +++ +++ o+ +
Anthocyanes [Rouge cerise _ _ 3
Saponine Mousse + + +
Anthraquinone Violette _ B _
Coumarines |[Fluorescence + i +++
Amines Tachesviolettes + + +
Mucilages Précipité +++ +++ +++
Amidon [Bleu foncé _ _ _
Composés réducteurs [Precipité rougel+++ +++ +++

brique

(+++) test fortement positif, (++) test moyennement positif, (+) test faiblement positif, (-) test

négatif , (£) présence en tache.
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A partir de ces résultats nous constatons que : les feuilles de la plante Moringa oleifera
sont trés riches en composés phénoliques, en tanins, en terpénoides, elles renferment
également les amines, les mucilages, les coumarines, les flavonoides ainsi que des composés
réducteurs avec une absence des alcaloides, des anthocyanes et des anthraquinones,

L’absence des flavonoides dans nos extraits s’accordent avec ceux de Arora et Onsare,
(2014). Aussi d’autres études d’ljarotimi et al. (2013) et Laiswal et al. (2013) ont montré la
mise en évidence des flavonoides et des composés phénoliques dans 1’amande de Moringa
oleifera. Par contre, d’apres Jecinta et al. (2018) ayant travaillé sur les feuilles de Moringa,
ont révélé la présence des flavonoides, tanins, polyphénoles, et des terpénes dans 1’extrait

aqueux et hydro-alcoolique par contre 1’absence des saponines.

Les résultats des études phytochimiques effectuées par Djermoune et Henoune (2015),
sur les graines récoltées dans la méme région (Sud de I’ Algérie), récoltées a la fin du mois de
Septembre 2014, elles ont révélé la présence des saponines et des alcaloides dans I’amande de
I’extrait aqueux et hydroalcolique et les terpanoides dans I’extrait hydroalcolique par contre
I’absence de ce dernier dans I’extrait aqueux. Ces résultats sont en accord avec les travaux de
Joachim et al. (2016), sur la méme espéce récoltée dans la région Cameron en mois de janvier,

qui confirme la présence des coumarines, par contre 1’absence des anthraquinones

Idris et Adamu, (2018) ont utilisent une extraction en série, avec du méthanol et de
I'eau comme solvant ont déterminés les composés phytochimiques présents dans les extraits
de feuilles de Moringa oleifera tel que les saponines, les tanins, les alcaloides, les
flavonoides, les anthraquinones, les glycosides et les stéroides, a 1’exception des

anthraquinones, qui sont révélées absents dans nos extraits des feuilles.

Les résultats des études phytochimiques effectuées par Roger et Annicke, (2018) sur les
feuilles de Moringa ont confirmé la richesse de cette plante en métabolites secondaires, et ont
révélé la présence des stérols, polystérols, flavonoides et saponines, et I’absence des
alcaloides et des tanins catéchiques.

La présence des composes rédacteurs dans les feuilles est confirmée par les travaux de
kutama al. (2016), récoltées de la région Jigawa State. Nos résultats sont en accord avec ceux
de Sankhalkar et Vernekar, (2016) qui ont trouvés que les différentes parties de la plante sont

riche aussi en acide aminées.

Les variations de la présence des composés phytochimiques peuvent aussi étre dues au

choix du solvant utilis¢ dans I'extraction, 1’age des plantes au moment de la récolte a

43



Partie expérimentale Résultats et discussion

également montre des effets significatifs sur les composes phytochimiques présents et donc
sur les propriétés biologiques (Akinyeye et al., 2014).

3. Analyse quantitative des composés phénoliques

3.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu. Les composés phénoliques ont été quantifiés en milligrammes équivalent d’acide
galligue par gramme de la matiere seche en se basant sur la fonction d’une courbe
d’étalonnage linéaire (y=0.806x-0.330) d’acide gallique a différents concentration (0, 25, 50,
75 et 100 mg/ml).
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Figure 19: Teneur en polyphénols totaux pour les différents extraits des feuilles de Moringa

oleifera Lam.

D’aprés ’histogramme illustré ci-dessus, nous avons remarqué une variabilité des
teneurs en phénols totaux, ou la teneur la plus élevée est constatée dans 1’extrait ME (12,84
mgEAG/Qg) des feuilles, des teneurs plus rapprochées dans les extraits aqueux Aql et Ag2
(8,75 ; 8,44 mgEAGI/Q) respectivement.

En comparant notre résultat avec ceux obtenus par Djermoune et Henoune (2015)
ayant travaillé sur la méme espece, originaire de la région de Sud de I’Algérie, et par
I’utilisation de 1’éthanol comme solvant, nous avons observé que le phénol total présent dans

notre extrait méthanolique (12,84 mg EAG/Q) est rapproché a leurs phénols totaux (12,04 mg
EAG/g).
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Notre teneur totale en composés phénoliques est inférieure par rapport aux données
rapportées par Alhakmani et al. (2013) (19,31 mg EAG/g) pour les fleurs de Moringa oleifera
de la région Omane récolté on Novembre. Selon Singh et al. (2009) qui ont travaillé sur
I’extrait aqueux des graine, fruits et les feuille, a montré une teneur plus élevée des
polyphenole, plus de (105,04 mg EAG/qg).

Les résultats obtenus par Sultana et al. (2009), ayant travaillé sur les extrait aqueux et
hydrométhanolique des feuilles et des racines récoltées dans la région de Pakistan, ont montré
que I’extrait hydrométhanolique est le meilleur extrait avec des teneurs entre (0,28-12,2 g
EAG /100 g) dans les feuilles et (0,14-0,31 g EAG/ 100g) dans les racines.

En effet, la teneur phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs
intrinséques (génétique) et extrinseques (conditions climatiques, les pratiques culturelles, la

maturité a la récolte et les conditions de stockage) (Podsedek, 2007 ; Falleh et al., 2008).

3.2.Dosage des Flavonoides

Le dosage des flavonoides des feuilles et des graines de Moringa oleifera a été réalisé
selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AIClz). Une courbe d’étalonnage a été tracée
pour cet objectif, établie avec la quercétine a différentes concentration (0, 25, 50, 75 et 100
mg/ml).
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Agl Ag2 ME

Figure 20: Teneur en flavonoides pour les différents extraits des feuilles de Moringa.

L’ histogramme illustré dans la figure 20 présente une variabilité des teneurs en flavonoides

pour les différents extraits. D’aprés les résultats obtenus, on remarque que l’extrait ME
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présente une teneur en flavonoides plus élevée (1,17+0,043 mgEQ/ g), nous avons observé
des teneurs rapprochées en flavonoides dans les extraits aqueux, elles représentent des
valeurs de 1,09+0,01 mgEQ/ g) pour I’extrait Aql et 1,13+0,05mgEQ/g pour I’extrait Aq2.

Les résultats des travaux de Mouhoubi et Bachioua, (2016) sur les feuilles de la région

Oued Souf, récoltées on octobre 2015 sont rapprochés de notre résultats, avec a une teneur des
flavonoides de (1,63 mg EQ/qg).

L’étude faite par Singh et al. (2009) a montré que ’extrait aqueux des feuilles, des

graines et des fruits n’ont pas similaire a notre résultat avec une concentration de (31.28 mg

EQ/q), les teneurs en flavonoides dans notre étude est plus inferieur.

4. Activités antioxydants
4.1. Activité antiradicalaire du DPPH® :

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des différents extraits des feuilles de Moringa
oleifera a été réalisée par la méthode piégeage du radical libre DPPH, a pour but de

déterminer les pourcentages d’inhibition du radical DPPH.
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Figure 21 : Pourcentages d’inhibition du DPPH® en fonction des différentes concentrations

utilisees pour les différents extraits des feuilles de MoringaOleifera et I’acide ascorbique.

D’apres les résultats ci-dessus, on observe une augmentation de pourcentage d’inhibition du

radical libre proportionnellement avec 1’augmentation de la concentration, et les taux
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d’inhibition du DPPH enregistré en présence des extraits aqueux est rapprocher a ceux du
standard (acide ascorbique), par contre 1’extrait méthanolique 80% est inférieur a ceux du

standard.

Dans la figure (22) qui représente le pourcentage d’inhibition des différents extraits des
feuilles et d’acide ascorbique nous avons remarqué que I’extrait Agql présente un pouvoir

¢levé de piégeage du radical DPPH?®, suivi par I’extrait Aq2 et ME respectivement.

68
67
66
65
64
63
62
61
60
59

* %k %

% d'inhibition
.I

Aqgl Ag2 ME Aasq

Figure 22: Activité antiradicalaire du DPPH°® des extraits des feuilles de

Moringa oleifera.

**différence hautement significative(P<0,01).
***différence trés hautement significative (P<0,001).

On remarque également que 1’extrait Ag2 et méthanolique & 80% représentent une activité
hautement significative (p<0,01) par rapport a celle de ’acide ascorbique, alors que 1’extrait

Aqgl (infusé) des feuilles représente une activité trés hautement significative (p<0,001).

%+ Calculd’ICso

La concentration inhibitrice médiane (ICso) est inversement lié a la capacité
antioxydante d'un composé, car elle exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer
la concentration du radical libre a 50%. Plus la valeur d’ICso est basse, plus l'activité

antioxydante d'un composé est élevée.
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Figure 23 : ICso des différents extraits des feuilles de la plante contre le radical DPPH°®.

1C50
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D’aprés les résultats illustrées dans la(fig.23), nous avons remarqué que 1’extrait ME
présente une valeur des ICso (0,88 mg/ml) plus proche a celle de 1’acide ascorbique, ainsi
I’extrait Aqlet Aq2 présentent des valeurs des ICsg (0,74 ; 0,84 mg/ml) inférieur a 1’acide
ascorbique (0,86 mg/ml).

Tous nos extraits testés possedent une activité antioxydante, ce potentiel antioxydant
varie d’un extrait a un autre. Moringa Oleifera est en effet connue pour son pouvoir
antioxydant et son intérét dans la lutte contre les radicaux libres (Dell’Agli et al., 2004 ;
Sumathy et al., 2013; Belhi et al., 2018). Cette vertu est attribuée 1’apport de composés

phénoliques par les feuilles de Moringa oleifera.

L’activité antioxydant des différents extraits de notre plante est largement inférieur aux données
de Baldisserotto (2018) qui travaillé sur les feuilles de la méme espéce récolté a partir de la
région de Sénégal au mois d’aout 2016, elle présente des taux de (232.8+0.60 et 305.8+12.15
mg/ml) respectivement pour I’extrait aqueux (décocté) et méthanolique. Aussi Ndiay et al.
(2018), ont travaillons sur ’extrait éthanolique confirment que les feuilles contiennent des
subtances a propéités antioxydantes. Ils ont enregistrées des valeurs d’ICsp (87,86+1,80 pg/ml)

qui présente une activité plus importante.
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4.2. Pouvoir réducteur (FRAP) (Ferric reducing-antioxidant power)

Le potentiel antioxydant des extraits testés a été déterminé par la méthode de FRAP basée
sur I’aptitude des antioxydants présentés dans les extraits a réduire le fer. La présence des
réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe3+/ complexe ferricyanide
a la forme ferreux. Par conséquent, Fe2+ peut étre évalué en mesurant et en surveillant
I’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a 700nm (Chang et

al., 2002).

Dans cette partie, les résultats obtenus sont présentés sous forme de graphes de 1’absorbance
en fonction des concentrations des extraits ou de I’acide ascorbique utilis¢é comme molécule
de référence [Absorbance = f (concentrations)]. La figure 24 présente le pouvoir réducteur des

extraits des feuilles de Moringa oleifera.
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Figure 24 : Le pouvoir reducteur des extraits aqueux et méthanolique 80% des feuilles de

Moringa selon la méthode de FRAP.

D’apres les graphes de la figure 24, nous remarquons que 1’augmentation de la
réduction du fer est proportionnelle a 1’augmentation de la concentration des extraits et de
I’acide ascorbique. Les extraits Aql et hydromeéthanolique présentent un pouvoir réducteur
proche au standard (I’acide ascorbique), par contre 1’extrait Aq2 enregistré un pouvoir
réducteur inférieur au standard. A une concentration de 1, 5 mg/ml, ces extraits ont des
densités optiques (DO) égales a 0,487, 0.425 et 0,514 respectivement pour I’extrait Aql, Aq2

et EM comparant au standard qui présente une absorbance de 0.48. Alors qu’en augmentant la
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concentration a 2 mg/ml, I’absorbance est de 0.615, 0,598 et 0,678 respectivement supérieure
au standard 0.534.
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Figure 25 : Les EC50 des extraits de feuilles de M. oleifera et 1’acide ascorbique.

EC50 (mg/ml)

A asq

- A

L’¢évaluation du pouvoir réducteur des extraits de feuilles de M. oleifera révéle un potentiel
antioxydant important marqué pour les extraits aqueux et méthanoliques des feuilles par
apport au standard. Le potentiel réducteur de I’acide ascorbique est nettement supérieur
a celui des extraits. La variation de pouvoir réducteur et en relation avec le solvant
d’extraction, il attribue cette activité aux composés phénoliques contenu dans 1’extrait (Belhi

etal., 2018).

Globalement, on remarque qu’une forte activité antioxydante montre une teneur élevée
en composes phénoliques (Kumbhare et al., 2012) ; ce qui traduit que la consommation des
fleurs de Moringa peut étre bénéfique dans la prévention du stress oxydatif relié aux

maladies dégénératives.
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5. Etude de ’activité antibactérienne :
5.1.Pouvoir antibactérienne (méthode de diffusion des disques)

Le présent travail s’intéresse a I’étude in vitro de pouvoir antibactérienne des extraits
aqueux et méthanolique des feuilles de Moringa oleifera par la méthode de diffusion des
disques sur un milieu gélosés solides, Mueller-Hinton. L’activité antibactérienne a été estimee
en termes de diameétre de la zone d'inhibition autour des disques contenant les extraits a tester

vis-a-vis de trois (3) especes bactériennes de référence a Gram positif (+) et négatif (-).

Les résultats obtenus sont récapitulés dans le tableau ci-dessous, le DMSO a été testé comme
contrdle négatif, les résultats montrent que le solvant ne présente aucun effet sur la croissance

des souches bactériennes.

Tableau 06 : Les effets antibactériennes des différentes extraits (méthanolique80% et

aqueux) des feuilles de MoringaOleiferaaux

Extraits Aql AQg?2 ME
oncentrati | 0.5 0.75 1 0.5 0.75 1 0.5 0.75 1 DMS
on \.mg/ml O
Souches
S. aureus 10.5+0. | - 115 | 10+0 12.5+0. | 12. | - 13+1 | 1340 | -
4 +1 4 5+2 .8
E. coli 17+0.8 | 13.5+1 | 9.3+ | 13.5+0. | - 12. | 175+ | 10.5+ | 135 | -
0.4 4 5+0 | 0.4 0.4 +0.8
4
Pseudo 14+0.8 | 13.5+2 | 10.5 | 14+1 12+0 14. | - - 125 |-
+0.4 5+0 +1
4

Diameétre d’inhibition en mm
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Figure 26 : Zone d’inhibition des extraits aqueux et methanolique a différents concentrations

vis-a- vis (A) S.aureus (B) E.coli,(C) P.aeruginosa.

A. Extrait Aqueux (par infusion)

Les résultats illustrés dans la Figures 26, indiquent que les extraits Aqueux par infusion de
feuilles de M. oleifera testés manifestent des effets inhibiteurs vis-a-vis de P.aeruginosa et

E.coli avec des zones d'inhibitions allant de 10,5 a 17 mm.
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Figure 27 : Représentation graphique de l'activité antibactérienne d’extrait aqueux par
infusion de M. Oleifera.

Selon la figure 27, on remarque que toutes les bactéries sont sensibles a 1’extrait 1’extrait
aqueux. La plus grande surface d’inhibition est enregistrée par la souche E.coli (17mm),
suivie par pseudo (14mm) et notant I'absence d'activité antibactérienne sur la souche S.aureus

a concentration 0,75 mg/ml.
B. Extrait Aqueux (par décoction)

Une activité modérée est enregistrée avec les souches P. aeruginosa, S.aureus et E.coli.
Les diamétres des zones d’inhibition n’ont pas dépassé les 15mm, et Notant Il'absence

d'activité sur la souche d’E.coli dans les extraits aqueux a des concentrations 0.75 mg/ml.

On peut supposer que 1’activité inhibitrice de 1’extrait Aq2 de Moringa Oleifera est
due a la présence des composés phénoliques, flavonoides, des tanins et des terpenes. Selon
Abdulmoneim et al. (2011), I’extrait aqueux des grains (6.25 mg/ml) de Moringa Oleiferaest
actif sur K.pneumaoniae avec une zone d’inhibition de 15.5mm. Notant I'absence d'activité de

I’extrait aqueux des feuilles sur cette souche.
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Figure 28 : Représentation graphique de I'activité antibactérienne d’extrait aqueux par

décoction.de M. Oleifera.
C. L’extrait hydroalcoolique

Selon la figure ci-dessous on remarque presque toutes les bactéries sont sensibles a
I’extrait EM des feuilles, la plus grande surface d’inhibition est enregistrée par la souche

E.coli (17.5mm), suivie par S. aureus (13mm).

Pour I’extrait hydoalcolique des feuilles on remarquait 1’absence d’activité sur P.aeruginosa.

avec les deux premiers concentration de 0.5 et 0.75mg/ml.
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Figure 29: Représentation graphique de I'activité antibactérienne d’extrait hydroalcolique.de
M. Oleifera
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La comparaison des moyennes démontre que I’inhibition est variable d’une bactérie a
une autre pour I’ensemble les extraits analyses. Il est apparait que E.coli (gram négative) est la
bactérie la plus susceptible par comparaison avec les autres souches; ceci peut étre attribué a
la différence de la composition des extraits. En revanche. Cette activité antibactérienne de
I’extrait hydroalcolique de Moringa Oleifera est peut-étre attribuée principalement a

sesconstituant majoritaires (composés phénoliques, tanins...).

L’étude de Malhotra et Mandel. (2018) sur les extraits aqueux et méthanolique des
feuilles de Moringa, récolté de la région de visakhaptnam de 1’Inde, ont montré que 1’extrait
éthanolique possede une activité anti bactérienne puissante contre Staph (25 mm) et E.coli (22
mm). Pandya et al. (2019), ont testé d’extrait méthanolique des feuilles de Moringa de
Jugadha, région de Gujaratti (d’Inde) sur I’E.coli. lls ont enregistrées un diameétre de zone
d’inhibition de (13,93+0,02 mm).

Notre résultats sont accord aux celle obtenus par Fouade et al. (2019), qui ont
travaillées sur les extraits aqueux et éthanolique des feuilles de Moringa, récolté de la région
AL-Nubaria, Cairo (Egypte) sur les mémes souches bactériennes qui nous avons testées.
L’extrait aqueux présent les zones d’inibition les plus élevée (Staph (26,75+0,04mm), E.coli
(27,75£0,04mm), P.aeruginosa (22,25+0,04mm)) par rapport a I’extrait éthanolique (Staph
(14,75£0,005), E.coli (18,25+0,28) et P.aeruginosa (17,5+0,04)).

Abubakar et Usman (2016) ont fait une recherche phytochimiques et antibactériennes
de Moringa oleifera de la région 1'Etat du Niger avec 1’extrait aqueux et méthonolique des

feuilles sur des souches pathogénes bactériens ont trouvés presque les mémes résultats.

Une autre étude faite par Dorothea et ces collaborateurs (2016) ou I’extraits aqueux et
méthanolique des grains de Moringa oleifera donné une activité antibactérienne semblable
vis-a-vis de bactéries testées, parmi lesquelles E.coli de diametre 10 mm a une concentration
de 50 mg/ml. Les extrait foliaires de Moringa présentent des activité anti microbiennes,
notament inhibent la croissance de souche de staphylococcus aureus isolées d’aliments et

d’intestins d’animaux (Yang et al., 20006).

En revanche, nos résultats sont différents de ceux trouvés par Basha Chekesa et
YelamtsehayMekonnen, (2015) ou 1’extrait méthanolique des feuilles de Moringa oleifera
était inactive sur Escherichia coli, et leurs résultats sont semblable ou I’extrait méthanolique

des grains était active vis-a-vis de Staphylococcus aureus et Escherichia coli.
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La comparaison des résultats est assez difficile pour diverses raisons : les souches
bactériennes utilisées ne sont pas toujours les mémes, les échantillons de plantes utilisés sont
d’origines géographiques différentes, les conditions et les méthodes utilisées ne sont pas

toujours les mémes.
5.2.Etude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques

Les antibiotiques utilisés comme produits de référence se caractérisent par leur forte

activité inhibitrice de croissance sur les bactéries testés (Tableau 7).

Tableau 7 : Sensibilité des bactéries aux antibiotiques.

Bactéries Type de bactéries|Références Antibiotiques

S. aureus Gram+ ATCC25923 Sensible : TE, VA, TIC, FOX, OX
E. coli Gram- ATCC25922 Sensible : CTX, TIC, FOX

P. aeruginosa Gram- ATCC27853 Sensible : TIC, CAZ

Figure30 : La sensibilité des bactéries aux antibiotiques.

Les résultats obtenus par Paul et al. (2019), qui ont travaillées sur la méme espece
récolté de la région de Zaria, suggerent que la poudre des feuilles de morniga et leurs
composés comme le chitozan, peuvent étre utilisé pour découvrir un agent anti bactérienne
pour le développement de nouveaux médicaments afin de contrdler les bactéries pathogénes

étudiées responsables des maladies.
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Notre étude a montré que les feuilles de la plante M.oleifera sont plus riche en
métabolites (polyphénols, flavonoides, tannins et terpénoides ).

La teneur la plus élevé en polyphénols (12,84 mgEAG/Qg) et flavonoides (1,17+0,043
mMQgEQ/ g), est constaté dans 1’extrait méthanolique.

Une activité antioxydant imortant plus proche a celle de 1’acide ascorbique ( 0,8
mg/ml).

Les extraits infusé et hydrométhanolique présentent un pouvoir réducteur proche au
standard, ont des densité optique égale a (0,48 ; 0,51 respectivement ) comparent au
standard qui (0,48 nm).

Les extraits aqueux et méthanolique posseédent un effet antibactérien grace a leur

richesse au composés phénoliques.
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L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a regu un grand intérét
dans la recherche biomédicale, elle trouve de nombreuses applications dans divers

domaine a savoir en médecine, pharmacie, et I’agriculture.

L’objectif de ce travail consiste & une étude comparative des compositions
phénoliques et 1’évaluation de 1’activité antioxydant, et antibactérienne des extraits
hydro-méthanoliques et aqueux par infusion et décoction des feuilles de la poudres

de Moringa oleifera de la région de Oued-Souf.

Dans un premier temps, 1’analyse qualitative de 1’extrait méthanolique et
aqueux obtenus des feuilles du Moringa oleifera, a mis en évidence la présence des
composés phénoliques, des tanins, des quinones, des terpenoides, des mucilages et
des tanins dans ces trois extraits avec absence des alcaloides, des anthocyanes et
des anthraquinones, alors que 1’analyse quantitative des extraits du Moringa

oleifera est représentées par le dosage spectrale des polyphénols et des flavonoides.

Les résultats montrent que I’extrait le plus riche en polyphénols est 1’extrait
méthanolique. Pour les flavonoides, nous avons remarqué des teneurs plus élevées
dans I’extrait méthanolique a 80% suivi par I’extrait aqueux (décocté) puis I’extrait

aqueux (infuse) des feuilles de la plante.

Les différents extraits testés ont manifesté une activité antioxydante mesurée

in vitro par les tests DPPH®, pouvoir réducteur du fer ferreux.

Tous les extraits de feuillers de Moringa étudiés ont la capacité de piéger le
radical DPPH qui augmente en fonction de la concentration. Le meilleur résultat
est obtenu avec les extraits aqueux (Aql et Ag2) suivi par I’extrait méthanolique.
Pour le pouvoir réducteur I’extrait méthanolique manifeste le potentiel le plus élevé
avec une absorbance de 0,678contre 0.615 a 0,598 pour les extraits aqueux (infusé

et décocté).

En outre, I’activité antimicrobienne a été déterminée sur trois souches
bactériennes, selon la méthode sur diffusion de disque, les deux souche étudieés
présentent une sensibilité vis-a-vis les ’extraits de la plante, avec un maximum
d’inhibition sur Escherichia coli, les résultats indiquent que les extraits des feuilles

de la plante étudiée possedent une activité antimicrobienne sur les souches testées.
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A partir de ces résultats, on peut conclure que cette plante représente une source
naturelle et prometteuse de molécules chimiques qui possede des activités biologiques
tres importantes. Cette recherche nécessite d’autres études approfondies pour mieux

se concentrer sur les effets révélés. Il serait souhaitable de développer cette étude

pour :

e |dentification et quantification des différents constituants phénoliques

e ldentification, quantification et caractérisation des constituants non phénoliques
solubilisés par les solvants d’extraction.

e Caractériser les constituants de cette plante par des méthodes analytiques plus

performantes comme HPLC, GC-SM et le RMN.
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Annexes

Annexe n°1 : préparation des solutions

Solution

Méthanol 80%

Réactif de Bouchardat

Liqueur de Fehling

Solution Ninhydrine

Folin ciocalteau 10%

Chlorure ferrique (FeCI3) 0,1%

Solution de chlorure d’aluminium AICI3 (2%)

Solution de carbonate de Sodium NaCO3 (75%)

Tampon phosphate, 0,2 M, pH= 6,6

Acide trichloracétique TCA (1%), PM = 163,39
g/mol

Ferricyanure de potassium FeKs (CN)s (1%0),
PM=329,26g/mol

Réactifs

100ml du méthanol pur+20ml d’eau distillée.

2¢g de I’iode bisubliné (I2) +2gdeKl Ajusté a 100ml de
’eau distillée.

35 g CuSO4+ 500 ml Eau distillée + 5 ml H2SOA4.
Laisser refroidir et compléter a unlitre avec |"eau

distillée.
0.2g de ninhydrine verser dans 99.5ml éthanol + 0.5
ml acide acétique.

10 ml de folin ajusté a 100 ml avec I’eau distillé.

0.1 g de chlorure ferrique dans 100 mL d’eau distillée.

2 g d’AICI3
100 mL d’eau distillée.

7,5 g de NaCO3 dans 100 ml d’eau distillée.

5,67 g de Na2HPO4 dans 40 ml d’eau distillé
19,19 g de NaH2PO4 Ajouter 160 ml d’eau distillée.

1 gde TCA (CCI3COOH),
100 mL d’eau distillée

1 g de ferricyanure de potassium 100 mL d’eau
distillé.
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Annexe n°2 : Droites d’étalonnages
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Figure 35 : Droite d’étalonnage d’Acide gallique
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Figure 36 : Droite d’étalonnage de la quercétine
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Figure 37 : Droite d’étalonnage de 1’acide ascorbique
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