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Résumé

La présente étude porte sur la mise en évidence de la présence des métabolites
secondaires, principalement des polyphénols, dans l'extrait hydro-méthanolique des
feuilles du Moringa oleifera Lam. une espéce médicinale utilisée en phytothérapie
traditionnelle. L'extraction des composés phénoliques a ¢été réalisée par la méthode de

macération.

Un criblage phytochimique nous a permis d'affirmer la richesse de la plante
Moringa oleifera Lam. en composés phénoliques, alcaloides, stéroides et coumarines, Le
criblage a été complété par une analyse chromatographique (CCM) qui a révélé la présence

de plusieurs molécules a différents rapports frontaux.

L’évaluation du pouvoir antibactérien de notre extrait est effectué sur quatre
souches bactériennes (Escherichia coli, klebsiella pneumoniae , Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa). On a évalué¢ également le pouvoir antifongique contre deux

souches fongiques (Rhodoturella. Sp., Candida albicans ).

Les résultats montrent que cette plante posséde une importante activité

antibactérienne et antifongique avec différents diametres d’inhibition.

Mots clés : Moringa oleifera Lam., Polyphénols, CCM, activité antibactérienne, activité

antifongique.
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Summary

The present study focuses on the presence of polyphenols, alkaloids, steroids and
coumarins in the hydro-methanolic extract of moringa oleifera Lam leaf powder. a
medicinal species used in traditional herbal medicine. The extraction of phenolic
compounds was carried out by the maceration method. A phytochemical screening allowed
us to affirm the richness of the Moringa oleifera Lam plant. in phenolic compounds, and
was supplemented by a chromatographic analysis (CCM) which revealed the presence of

several molecules at different frontal ratios.

The test to highlight the antibacterial power of our extract is carried out on four bacterial
strains (Escherichia coli, klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa). Antifungal potency against two fungal strains (Rhodoturella. Sp, Candida
albicans ). The results show that this plant has significant antibacterial and antifungal

activity with different inhibition diameters.

Keywords : Moringa oleifera Lam., Polyphenols, CCM, antibacterial activity, antifungal

activity.
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Introduction

Dans les derniéres décennies, une augmentation de l'utilisation de composés
d'origine naturelle est observée, justifiant 1’accroissement de la production de certaines
plantes aromatiques et médicinales. Les plantes médicinales ont été utilisées depuis
l'antiquité pour leurs valeurs médicinales ainsi que pour influencer la saveur des aliments.
De nos jours, les extraits et les poudres séches d’échantillons de plantes médicinales et
aromatiques sont utilisés pour le développement d’une médecine alternative (Baydar et

al., 2004).

Selon 1'organisation mondiale de la santé (OMS) pres de 80% de populations dépendent de
la médecine traditionnelle. La plupart des plantes sont utilisées empiriquement et sans

validation scientifique de leur efficacité et sécurité¢ (Moutinho, 2013).

Pour évaluer le pouvoir thérapeutique et méme nutritionnelle et économique de ces
plantes, des tests biologiques et des tests de criblage phytochimique sont réalisés (Lehout
et Laib, 2015). Dans ce cadre plusieurs études ont été effectuées et en cours de réalisation
pour valoriser des plantes médicinales, déja connues, non connues ou qui nouvellement
apparaissent, faisant un grand succes au niveau mondiale, continentale ou nationale, c'est le
cas de la plante M. oleifera Lam. qui est utilisée pour ses différentes propriétés et pour la

qualité de son huile.

Le Moringa (Moringa oleifera Lam.) est un arbre fruitier qui pousse a I'état sauvage
au nord ouest de l'Inde, au Pakistan et en Afrique (Armelle et broin, 2010). Les
différentes parties du M. oleifera Lam. telles : 1'écorce, les feuilles, les fleurs, les fruits et
I'huile extraite des graines offrent une diversité d'usages a des fins nutritionnelles,
thérapeutiques et cosmétiques. Ces différentes parties contiennent un profil de minéraux
importants et sont une bonne source de protéines, vitamines, béta-caroténe, acides aminés
et divers phénols. L’usine de Moringa fournit une combinaison riche et rare de zéatine,

quercétine, béta-sitostérol, acide chlorogénique et kaempferol (George, 2015).

La pénétration et utilisation massif du M. oleifera Lam. par les différentes
catégories de la population algérienne nous a incités de travailler la-dessus. Aussi il
convient de noter qu'il n‘existe que de trés peu de travaux qui sont menus sur le Moringa

cultivé en Algérie.
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L'objectif de notre étude est d'évaluer la richesse des feuilles de 1'espece Moringa

oleifera Lam. en métabolites secondaire en réalisant:
-Une extraction des composés phénoliques.
-Un criblage phytochimique des principales familles de molécules bioactives.
-Une séparation chromatographique sur couche mince.
-Des tests de 'activité antibactérienne et antifongique.

Notre mémoire est divis¢é en deux parties: La premiére représente la synthese
bibliographique. Elle est divisée en deux chapitres, dont le premier comporte des données

générales sur le Moringa oleifera lamarck. le deuxieme sur les métabolites secondaires.

La partie pratique est subdivisée en deux chapitres, le premier présente les
méthodes et les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail (Extraction,
macération, méthodes chromatographiques, Screening phytochimique et [Dactivité
antibactérienne et antifongique). Le deuxiéme chapitre discute les résultats obtenus dans

cette étude, et Enfin une conclusion qui tire les principaux résultats de notre étude.
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Chapitre I : Présentation de ’espece étudiée

I.1 Généralités sur Moringa oleifera Lamarck :

Moringa oleifera Lam. (Moringaceae) aussi appelé « D’arbre de la vie »
(Alhakmani et al., 2013). M. Oleifera Lam. est connu mondialement pour ses intéréts
nutritionnels et médicinaux, ainsi que ses applications industrielles . Presque toutes les
parties de I’arbre ont un intérét nutritionnel. M. Oleifera Lam. peut étre un arbrisseau ou un

arbre de 7 a 8 métres de haut (Besse, 1996).

I.1.1 Historique:

L'histoire de Moringa Oleifera remonte a 150 avant Jésus Christ, des preuves historiques
indiquent que les rois et les reines antiques ont utilisé, les feuilles et les fruits de Moringa
Oleifera dans leur régime alimentaire pour maintenir la vigilance mentale et une peau saine

(Fahey, 2015).

I.1.2 Répartition géographique et habitat

Moringa oleifera Lam. est une espéce originaire des régions d'Agra et d'Oudh, au nord-est
de 1'Inde, au sud de la chaline de montagne de 1I’Himalaya (Rajangam et al., 2002).
Aujourd’hui, il se retrouve sur trois continents et dans plus de cinquante pays tropicaux et
subtropicaux, a saison séche marquée, voir en zone aride : I’Afrique, I’Arabie, le Sud-est
asiatique, les iles du pacifique , I’Amérique du sud. Son introduction en Afrique de I'Est a
eu lieu au début du 20¢me siecle par le biais du commerce et des échanges maritimes
(Foidl et al., 2001). Des essais d’introduction de M. oleifera Lam. en Algérie ont été
réalisés a titre expérimental a partir de semences en provenance de Dar el Salem
(Tanzanie), en raison de ses nombreuses applications qui lui ont valu le surnom de «
I’arbre a multiples usages » ou « arbre miracle » pour certains. M. Oleifera Lam. Favorise
les habitats avec des climats tropicaux et subtropicaux ou la pluviométrie peut aller de
250mm a 2000mm et une altitude allant de 0 a 2000m. Les températures optimales pour

son épanouissement varient entre 25 et 35°C.
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Figure 1 Répartition de M. Oleifera Lam. dans le monde (Koul et Chase, 2015).

I.1.3 Systématique et nomenclature

Moringa Oleifera Lam. appartient a la famille monogénérique des arbustes et arbres des
Moringaceae qui comprend environ 13 especes, dont la plus connue et répandue est

I’espeéce M. Oleifera Lam. (Chukwuebuka, 2015).

Le Moringa oleifera Lam. a un synonyme : Moringa pterygosperma Gaernt (Mémento,
2002)
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1.1.3.1 Position systématique de Moringa oleifera Lam.

Tableau 1 la systématique du M. Oleifera Lam. (Imohiosen et al., 2014).

Régne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Super Division Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dilleniidae
Ordre Capparales
Famille Moringaceae
Genre Moringa
Espece Oleifera

1.1.3.2 Les différentes espéces de Moringa oleifera Lam.

Dans la nature il existe environ 33 espéces de Famille des Moringaceae, Parmi celles-ci

seulement treize especes sont bien connues et présentes dans le monde entier (Anwar,

2007).
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Tableau 2 les treize especes de Moringa (Owolabi et al., 2007).

L’espéce de Moringa

Moringa oleifera

Moringa arborea

Moringa borziana

Moringa concanensis

Moringa drouhardii

Moringa hildebrandtii

Moringa longituba

Moringa ovalifolia

Moringa peregrina

Moringa pygmaea

Moringa arivae

Moringa ruspolian

Moringa stenoprtala

1.1.3.3 Dénomination

. Nom scientifique : Moringa oleifera Lamarck. (Agroconsult,
2016).
. Nom vernaculaire : « Moringa » vient de muringa en malayalam

une langue indienne (Fuglie, 2001).
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Tableau 3 Quelques noms vernaculaires du Moringa oliefera Lam.

Nom vernaculaire

West Indian tree, Drumstick Tree , ou encore Never die tree en

référence a sa résistance a la sécheresse (Hédji et al., 2014).

Ben ailé, Moringa ailé, morungue (Foidl et al., 2001).

Shagara Al Ruwag, Habbah Ghaliah, Rawag (Yongabi et al.,
2012 ; Yusoff, 2016).

Shajnah pour rappeler la forme du fruit qui ressemble a une

baguette (Pousset, 1999).

1.1.4 Description botanique

M. Oleifera Lam. ou « arbre miracle » est une plante a croissance rapide qui, en fin de
croissance, peut atteindre jusqu’a 10 a 15 m de haut et son diamétre jusqu’a 3 metres, c’est
une espece qui demande trés peu d’eau et elle peut tolérer jusqu'a 6 mois de sécheresse

(Neto et al, 2017).

Le tronc est de couleur gris violacé, il est généralement droit, mais peut se
ramifier, atteindre parfois 3 metres. Les branches poussent de maniere désorganisée et la

canopée est en forme de parasol (Foidl et al, 2001).

Le houppier est peu touffu en dépit d’un réseau de branches assez important
ceci pouvant s’expliquer par des feuilles composées et relativement espacées les
unes des autres. Son feuillage est donc trés léger (Besse, 1996) et gracile
(Memento, 2002). En rangs serrés, il peut, néanmoins, servir de brise-vent. Les

branches servent a I’érection de cldtures et de haies vives.

Le bois Moringa Oleifera Lam. est mou, tres tendre et souvent attaqué par
les termites (Séverin, 2002 ; Besse, 1996). Le bois de M. Oleifera Lam. donne un

trés mauvais charbon (Séverin, 2002).
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Figure 3 Tronc d’un arbre adulte de M. Oleifera Lam. (Parrotta, 2009).

. Les racines
Le systéme racinaire est de structure tubulaire, il est formé d'un pivot central
qui peut S'enfoncer dans le sol jusqu'a 1,30 m de profondeur lui offrant ainsi une
grande résistance a la sécheresse (Rosa, 1993).
. Les feuilles
Les feuilles sont tripennées de 30 a 70 cm de long. Les folioles sont ovées

ou obovées (Besse, 1996). Les feuilles comptent 2 a 6 paires de pinnules

10
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comprenant chacune 2 a 5 paires de pinnules secondaires, divisées elles-mémes en

1 a 2 paires de foliolules plus une foliole terminale plus grande que les autres
(Mémento, 2002).

Figure 4 Les feuilles de M. Oleifera Lam. (Louni, 2009).

. Les fleurs

Les fleurs mesurent 2,5 cm de large et se présentent sous forme de panicules
axillaires et tombantes del0 a 25 cm. Il se caractérise généralement par leur
abondance et leur odeur agréable. Elles sont blanches ou de couleur créme, avec
des points jaunes a la base (Hédji et al., 2014). Les sépales, au nombre de cing,
sont symétriques. Les cinq pétales sont minces et spatulés, symétriques a

l'exception du pétale inférieur, et entourent cinq étamines (Foidl et al., 2001).

Figure 5 Fleurs de M. Oleifera Lam. (Sitel).

11
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i Les fruits et les graines

Les fruits de M. Oleifera Lam. sont en forme de gousses allongées a trois
lobes, mesurant 20 & 60 cm de long et de 2 cm de diameétre, ils sont initialement
vert clair, minces et tendres, devenant finalement marron et ferme a maturité, et

contenant de nombreuses graines (Mubhl et al., 2011).

Les graines , dont chacune est munie latéralement de trois ailes, sont rondes,
noires, empilées sur trois rangées centrales. Elles ont un diameétre de 10 a 12 mm
(Besse, 1996). Le poids moyen d'lll1e graine est de 0,3g dont 25% sont représentés
par la coque. La production annuelle par arbre est de 15 000 a 25 000 graines

(Makkar et Becker, 1997).

Figure 7 Graines de M. Oleifera Lam.(Site2).

12



Chapitre I Aspect botanique et études chimiques
I ——

* Les branches :

Les branches de Moringa Oleifera Lam. poussent de mani¢re désorganisée et la canopée

est en forme de parasol (Kholif, 2018).

Figure 8 Détail de la cime en fleurs. Branches en fleurs et en fruits (Site2).
I1.1.5 Composition chimique et valeurs nutritionnelles des feuilles de Moringa
oleifera Lam.

I.1.5.1 Composition nutritionnelle de Moringa oleifera Lam.

Dans son livre Survival and Subsistence in the Tropics Frank Martin écrit : «
Parmi les 1égumes a feuilles, il y en a un qui se distingue tout particuliérement, c’est I’arbre
de moringa. Ses feuilles sont une source exceptionnelle de vitamine A et, lorsque
consommeées crues, de vitamine C. Elles sont une bonne source de vitamine B et une des
meilleures sources végétales de minéraux. Leur teneur en calcium est trés élevée pour une
plante et leur teneur en phosphore faible, comme il se doit. Leur teneur en fer est tres
bonne (aux Philippines, on recommanderait cette feuille aux personnes souffrant

d’anémie).

Elles sont une excellente source de protéines et contiennent trés peu de gras et de
glucides. Ainsi, ces feuilles sont un des meilleurs aliments végétaux qui soit. » Dans son
livre Edible Leaves of the Tropics, le méme auteur ajoute que les feuilles de moringa sont
une source incomparable de méthionine et de cystine, des acides aminés sulfureux souvent

déficients dans les régimes alimentaires.
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Tableau 4 Valeur nutritionnelle moyenne de 100 grammes de feuilles de Moringa

oleifera Lam. Fraiches (Broin, 2005)

Composition globale Acides aminés (mg)
Calories (kcal) 300 Arginine 1600
Protéines (g) 25 Histidine 530
Glucides (g) 40 Isoleucine 1140
Lipides (g) 8 Leucine 2050
Minéraux (g) 12 Lysine 1200

i 1

Fibres (2) > Méthionine 370
Teneur en eau 75% . -

Phénylalanine 1400

Minéraux (mg) —

Thréonine 1080
Calcium 2100

Tryptophane 580
Cuivre 1

Valine 1400
Fer 27

Acide aspartique 1670
Potassium 1300

Acide glutamique 2470
Magnésium 405

Sérine 840
Phosphore 310

Glycine 960
Manganese 8

Alanine 1260
Soufre 740

Proline 1230
Sélénium 2,6

Tyrosine 910
Zinc 2,6

Cystéine 360
Sodium 100

— Acides gras
Vitamines

C1l6:0 530
Vitamine C (mg) 850
Vitamine A (UI) 14300 €18:0 70

ci8:1 60

C18:2 170

c1s8:3 1140
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1.1.5.2 Compositon chimique des feuilles de M. Oleifera Lam.

Les feuilles de Moringa oleifera Lam. contiennent aussi des alcaloides, flavonoides
et des composés phénoliques entre 0,67% et 3,4 % des phénols totaux et de 0,5% a 1,4%
en tanins, les tanins condensés sont absents ou sous forme de traces. Les teneurs en
saponines varient entre 5 et 6,4 %. (Makkar et Becker, 1996 ; Richter et al., 2003 ;
Siddhuraju et Becker, 2003 ; Tchiégang et Kitikil, 2004).

I1.1.6 Quelques Utilisation de Moringa oleifera Lam.

Moringa oleifera Lam., arbre tropical est passé en une décennie, du statut de plante
marginale a celui de nouvelle ressource alimentaire et économique permettant ainsi une
utilisation multiple de cette plante (Atakpama et al., 2014).

. Médecine traditionnelle

Les nombreuses applications médicinales du Moringa lui ont valu le nom d’«arbre a
miracles ». Toutes les parties de la plante sont utilisées en médecine traditionnelle

(Garima et al., 2011).

L’utilisation de la poudre des feuilles de Moringa oleifera Lam. a montré son
efficacité a prévenir la malnutrition chez les enfants (Ndong et al., 2007) et méme chez les
sujets atteints du VIH (Tete—Benissan et al., 2012), celle-ci constitue un complément
alimentaire tout en se positionnant comme un produit tonifiant, fortifiant et stimulant du

systéme immunitaire.

Les feuilles sont reconnues pour traiter le diabéte et pour controler la tension
artérielle. Elles présenteraient un effet antibactérien, anti-inflammatoire et aussi
antifongique (Anwar et al., 2007). Elles sont utilisées en médecine traditionnelle pour
traiter les maladies inflammatoires et infectieuses. Elles interviennent aussi en cas de
désordres gastro-intestinaux, cardiovasculaires et hépatorénaux. Les feuilles de Moringa
oleifera Lam. interviennent dans la régulation des problémes thyroidiens et ont des
activités tumorales et radio-protectrices. Elles sont utilisées pour apaiser la souffrance des
diabétiques et des obeses et le P-carotene des feuilles du Moringa a démontré plus
d'efficacité sur l'organisme que la vitamine A synthétique (Fakurazi et al., 2008 ; Ngong

et al., 2007 ; Nambiar , 2001).
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o Alimentation et nutrition humaine

Moringa oleifera Lam. est un légume exceptionnellement nutritif. Il est facile a
cultiver et a entretenir, il fournit des aliments nutritifs, en particulier aux
communautés pauvres, tout au long de l'année, plutdt que d'étre saisonnier comme

le sont la plupart des légumes (Ravindra et al., 2016).

Les feuilles, les fruits, les jeunes tiges, les racines et les fleurs sont consommables
et se consomment partout dans le monde. Les feuilles peuvent se consommer fraiches ou
en poudre (Broin, 2005) et méme associées aux épices comme le piment. Elles peuvent

¢galement étre préparées en soupe ou en salade selon (Foidl et al., 2001).

Figure 9 Utilisation de la Poudre et les feuilles de Moringa oleifera Lam. (Sitel)

. Industrie
Grace a ses propriétés, l'huile de Moringa oleifera Lam. est utilisée comme
lubrifiant dans la machinerie fine (William et al., 2012), comme 1’horlogerie (pour
sa faible tendance a se détériorer et devenir rance et collante). Elle est egalement
intéressante dans 1'industrie cosmétique et de parfums (Foidl ez al., 2001). Le bois
de Moringa constitue aussi une excellente pate a papier (Price, 2007).

. Apiculture
Moringa oleifera Lam. est une Plante mellifére, les fleurs sont riches en nectar, ce
qui constitue une source constante pour les abeilles tout au long de 1’année. Le miel
produit est pur, avec un goit merveilleux et un ardme distinctif qui attire les

consommateurs (Malo, 2014)
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. Cosmétiques et produits de beauté

Selon (Foidl et al., 2001), I'huile de M. Oleifera Lam. est utilisée dans l'industrie
des cosmétiques et des parfums pour stabiliser les odeurs en raison de sa qualité
supérieure. La teneur en acide gras libres varie de 0,5 a 3%

J Purification d’eau

Selon (Foidl et al., 2001), la poudre des graines de M. Oleifera Lam. constitue un
floculant naturel qui peut clarifier les eaux troubles, dissipant de ce fait 99% des
maticres colloidales. Il a démontré également que ce mélange de graines constitue
un coagulant de premier ordre pour le traitement de 1'eau des rivieres possédant un

haut niveau de matériel solide en suspension.

Figure 10 Utilisation des graines de M. Oleifera Lam. dans la purification d 1’eau (Site2).

. Accélérateurs de croissance végétale
L’extrait a 1’éthanol a 80% obtenu a partir des feuilles de M. Oleifera Lam. contient
des facteurs de croissance (hormones de type cytokinine). Cet extrait peut étre
utilisé en aspersion sur les feuilles pour accélérer la croissance des jeunes plantes.
Cette phytohormone augmente aussi la robustesse des plantes et leur résistance aux
maladies. Par ce traitement, les fruits sont plus abondants et plus gros, ce qui
augmente le rendement des arbres lors de la récolte. L’utilisation de cet extrait

permet d’augmenter globalement les rendements de 20 a 35% (Foidl et al., 2001).
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1.1.7 Importance socio-¢conomique :

Moringa Oleifera Lam. est 'un des arbres tropicaux les plus utiles. Il se propage
relativement facilement, aussi bien de maniére végétative que sexuée, et il est peu
exigeant en eau et maticres minérales. Ainsi, sa production et son entretien sont
aisés. L’introduction de cette plante au sein d’une ferme dans un environnement
riche en biodiversit¢ peut étre bénéfique a la fois pour I’exploitant et pour
I’écosysteme environnant. Presque toutes les parties de la plante ont des intéréts
nutritionnels d’ou l'importance socioéconomique dans la région agro- écologique

(Patel et al., 2010).

1.2 Activités biologique de Moringa

Les 13 espéces M. Oleifera Lam. ont chacune des propriétés médicinales assez
intéressantes. L’espéce M. Oleifera Lam. est la plus étudiée, notamment en Asie, en
Afrique et en Amérique pour ses multiples attributs. Les chercheurs reconnaissent a la
plante enticre la présence de propriétés bactéricides et elle est utilisée aussi bien en
pharmacopée qu’en médecine moderne. Le jus de la racine détruit des tumeurs et guérit des
ulceres. Il a été également rapporté que les organes de M. Oleifera Lam. posseédent des
activités anti-inflammatoires , antalgiques , antifongiques , antidiabétique et

hépatoprotectrice (Anwar et al., 2007).

1.2.1 Activité hépatoprotectrice

Les extraits aqueux et alcooliques de fleurs de M. Oleifera Lam. ont également
montré un effet hépatoprotecteur significatif, qui peut étre di a la présence du flavonoide
bien connu ayant une activité hépato- protectrice (Anwar et al., 2007). La racine de M.
Oleifera Lam. contient 6,33% d’extrait d’éther, 5,02% de protéines brutes, 76,65%
d'extraits sans azote, 4,97% de cendres et 6,93% d’humidité et elle est riche en arginine et

en lysine alors qu'elle est faible en thiamine, riboflavine et histidine (Igwilo et al., 2014).

Diverses études ont signalé que les extraits éthanoliques des graines et des feuilles
de M. Oleifera Lam. possédent une action hépatoprotectrice. En effet, ( Pari et Kumar,
2002) ont évalué D’effet hepatoprotecteur de 1’extrait éthanolique des feuilles de M.
Oleifera Lam. sur les lésions hépatiques induites par les médicaments antituberculeux
comme |’isoniazide, la rifampicine et la pyrazinamide chez les rats. Ainsi, I’administration

par voie orale de I’extrait a montré une importante action protectrice rendue évidente par
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son effet sur les niveaux de I’alanine aminotransférase, de 1’aspartate aminotransférase, de
la phosphatase alcaline et la bilirubine dans le sérum, aussi sur les niveaux de lipides et de
peroxydation des lipides dans le foie. Cette observation a été complétée par un examen
histopathologique du foie. Les extraits de racine et de la fleur ont également montré une
activité anti hépatotoxique (Ruckmani et al., 1998). L’extrait de graines de M. Oleifera

Lam. exerce aussi un effet hépatoprotecteur.

1.2.2 Propriétés antibactériennes

Les graines de M. Oleifera Lam. peuvent fournir une thérapie alternative pour les
maladies causées par des bactéries multirésistantes. Une étude réalisée par (Costa et al.,
2017) , visait a évaluer la bioactivité in vitro des extraits des graines de M. Oleifera Lam.

contre des vibrions isolés de la crevette marine Litopenaeus vannamei.

Les bactéries du genre Vibrio sont omniprésentes dans le milieu marin et font partie

du microbiote des invertébrés marins (Costa et al., 2017).

Certaines especes sont reconnues comme des pathogénes humains présentant un
profil antimicrobien virulent et multirésistant, souvent associés a des maladies telles que le
choléraet la gastro-entérite aigu€. Les extraits de graines de M. Oleifera Lam. sont bioactifs
contre 92% des souches. Les niveaux de concentration minimale inhibitrice (CMI) les plus
efficaces des extraits contre un pourcentage ¢levé de souches ont été estimées a 32 ug mL -
1. Les substances vibriocides (la niazirine et la niazimicine) ont été identifiées et isolées

(Costa et al., 2017).

1.2.3 Propriétés anti-inflammatoires et antalgiques

Les graines de M. Oleifera Lam. ont été décrites comme possédant des propriétés
antiinflammatoires, les composés phytochimiques dérivés des graines associés a ces
bioactivités comprennent les glucosinolates (GL), isothiocyanates (ITC), nitriles,
carbamates et thiocarbamates. Les GLs (glucosinolates) stockés dans les graines, subissent
une conversion enzymatique par 1’enzyme myrosinase (une B-thioglucosidase), formant
des ITC, ces ITC sont connus pour leurs effets anti-inflammatoires, (Jaja-Chimedza et al.,

2017).
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1.2.4 Propriétés antifongiques

M.oleifera-Chiting Bending Protein 3(Mo-CBP3), est une protéine antifongique
produite par M. Oleifera Lam. qui a été étudiée comme un candidat potentiel pour le
développement de cultures transgéniques, cette protéine (Mo-CBP3) liant la chitine inhibe
la germination et la croissance mycélienne des champignons phytopathogeénes (James et
Zikankuba, 2017). La Mo-CBP3 est hautement thermostable et résistante aux
changements de pH, de nature glycoprotéique, qui inhibe la germination et la croissance
fongique de Fusarium solani et d'autres champignons, et peut donc étre utile dans le
développement de nouveaux médicaments antifongiques ou de cultures transgéniques
résistantes aux champignons phytopathogénes (Batista et al., 2014 ; Freire et al., 2015).
Egalement la CBP supplémentaire, appelée Mo-CBP2 c’est une autre protéine qui a la
capacité d‘augmenter la perméabilité¢ de la membrane cellulaire et a induire la production
endogéne d'espéces réactives de l'oxygéne chez C. albicans , présentait une activité

antifongique contre les espéces de Candida ( Neto et al., 2017).

I1.2.5 Activité antidiabétique

Les chercheures ont mené des études visant a tester I'effet stimulateur de poudre de
graines de Moringa sur le diabete de type I et a traiter la néphropathie diabétique des rats

males diabétiques induits par la streptozotocine (Al-Malki et E1 Rabey, 2015).

Le traitement des rats diabétiques avec 50 ou 100 mg de poudre de Moringa par kg
de poids corporel, améliore les niveaux de tous les parametres approchant les valeurs
témoins négatives et rétabli l'histologie normale du rein et du pancréas par rapport au
groupe témoin diabétique positif non traité qui a montré une augmentation du peroxyde de
lipide et de 1'IL-6, et aussi a révélé que les immunoglobulines (IgA, 1gG), la glycémie a
jeun et 'hémoglobine glycosylée (HbAlc) ont également augmenté a la suite du diabéte

chez les rats (Al-Malki et El Rabey, 2015).

1.2.6 Activité immuno-modulatrice

L’action immuno-modulatrice de 1’extrait méthanolique de M. Oleifera Lam. a été
¢tudiée dans un modele expérimental de I’immunité. Les tests d’adhésion des neutrophiles,
la neutropénie induite par la cyclophosphamide et le dosage de la clairance du carbone ont

été utilisés pour étudier I’'immunité cellulaire.
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L’immunité humorale a été testée par le test de 1étalité chez les souris, I’estimation
des niveaux d’immunoglobulines dans le sérum et le dosage indirect de I’hémagglutination
chez les animaux. L’étude a montré que M. Oleifera Lam. stimule a la fois le systéme
immunitaire & médiation cellulaire que celui @ médiation humorale a des doses inférieures

(Sudha et al., 2010).

1.2.7 Activités anti tumorales et anticancéreuses :

Makonnen et al. (1997) ont trouvé que les feuilles de M. Oleifera Lam. étaient une
source Potentielle d'activité anti tumorale. Les extraits de graines se sont également révélés
efficaces Sur les enzymes hépatiques métabolisant des carcinogeénes.Une étude réalisée par
(Abd-Rabou et al., 2016), visait a explorer les impacts anticancéreux de la nano-micelle
de Thuile de graine de M. Oleifera Lam. (Mon) en étudiant si elle favorise la mort
cellulaire médiée par I'apoptose mitochondriale sur différentes lignées cellulaires
cancéreuses in vitro. L’étude a montré que Mon a déclenché la cytotoxicité du cancer
colorectal par un dysfonctionnement et 1'apoptose mitochondriale, tout en épargnant les
cellules normales avec un effet cytotoxique minime. Cette étude a conclu que la
nanomicelle de I'huile de graines de M. Oleifera Lam. peut fournir une nouvelle approche
thérapeutique pour les cancers colorectaux et mammaires via l'apoptose mitochondriale,
tout en épargnant les cellules normales (Al-Asmari ef al., 2015; Abd-Rabou et al., 2016;
Adebayo et al., 2017 ; Kou et al., 2018).

1.2.8 Propriétés anti-hypertensives

D’apres les enquétés, des patients hypertendus traités par la décoction des feuilles
fraiches de M. Oleifera Lam. ou la poudre ou les graines ont eu une normalisation
progressive de leur tension artérielle. (Faizi et al., 1994) ont antérieurement démontré le
potentiel anti-hypertensif de I’huile de M. Oleifera Lam. chez des rats. (Chumark et al.,
2007 et Jaiswal et al., 2009) ont examiné le potentiel thérapeutique des feuilles sur la
dyslipidémie chez des lapins. Ces études ont permis de valider 1’utilisation des feuilles
dans la prévention des maladies cardio vasculaires. Dans la méme optique, (Nambiar et
al., 2010) ont prouvé son potentiel anti-dyslipidémique chez les humains hyper-

lipidémiques.
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1.2.9 Propriétés anti-hyper-glycémiques

L’utilisation de M. Oleifera Lam. en médecine traditionnelle pour le traitement du
diabete est confirmée par plusieurs études. Ces études ont confirmées les propriétés
hypoglycémiantes des extraits de feuilles sur des rats (Ghasi ez al., 2000 ; Kumari, 2010)
et chez des patients atteints de diabete de type II (Kumari, 2010; Giridhari et al., 2011).
Par ailleurs I’action hypoglycémiante chez les patients diabétiques de type II suite a une
consommation des feuilles sur une période de 40 jours est rapportée par I’étude de

(Kumari, 2010).

1.2.10 Effets antispasmodique, antiulcéreux et hépatoprotecteur

La fraction méthanolique de I’extrait des feuilles de M. Oleifera Lam. montre une
activité antiulcéreuse et un effet hépatoprotecteur chez des rats (Pal ef al., 1995). Les
racines de M. Oleifera Lam. possédent aussi une activité hépato protectrice. Les extraits
aqueux et ¢éthanoliques des fleurs de M. Oleifera Lam. ont présenté une activité

hépatoprotectrice significative (Ruckmani ez al., 1998).

[ Les catégories de maladies dans lesquelles on utilise le plus souvent M. Oleifera
Lam. sont les maladies infectieuses (18,18%), viennent ensuite les infections

digestives (11,36%) ( CAMES, 2014)
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Figure 11 Catégories de maladie (Site 3)
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Chapitre II : Métabolisme Secondaire

I1.1 La Phytothérapie et les Plantes médicinales :

I1.1.1 La phytothérapie

De tout temps, I’Homme a puisé dans la nature les éléments nécessaires a sa
subsistance, quelque soit par ailleurs le degré d’évolution de la société a laquelle il
appartient. Entouré¢ de milliers d’espéces végétales, ’Homme n’a d’abord cherché a
connaitre celles-ci que par rapport a lui : comestibles, remedes, toxiques, etc. Ainsi, il
apparait bien que la connaissance des plantes, ’expérience des soins médicaux
constituaient au méme titre que le savoir nutritionnel, une science de nécessité. Une
science patiemment élaborée au fil de générations entieres d’Hommes, en vagues
interrompues, une science de survie dans la lutte incessante des forces vivantes

(Bellakhdar, 2006).

La phytothérapie puise ses racines dans les origines les plus anciennes de 1’art de
guérir. Retracer les différentes étapes de I’histoire de la pharmacie permet d’apprécier la
place des plantes médicinales dans la construction de la thérapeutique. Conjointement aux
nouveaux acquis de ’humanité, les deux disciplines se sont progressivement développées.
Les progres techniques ont finalement conduit a une utilisation de la plante médicinale en
tant que mati¢re premiere pour la production de médicaments. Ces derniers sont néanmoins
colteux, et ’'usage traditionnel de la plante médicinale persiste dans la thérapeutique

populaire, au travers des guérisseurs et des vendeurs de simples ( Sophia, 2015).

Depuis deux décennies environ, chaque année, des milliers de plantes utilisées
localement par les tradipraticiens arrivent de toutes les régions de monde pour étre
analysées et testées dans les laboratoires des universités et des grandes sociétés

pharmaceutiques (Bellakhdar, 2006).

Actuellement, on a recensé a travers le monde plus de 20000 plantes médicinales et

aromatiques utilisées dans les différents pays (Hmamouchi, 1999).

Aujourd'hui les principes actifs des plantes sont des composants essentiels d'une
grande partie de nos médicaments et produits de soins (Hanms, 2007). Selon OMS

(Organisation Mondiale de la Santé) plus de 80% de la population mondiale, surtout dans
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les pays sous-développés, ont recours au traitement traditionnel pour faire face aux

problémes de la santé et de soins primaires (Farnsworth, 1994).

I1.1.2 Les plantes médicinales

Une plante médicinale est définie comme une drogue végétale au sens de la

Pharmacopée européenne .

Les plantes médicinales sont utilisées pour leurs propriétés particulieres bénéfiques

pour la santé humaine (Dutertre, 2011).

Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle (MTR) dont au moins une
partie posséde des propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs composés
chimiques (métabolites primaires et secondaires ou de la synergie entre les différentes

composées présents (Sanago, 2006).

Aujourd'hui, elles sont la base de la phytothérapie et 'homéopathie. Il existerait
plusieurs certaines de milliers d'especes différentes, que 1'on peut cueillir ou récolter (Jean-

Michel, 2012).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I’¢laboration des médicaments, non seulement lorsque les constitutions des plantes sont
utilisés directement comme agent thérapeutique, mais aussi comme mati¢re premicre pour
la synthése de médicaments ou comme modele pour les composés pharmaco logiquement

actifs (Ameenah, 2006).

Elles continuent de répondre a un besoin important malgré 1'influence croissante de

systéme sanitaire moderne (Boumediou et Addoun, 2017).

I1.2 Généralités

Les plantes produisent divers composés organiques, dont la grande majorité ne
semble pas participer directement & leurs croissance et développement. Ces substances
traditionnellement appelées métabolites secondaires, sont souvent distribuées
différemment parmi des groupes taxonomiques limités dans le régne végétal (Hanson,
2003). Ils sont responsable des activités biologiques des plantes médicinales (Croteau et

al., 2000; Hanson, 2003).
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Chez les végétaux, ces composés secondaires regroupent plusieurs dizaines de
milliers de molécules différentes, généralement rassemblés en superfamilles chimiques tel
que les polyphénols, les terpenes et les alcaloides, etc... Ces métabolites secondaires se
caractérisent généralement par de faibles concentrations dans les tissus végétaux

(Bourgaud, 2013).

Les métabolites secondaires sont produit a différents endroits de la cellule et
emmagasinés surtout dans les vacuoles .Il sont souvent synthétisés dans une partie de la
plante et stockés dans une autre. En outre, leur concentration dans la plante varie souvent

dans de grandes proportions au cours d’une période de 24 heures (Raven et al., 2003).

Pour ce qui concerne leurs fonctions chez les plantes, les métabolites secondaires
exercent un role majeur dans 1’adaptation des végétaux a leur environnement. Ils assurent
des  fonctions clés dans la  résistance  aux  contraintes  biotiques
(phytopathogénes,herbivores, etc...) et abiotiques (UV, température, etc...). Sur le plan
agronomique, le role de ces composés dans la protection des cultures est connu (résistance
aux maladies cryptogamiques, aux infections bactériennes, a certains insectes), mais a été
relativement peu exploité pour ce qui concerne le développement de variétés résistantes

(Djermane, 2013).

D’un point de vue pharmacologique, les métabolites secondaires constituent la
fraction la plus active des composés chimiques présents chez les végétaux et on estime
aujourd’hui qu’environ 1/3 des médicaments actuellement sur le marché contiennent au
moins une telle substance végétale. Cette efficacité pharmacologique des métabolites
secondaires s’est traduite par le développement de médicaments majeurs sur les 30
dernieéres années, tel que le Taxotére ou la Vinorelbine, utilisés dans le traitement de

certains cancers (Bourgaud, 2013).

Les produits du métabolisme secondaire sont en trés grand nombre, plus de 200.000
structures définies et sont d’une variété structurale extraordinaire mais sont produits en
faible quantit¢ (Hartmann, 2007). IIs sont classés en plusieurs composants chimiques dont
les plus répandus sont : les polyphénols, les alcaloides, les terpénes (Cuendet, 1999 ;

Vermerris, 2006).

DA



Chapitre 11 Métabolisme secondaire
_________________________________________________________________________________________________________________|

I1.3 Les polyphénols

11.3.1 Définition

L’appellation « polyphénols »ou « composés phénoliques » regroupe un vaste
ensemble de plus de 8000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques, qui
présentent toutes un point commun: la présence dans leur structure d’au moins un cycle
aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles

(OH) (Hennebelle et al., 2004).

Les polyphénols sont les antioxydants les plus présents dans la nature et aussi dans
nos assiettes. Ils permettent aux plantes de se défendre contre les phénomenes d’oxydation,

certaines agressions extérieures et contre le pourrissement (Menat, 2006).

Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges,
feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) a des proportions variables. Les plus

représentés sont les acides phénoliques, les flavonoides, et les tanins (Lugasi et al., 2003).

Les composés phénoliques font I’objet de nombreuses recherches en générale et les
flavonoides en particulier sont trés poussés en raison de leurs diverses propriétés et roles
biologiques :

Chez les végétaux :

Les composés phénoliques participent a deux principaux processus de I’activité des
plantes : la photosynthése et la respiration. De plus, ils interviennent dans d’autres
processus tels que : la croissance, la germination, la morphogénése des tiges et dans le
processus de lignification (Merghem, 2009). Ils jouent un réle important dans 1’interaction
de la plante avec son environnement, en particulier contre les radiations UV, les attaques

microbiennes, lutte contre les prédateurs... (Moheb et al., 2011).
Chez I’homme :

Les polyphénols présents dans les aliments consommés, sont en effet capables
d'abaisser la pression artérielle, d'empécher 1'oxydation des LDL (lipoprotéines de faible
densité), d'inhiber la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires, d'empécher
l'agrégation plaquettaire et de stabiliser les cellules immunitaires (Martin et

Andrantsitohaina, 2002). IIs ont été décrits comme étant des antioxydants, anti- agrégants
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plaquettaires, anti-inflammatoires, anti-allergénes, anti-thrombotiques et antitumoraux

(Hanhineva, 2010).

I1.3.2 Biosyntheése des composés phénoliques :

La biosynthése des phénols naturels des plantes est principalement issue de deux

voies : la voie du shikimate et la voie de 1’acétate malonate (Chavez, 1996).

* La voie du shikimate ou de I’acide shikimique, qui est aussi responsable de
la biosyntheése des acides aminés, conduit a la formation des acides
benzoiques, acétophénones, lignanes, lignines et coumarines. La
biosynthése de ces composés a lieu aprés désamination de deux acides
aminés précurseurs : phénylalanine et tyrosine (Bruneton, 1993). Cette
désamination donne des acides hydroxycinamiques dont les esters CoA, qui
sont a leur tour a I’origine de ces composés phénoliques cités ci-dessus
(Macheix, 1996).

* La voie d’acétate malonate consiste a réaliser un ensemble de noyaux
aromatiques par cyclisation de chalnes polycétoniques, elles-mémes
obtenues par condensation de groupements acétates. Ceci ne se fait qu’apres
carboxylation de I’acétyle-CoA en Malonyl-CoA (Merghem, 2009). Cette
voie utilise comme précurseur l'acide acétique activé sous forme d'acétyl~S-
coenzyme A. Le couplage des unités acétates conduit a la formation des
poly-3-cétoesters qui, apres cyclisation, donnent naissance aux composés
mono ou polycycliques. Les flavonoides sont issus de cette voie (Birch et

Donovan, 1953).
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Figure 12 Les Grandes lignes de la biosynthése des principaux groupes de composés phénoliques
(Sited).

I1.3.3 Classification des polyphénols

Les composés phénoliques (ou polyphénols) représentent un groupe de métabolites
secondaires complexe comportant plusieurs familles: dérivés des acides benzoique et
cinnamique, flavonols, flavones, isoflavanones, flavanes, flavanones, chalcones, aurones et
stilbéne. Certains sont des précurseurs de polymeéres pariétaux, comme la lignine et la
subérine. D’autres sont des polymeres intracellulaires tels que les tanins condensés et les

tanins hydrolysables (Regnault-Roger et al., 2008).
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Figure 13 Classification des polyphénols (Site4).
I1.3.3.1 Les acides phénoliques
Trois catégories de corps entrent dans ce groupe: les acides benzoiques, les acides
cinnamiques et les coumarines (Charnay et Tourmeau, 2006).
* Les acides benzoiques :

Les acides benzoiques sont les plus connus, ils sont trés répandus dans le régne

végétal (Charnay et Tourmeau, 2006).

R2 R1
R1=R2=R3=R4=H: acide benzoique (non phénolique)
R1=R2=Ré4 =H,R3= OH: acide p-hydroxybenzoique
R3
COOH R1=Re=H, R2=R3= OH: acide protocatéchique
R1=R4=H,R2=0CH3,R3=OH: acide vanillique
Rd R1=H,R2=R3=Rd4 =0H: acide gallique

Figure 14 Structures chimiques des acides hydroxybenzoiques (Site4).
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* Les acides cinnamiques :

Les acides cinnamiques sont trés répandus dans les végétaux, On signale en
particulier: I’acide p-coumarique, 1’acide caféique, 1’acide férulique, 1’acide sinapique et

I’acide 3, 4, 5 trihydroxycinnamique (Charnay et Tourmeau, 2006).

R4
OH

R5 =~ COOH

Figure 15 Structure chimique d’hydroxycinnamique acide (site4).
11.3.3.2 Les flavonoides (C6-C3-C6)

11.3.3.2.1 Définition

Les flavonoides constituent un groupe de plus 6000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires ; Ils constituent des pigments

responsables des colorations jaunes, oranges et rouges de différents organes végétaux.

Les flavonoides sont rencontrés dans les fruits (notamment du genre Citrus ou ils
représentent jusqu'a 1% des fruits frais) et les Iégumes, des boissons telles que le vin rouge
(les raisins), le thé, le café et la biere (I’orge), en contiennent également des quantités

importantes. Ils sont retrouvés également dans plusieurs plantes médicinales (Derbel et
Ghedire, 2005).

11.3.3.2.2 Structure et classification

Les flavonoides sont constitués de cycles benzoiques présentant plusieurs
groupements hydroxyles et sont pour cette raison également nommés polyphénols

(Descheemaeker et Provoost, 1999).
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Figure 16 Structure de base des flavonoides (site4).

Les flavonoides dérivent de la flavone. Les structures des flavonoides sont
constituées de deux anneaux de benzeéne séparés par une unité de propane. Ils sont
généralement hydrosolubles. On les trouve généralement dans les plantes sous forme
glycosilées. Les différentes classes dans le groupe se distinguent par des anneaux
hétérocycliques contenant de I'oxygene et des groupes hydroxyles. Il s'agit notamment des
chalcones, des flavones, des flavonols, des flavanones, des anthocyanines et des

isoflavones (Williams et Grayer, 2004).

* Anthocyanes

Les anthocyanes sont des hétérosides oxygénés dont I’aglycone est appelé
anthocyanidine. Les anthocyanes sont des sous classes des flavonoides au sens large dont
la structure de base est I’ion flavylium. Ils sont des pigments naturels des feuilles, fruits et
pétales. Ils sont impliqués dans la protection des plantes contre la lumiére excessive par
I'ombrage des cellules de la mésophile foliaire et ont également un réle important dans

I’attraction des insectes pollinisateurs (Crozier et al., 2008).

Ils constituent un défi pour les biochimistes en raison de leurs importantes
variations structurales et de la complexité de leurs biosynthése (Harborne, 2013;

Harborne et Williams, 2000).

Les anthocyanes sont connues pour leurs activités anti-inflammatoire, antioxydant

(Szymanowska et al., 2015) et cardioprotective (Zhang et al., 2017).
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Figure 17 Structure de base des anthocyanes (site4).

¢ Flavan-3 ols

Les flavan-3-ols ou dérivés de catéchine sont la catégorie de flavonoides la plus
complexe. Ces composés vont des simples monomeres, (+)-catéchine et son isomere (—)-
épicatéchine, jusqu’aux oligomeres et polymeres, les proanthocyanidines. De plus, les
flavan-3- ols peuvent &tre estérifiés par I’acide gallique ou hydroxylés pour former les
gallocatéchines (épicatéchine gallate, épigallocatéchine, épigallocatéchine gallate) (Chira
et al., 2008).

HO .

OH

Figure 18 Structures chimiques de flavan-3-ols (site4).

* Flavonols

Les flavonols sont des sous-groupes de flavonoides possédant un hydroxyle
phénolique en C3 et une fonction carbonyle en C4, Ils sont dispersés dans tout le régne
végétal, a I'exception des champignons et des algues. La répartition et les variations

structurales des flavonols sont trés vastes (Fabre ef al., 2001; Mollavali et al., 2016).

Les flavonols tels que la myricétine, la quercétine, 1'isorhamnétine et le kaempférol

sont le plus souvent sous forme de O-glycosides (Strack et al., 1992).

La liaison glycosidique se produit le plus souvent en position 3 du cycle C, mais
des substitutions peuvent également se produire en positions 5, 7, 4°, 3’ et 5° du cycle

carbone. (Crozier et al., 1997).
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Figure 19 Structures chimiques des flavonols (site4).
* Flavones
Les flavones sont des sous familles des flavonoides dont la structure est bassée sur
la présence de la fonction carbonyle en C4, Ils ont une structure semblable a celle des

flavonols sans le groupement hydroxyle en C3. Les flavones ont des propriétés

antitumorales (Cabrera et al., 2007).

3l
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&

Figure 20 Générale structure de flavones (site4).

* Flavanones

Les flavanones sont une sous famille de flavonoides qui ont une structure similaire
a celle des flavones mais sans la double liaison entre les carbones 2 et 3 du cycle C (Lee et
al., 2004 ; Zhishen et al., 1999). C'est la classe qui a plus grand nombre de composés dans

la catégorie des « flavonoides mineurs ».

Les flavanones sont trés réactives et peuvent subir des réactions d'hydroxylation, de
glycosylation et d'O-méthylation. Les flavanones sont des composants alimentaires
présents dans les agrumes. La flavanone glycosylée la plus courante est 'hespérétine-7-O-

rutinoside (hespéridine) qui se trouve dans les écorces d'agrumes (Crozier et al., 2008).
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Figure 21 Structure de base des flavanones (site4).

¢ Isoflavonoides

Les isoflavonoides sont des isomeres des flavonoides. Elles sont caractérisées par le
fait que le cycle B est attaché au cycle C en position 3 plutdt qu'en position C2 (Crozier et

al., 2008).

Les isoflavonoides possedent un squelette flavonoide réarrangé (fig. 22). Une
variété de modifications structurelles de ce squelette conduit a une grande classe de
composés qui comprend les isoflavones, les isoflavanones et la roténone. Les

isoflavonoides sont des composés spécifiques de la famille des Fabacées (Crout et

Geissman, 1969).

Ces composés présentent des activités cestrogénique, insecticide et antifongique
(Cornwell, 2004), en plus d'une activité antifongique (Rivera-Vargas et al., 1993).

Cependant certains isoflavonoides sont des poisons puissants.

1
o

3

4

s

Figure 22 Structure et numérotation du squelette des isoflavones (site4).
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11.3.3.3 Les tannins
11.3.3.3.1 Définition

Ce sont des composés phénoliques hydrosolubles, capables de se lier aux protéines

en solution et de précipiter (Silanikove et al., 2001).

C'est une classe nommé, le groupe des substances phénoliques polymériques, qui
ont une masse moléculaire dans I’intervalle de 500 et 3000, ou ils présentent en parallele
des réactions ordinaire des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et

d’autres protéines (Haslam, 1996 ; Cowan, 1999).

Les tannins sont caractérisés par une saveur astringente et sont trouvés dans toute
les parties de la plante : 1’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines (Scalbert,

1991).

Ils sont caractérisés par leur capacité antioxydante et leur propriété thérapeutique,
ces molécules permettent de stopper les hémorragies et de lutter contre les infections, aussi

traiter la diarrhée ou les irritations cutanées (Achille, 1980).

11.3.3.3.2 Classification

Deux groupes de tannins différents sont distingués par leur structure et par leur

source biogénétique:

* Les tanins hydrolysables :

Sont des dérivés de 1’acide gallique ; ils sont des oligo ou des polyesters d’un sucre
et d’un nombre variable d’acide phénol. Le sucre est généralement le D-glucose, I’acide
phénol et soit I’acide gallique dans le cas des gallotannins soit I’acide ellagique dans le cas

des tannins classiquement dénommés ellagitannins (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999).
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Figure 23 Structure chimique d’hydrolysable tanins : gallotannin (1), ellagitannin (2), gallic acid
(3), hexahydroxydiphenic acid (HHDP) (4) (site4).

* Tannins condensés ou tannins catechiques ou proanthocyanidols :

Sont différentes des tannins hydrolysables a cause de 1’absence de sucre dans leur
molécule de méme leur structure est voisine avec celle des flavonoides. C’est des
polymeres flavaniques dans leurs constitutions : unité de flavan-3-ols liées entre elles par
des liaisons carbone- carbone. Les proanthocyanidols ne sont que des cas isolés ou

identifiés dans tous les végétaux groupes, Gymnospermes et Fougeres (Bruneton, 1999).
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Figure 24 Structure de base des tanins condensés (site4).
11.3.3.4 Les coumarines :

Les coumarines sont des substances naturelles connues, 11 s'agit de composés a neuf
atomes de carbone possédant le noyau benzo pyrannone-2 (Fig. 24). Certaines familles
d'Angiospermes ¢laborent des structures trés variées : Fabaceae, Asteraceae et surtout
Apiaceae et Rutaceae chez lesquelles sont rencontrées les plus complexes (Brenrton,

1993).
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Ils sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter
les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles (Igor, 2002). Ils sont connues par leurs
activités cytotoxiques, antivirales, immunostimulantes, tranquillisantes, vasodilatatrices,
hypotensives; ils sont également bénéfiques en cas d'affections cutanées (Gonzalez et
Estevez, 1997), se sont des toniques veineux aux propriétés anticoagulantes (au niveau du

coeur) (Lucienne, 2010).

@) O
8

Figure 25 Structure chimique des coumarines (site4).
I1.3.3.5 Les quinones :

Les quinones: ou la benzoquinone (C6H402), C'est I'un des deux isomeres de la
cyclohexadienedione. L'orthobenzoquinone est la 1,2-dione, alors que Ila
parabenzoquinone est la 1,4-dione. Ce sont des substances colorées et brillantes, en général
rouges, jaunes ou orange et possédant deux fonctions cétones. On trouve les quinones dans
les végétaux, les champignons, les bactéries. Les organismes animaux contiennent
¢galement des quinones, comme par exemple la vitamine K, qui est impliquée dans la
coagulation du sang. Les quinones sont utilisées dans les colorants, dans les médicaments

et dans les fongicides (Kansole, 2009).

Elles assurent souvent des fonctions biologiques essentielles chez les étre vivants, en
particulier le transfert des électrons dans les mitochondries et les chloroplastes (Macheix et

al., 2005).

O O (0]
O O O
Benzoquinone Naphthoquinone Anthraquinone

Figure 26 Structure des quinones (site4).
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11.3.3.6 Stilbénes

Les stilbénes, de structure commune en C6-C2-C6, avec les deux carbones du
milieu possédant une double liaison. Ils sont des phytoaléxines, produites par les plantes en
réponse a une attaque par des agents pathogeénes fongiques, bactériens ou viraux. Le
resvératrol est le stilbéne le plus courant. Il se présente sur deux isomeére cis et trans dans
les tissus végétaux principalement sous forme de trans-resvératrol-3-O-glucoside, connu
sous le nom de piceide ou polydatine. Une famille de polyméres de resvératrol (les
viniférines) existe également. Les principales sources de stilbénes sont les raisins, le vin, le
soja et les produits de I'arachide. Le trans-resvératrol et son glucoside se retrouvent dans
des quantités particulieérement élevées dans la plante d'Ttadori (Polygonum cuspidatum),

¢galement connue sous le nom de Knotweed japonais (Burns et al., 2002).

En Asie, la racine d’Itadori est séchée et infusée pour produire un thé. Elle est
utilisée pendant des siécles au Japon et en Chine comme reméde traditionnel pour de
nombreuses maladies, y compris les maladies cardiaques et les accidents vasculaires
cérébraux (Kimura et al., 1985). En effet, le trans-resveratrol peut inhiber 1'oxydation des
lipoprotéines de basse densité (LDL) au stade initial de la pathogenése de 1'athérosclérose

(Soleas et al., 1997).
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Figure 27 Structure chimique des stilbénes (site4).
I1.3.3.7 Lignanes (C6-C3)2 et lignines (C6-C3)n

Les lignanes répondent a une présentation structurale de type (C6-C3)2, résultant de
la condensation de deux unités de phénylpropanes (C6-C3) liés par le carbone 8 (dimere de

phénylpropanoides) (Sainvitu et al., 2012).
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Figure 28 Structure chimique de lignanes (site4).

La lignine est un polymere fortement ramifiée d’une structure de type (C6-C3)n
formée par une polymérisation oxydative de trois alcools phénylpropéniques qui sont les
alcools pcoumarique, coniférique et sinapique (Sakagami er al., 2005). La lignine est
considérée comme le second polymeére le plus abondant apres la cellulose, la figure 30

montre la structure d’une lignine (Scalbert et Willamson, 2000).
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Figure 29 Structure chimique de lignine (site4).

I1.4 Les Terpénes Et Terpénoides

11.4.1 Définition

Les terpénes, ou isoprénoides, sont l'une des classes les plus diverses de métabolites
secondaires. Leur squelette carboné est constitué¢ d'unités isopréniques reliées, c'est ce que
l'on appelle la régle de l'isopréne. Ces squelettes peuvent étre arrangés de fagon linéaire ou

bien former des cycles. (Brielmann et al., 2006).

Ils sont des aromes et des parfums, des antibiotiques, des hormones végétales et
animales, des lipides membranaires, des attracteurs d'insectes, des anti alimentaires et des

médiateurs des processus essentiels de transport d'électrons (Crozier et al., 2008).
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11.4.2 Classification

les terpénes peuvent étre classés en hémiterpénes (C5), monoterpénes (C10),

sesquiterpenes (C15), diterpénes (C20), sesterpénes (C25), triterpeénes (C30), tétraterpenes

(C40).
H,C H,C H.C
CH, > Hs = CH;
CH, H, “H CH,
H3
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a-Pinene f-Pinene Limonene

HsC. CHz
cH,
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Figure 30 Structures moléculaires des terpénes (site4).

11.4.3 Stérols

Un stérol est un lipide possédant un noyau de stérane dont le carbone 3 est porteur
d'un groupe hydroxyle ,Pratiquement tous les stéroides végétaux sont hydroxylés en C-3 et
sont en fait des stérols. Dans le régne animal, les stéroides ont une importance profonde
comme hormones, coenzymes et provitamines. Cependant, le role des phytostérols est
moins bien compris. Il est prouvé que certains des phytostérols sont efficaces contre les

maladies cardiovasculaires (Kris-Etherton et al., 2002).
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Figure 31 Structure basic de stérols (site4).

11.4.4 Saponines

Les saponines sont constituées de six unités d'isopréne et sont également dérivées
du squaléne. Les saponines sont des glycosides triterpéniques de poids moléculaire éleve,
contenant un glycoside attaché a un stérol ou a d'autres triterpénes. Ils sont largement
distribués dans les plantes et se composent de deux parties : la glycone (sucre) et I'aglycone

ou le génine (triterpene) (Woitke et al., 1970).

Typiquement, ils ont des propriétés détergentes, forment facilement des mousses
dans 1'eau. Ils ont également un golt amer et sont piscicides (toxiques pour les poissons).
Beaucoup de plantes contenant des saponines ont été historiquement utilisées comme
savons. Il s'agit notamment des savons de racine de Chlorogalum pomeridianum, d’écorce
de Quillaja saponaria, de baie Sapindus saponaria et de noix de Sapindus mukurossi

(Hostettmann et Marston, 2005, 1995).

Les aglycones peuvent étre de la classe des alcaloides triterpeénes ou des stéroides.
Les saponines peuvent &tre mono- ou polydesmodiques, selon le nombre de fragments de
sucre attachés. De nombreuses cyclases enzymatiques impliqués dans leur biosynthése ont

été récemment déterminés (Haralampidis ez al., 2002).

Figure 32 Structure chimique de saponine (site4).
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I1.5 Les alcaloides

11.5.1 Définition

Les alcaloides sont un groupe diversifi¢ de composés a faibles poids moléculaires,
contenant de l'azote dérivés principalement d'acides aminés et trouvés dans environ 20%
des especes végétales (Roberts, 2013). Ce sont des bases contenant de 'azote qui forment
des sels avec des acides. Cette capacit¢ a former des sels et a complexer des ions
métalliques a aidé leur séparation et leur détection a I'époque avant la chromatographie

(Hanson, 2003).

Les alcaloides jouent un role défensif dans la plante contre les herbivores et les
agents pathogeénes. En raison de leurs activités biologiques puissantes, bon nombre
d’alcaloides connus ont ¢été exploités comme produits pharmaceutiques, stimulants,

narcotiques et poisons (Wink, 1998).

Les alcaloides sont généralement regroupés sur la base du systéme cyclique présent.
Plusieurs systémes cycliques communs, tels que les systémes indolizidine, quinolozidine
(Michael, 2003a, 2003b), quinoléine, quinazoline et acridones (Michael, 2004a, 2004b)
ont été étudices, (Herbert, 2003).

Beaucoup d'alcaloides dérivent directement des acides aminés aromatiques, de la
phénylalanine, de la tyrosine et du tryptophane Les propriétés toxiques ou
médicamenteuses des alcaloides font de ce groupe de métabolites secondaires un intérét
particulier. Au niveau du systéme nerveux central ils agissent comme dépresseurs
(morphine, scopolamine) ou comme stimulants (caféine etc...). Certains jouent le role

d'anesthésiques locaux (cocaine) (Kansole, 2009).

11.5.2 Classification

On distingue :

Les pseudo-alcaloides: Ne possédent pas d’azote intra cyclique et I’incorporation de

I’azote dans la structure se fait en phase finale: exemple la coniine.

Les proto-alcaloides: L’azote n’est pas inclus dans un systéme hétérocyclique. Ils

sont ¢laborés a partir d’acides aminés: exemples mescaline, hordénine, colchicine.

a?



Chapitre 11

Métabolisme secondaire

Les alcaloides vrais que I’on classe suivant de leur cycle. L’atome d’azote est inclus

dans un hétérocycle; biosynthétiquement formés a partir d’acides aminés; possédent une

activité pharmacologique marquée (Merghem, 2009).
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Figure 33 Classes et exemples d’alcaloides (site4).

44



Partie Expérimentale



Chapitre I : Matériels et Méthodes



Partie Expérimentale
_________________________________________________________________________________________________________________|

I. Matériels et Méthodes

I.1 Matériel végétal

Notre matériel végétal utilisé au cours de ce travail a été acheté sous forme de poudre sur
lequel on a mentionné ( échantillon des feuilles du moringa proviennent du Sahara algérien

wilaya de Oued Souf ; Ferme Noryas MORINGA ; les feuilles ont été récoltées en 2021).

Figure 34 la poudre des feuilles du Moringa oleifera Lam. (siteS)

1.2 Etude phytochimique :
I1.2.1 .Extraction des composés phénoliques :
L’intégralité de ce travail a été réalisée au niveau du laboratoire de biochimie du centre de

recherche en sciences pharmaceutiques de Constantine (CRSP).

L’extraction des composés phénoliques est réalisé avec du Méthanol/Eau distillée

(70/30) comme solvant d’extraction.

1.2.1.1 Macération

Principe :
La macération est une technique d'extraction solide-liquide qui permet d'extraire les
substances chimiques du matériel végétal par solvant, a température ambiante, sous

agitation magnétique ou mécanique.
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Mode d'opération :
La macération consiste a émerger 100 g de poudre végétale dans 400 ml de méthanol
pendant 48h a température ambiante, Ensuite la filtration est réalisée sur papier filtre ( la

poudre végétale a été extraite trois fois sous agitation magnétique) .

Figure 35 Protocole de macération

1.2.1.2 Concentration a sec de I'extrait

Le filtrat est séché sous pression réduite a (40°C) a Evaporation rotative (Rota-vapeur), cet
appareil permet d'éliminer rapidement un solvant volatil par évaporation. Le principe est

basé sur I'abaissement du point d'ébullition avec la pression.
L'extrait obtenu a été conservé jusqu'a 1’utilisation.
L'évaporateur rotatif est typiquement un appareil de laboratoire.
Il est constitu¢ de différentes parties :
o Un bain-marie d'eau afin de chauffer la solution a concentrer
o Un ballon dont la forme est adapté.
o Un réfrigérant qui condense les gaz
o Un ballon réceptacle dans lequel les gaz condensés sont recueillis.
o Un dispositif qui fait tourner le ballon suivant son axe de symétrie afin de permettre

une homogénéisation du milieu et une évaporation tranquille.
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L'extrait résulte de cette manipulation est utilisé pour la CCM, les criblages, l'activité

antibactérienne, l'activité antifongique.

Figure 36 Evaporateur a sec de I'extrait. Figure 37 L'extrait obtenu a partir de
l'extraction par méthanol 70% apres
séchage a sec.

1.3 Détermination du rendement d’extraction

Le rendement de I’extraction est déterminé par le rapport entre la masse des
polyphénols extraits et la masse de la matiére premiére végétale traité. Le rendement

exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante :
R (%): 100 Mext/Méch

R: est le rendement en % ;
Mext: est la masse de 1'extrait apres évaporation du solvant en g.

Méch: est la masse seche de 1°échantillon de la plante en g.

1.4 Les criblages de métabolites secondaires
Cette partie du travail a été réalisée au niveau du laboratoire de recherche de

Biochimie Appliqué de I’ Université Constantine 1.
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Le criblages phytochimique permet de détecter la présence ou I’absence des
familles chimiques essentiellement tel que les composés phénoliques, les hétérosides
notamment les saponosides, les composés azotés en particulier les alcaloides, les

isopreénoides qui renferment les stéroides dans la plante étudié.

Ils sont basés sur :
- Réaction de coloration et de précipitation

- Examen sous la lumiére ultraviolette.

1.4.1 Criblage des flavonoides

Le criblage des flavonoides se réalise a partir de 1’extrait hydro-méthanolique de la
poudre des feuilles de Moringa oleifera Lam. On utilise deux tubes (test de wilstater).
- Tube 1 : témoin
- Tube 2: pour le test, on ajoute 0.5 ml d’extrait méthanoique et 0.5 ml de HCL

concentré plus 4 copeaux de Mg.
L’apparition de Coloration rouge indique la présence des flavonoides.

1.4.2 Criblage des anthocyanes

Le criblage des anthocyanes se réalise a partir de I’extrait hydro-métanolique On
utilise 3 tubes a essai.
- Tube 1 : témoin
- Tube 2 : on ajoute 1ml d’extrait hydro-méthanoique plus quatre gouttes de HCL pure.

- Tube 3 : on ajoute 1ml d’extrait hydro-méthanoique plus trois gouttes de NaOH.

L’apparition de coloration rouge pour tube 2 et bleu pour tube 3 dénote la présence des

anthocyanes.

1.4.3 Criblage des tanins

Le criblage des tanins se réalise a partir de 1’extrait hydro-méthanolique, on utilise
3 tubes a essai.
- Tube 1 : témoin

- Tube 2 : addition de 5 gouttes de gélatine 1%.

L’apparition d’un précipité blanc signifie la présence des tanins.
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- Tube 3 : addition de 5 gouttes de FeCLs3.

Le changement de coloration est observé :

Virage au vert noiratre indique la présence des tanins catéchiques, Virage au bleu

noiratre indique la présence des tanins gallique.

1.4.4 Criblages des stérols et triterpénes

Au début, dépigmenter 100 mg d’extrait hydro-méthanolique par addition de 10 ml de
cyclohexane, dissoudre le résidu dépigmenté dans 10 ml de chloroforme. Apres le séchage
de la solution obtenue, On a utilisé 4 tubes a essai.

- Tube 1 : témoin

- Tube 2 : test de salkowski : ajouter 1ml de H,SOs,.

L’apparition de coloration rouge (anneau) indique la présence de stérols insaturés.
- Tube 3: test de lobermann-burschard : ajouter trois gouttes d’anhydride acétique et

additionner une goutte de H,SO4 concentré.
Le changement de coloration est observé pendant une heure :

Une coloration rouge (anneau) indique la présence de stéroides et stérols, et Une
coloration rouge-violet indique la présence des triterpénes.

- Tube 4 : test de Badjet-kedde : ajouter quelques grains d’acide picrique.

L’apparition d’une coloration orange est due aux stéroides lactoniques (Bruneton,

1993).

1.4.5 Criblages des quinones et anthraquinones

Ce test est réalis¢ a partir d’extrait hydro-méthanolique, on utilise 3 tube a essai.
- Tube 1 : témoin

- Tube 2 : on ajoute KOH 10% et le chloroforme a 1ml d’extrait.

L’apparition d’une coloration rouge indique la présence des anthraquinones.

- Tube 3 : on ajoute NaOH et I’éther de pétrole a Iml d’extrait.

Le changement de couleur au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones.
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1.4.6 Criblage des saponosides

Pour I’identification des saponosides, dans un tube a essai on ajoute 1ml d’eau distillé et 1g
de poudre végétale, puis on chauffe le mélange au bain marie a 85°C pendant 30 min, aprés
on agite vigoureusement le tube, en position horizontale pendant 30 secondes environ
portoir, aprés 10 min au repos on observe I’hauteur de la mousse.

- Pas de mousse : test négatif.

- Mousse moins de 1 cm : test faiblement positif.

- Moussede 1 a2 cm : test positif.

- Mousse plus de 2 cm : test tres positif.

1.4.7 Criblage des alcaloides

Préparations des réactifs
- Dragendorff: 0.85g sous nitrate basique de bismuth + 8g d’lodure potassium + 10ml
d’acide acétique glaciale + 70ml d’eau distillé.

- Mayer : 1.35g chlorure mercurique + 5g d’lodure potassium + 30 ml d’eau distillé.
Agiter jusqu’a dissolution puis ajouter 100 ml d’eau distillé.

Pour faire les tests d’identification rapides des alcaloides, on peut préparer un extrait selon

le procédé suivant :

Dans un tube a essai de 16 ml, on introduit 200 mg de poudre végétale avec 10 ml d’acide
sulfurique. On agite pendant 2 min et on filtre sur papier filtre, aprés on partage le filtrat
entre 3 tubes, on ajoute respectivement au :

- Tube 1 : quelques gouttes de réactif Dragendorff.

- Tube 2 : quelques gouttes de réactif Mayer.

- Tube 3 : reste comme témoin.

La précipitation et la coloration de tube 1 en orange et de tube 2 en jaune confirme la

présence des alcaloides (Vigor claire et al., 2010).

I.5 Chromatographie sur couche mince (C.C.M)

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire recherche de biochimie appliqué
université Constantine 1. Nous avons travaillé sur un extrait méthanolique de la poudre

végétale de feuilles de Moringa oleifera Lam.
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1.5.1 Définition

La chromatographie est a la fois une méthode de séparation et d’identification de
divers constituants d’un mélange (Marouf, 2002). La chromatographie sur une couche
mince est essentiellement une chromatographie liquide exécutée sur une couche de
particules d’une substance polymérisée immobilisée sur un support planaire (Yrjonen,

2004).

I.5.2 Principe

La chromatographie couche mince (CCM) est largement utilisée, sa mise en ceuvre
nécessite seulement une faible quantité d’échantillon. C’est une technique de séparation et
d’identification des constituants d’un mélange. Elle est fondée sur le principe de la

différence de solubilité d’une espeéce chimique dans un solvant (Pradel et Adda, 1975).

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des
phénomenes d’adsorption ; la phase mobile est un solvant ou un mélanges des solvants, qui
progresse le long d’une phase stationnaire fixé sur une plaque de verre ou sur une plaque

semi-rigide de matiere de plastique ou d’aluminium (Anton et al., 1998).

1.5.3 Mode opératoire

- La phase stationnaire : se présente sous forme de gel de silice étalée en mince couche
sur une plaque de verre d’aluminium ou sur une feuille semi-rigide de plastique.

- La phase mobile : appelée aussi 1’¢luant, composé¢ d’un mélange de solvant, cette
phase est la responsable de la migration des composés.

Les différents systémes solvants choisi pour cette phase sont les suivants :
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Tableau 5 les différents systémes solvants utilisés pour la CCM

Systemes solvants Proportions
Les systémes S = toluéne et d’acétate (34/14) ; (vIv)
solvants d’éthyle

Utilisés

- Le dépot des échantillons : le dépot se fait a 1’aide d’une pipette pasteur sur les points
marqués au long de la ligne de la plaque CCM. Le diamétre de la tache ne doit pas
dépasser 4 mm pour réussir la séparation des échantillons. Pour I’extrait On fera 3
dépots successifs. Le dépot de produit doit étre effectué de fagon homogeéne a 1’aide
d’un capillaire sans creuser le support solide. (Erika et al., 2008).

- Développement des plaques : chaque plaque est déposée en position verticale ou
légérement inclinée dans la cuve préalablement saturée par les vapeurs du systéme
solvant approprié, 1’échantillon a étudier sera plus ou moins entrainé par capillarité de
la phase mobile vers le haut de la plaque (chromatographie ascendante) (Since, 2003).

- Développement de la chromatographie : Lorsque le front de séparation arrive a 2 cm
de ’extrémité supérieure de la plaque, on retire cette derniére de la cuve. La plaque est

séchée ¢ ’aire libre.

couvercle —Dl I

Phase stationnaire
Papier > Dépots

cuve —P /

Phase mobile
<
éluant

Figure 38 la chromatographie sur couche mince (Site5).

- La révélation : Révélation sous lampe UV : permet de mettre en évidence sous forme

de taches des substances qui absorbent les UV a A= 254 nm et A=366 nm.
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Le comportement d’une molécule particuliére dans un systeme donné est exprimé par son

rapport frontal R¢, calculé par la formule suivante :

Rf=

oA

d : la distance parcourue par la molécule.

D : la distance parcourue par la phase mobile (front du solvant).

L’apparition des spots colorés sur la plaque CCM sous la lampe UV, indique la présence
des métabolites secondaires.

- Relation structure-fluorescence

L’examen en lumicre ultraviolette est la méthode la plus utilisée pour la détermination des
structures des flavonoides, le tableau 6 résume la relation qui peut exister entre la structure

d’un composé et sa fluorescence sous UV.

Tableau 6 La relation entre la fluorescence et la structure des flavonoides (Site3).

Spot coloré Types de flavonoides

Noir Flavonols 5, 6, 7, tri OH libres
Flavonols 5, 7, 8, tri OH librs

Brun noir 3-OH absent ou 3-OH substitué

Violet Flavones 5-OH et 4> OH
Flavones 3-OR et 5 OH ,4’-OH
Flavones 6 ou 8 OH
Chalcones
Dihydroflavonols
Isoflavones

Flavanones

Bleu claire (fluorescent) Flavones sans 5-OH libre

Flavonols sans 5-OH libre avec 3 OH substitué

Jaune terne Flavonols 3- OH libre avec ou sans 5-OH libre
Jaune

Fluorescence orangée

Jaune vert brillant 5 OH libre ou 5 OH substitué
Jaune fluorescent Flavonols avec 30H libres
Aurones
Chalcone
flavanones
Jaune pale dihydroflavonols
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1.6 Etude de L'activité antibactérienne:

Les testes de l'activité antibactérienne ont été réalisés au niveau du laboratoire de

microbiologie du centre de recherche en sciences pharmaceutiques de Constantine (CRSP).

1.6.1 Principe :

L’évaluation de I’activité antibactérienne a été réalisé par la méthode de diffusion

de disques en gélose dite méthode de diffusion de disques (Rahal et al., 2005).

L’activité inhibitrice du produit se manifeste par la formation d’une auréole
d’inhibition autour du puits ou de disque. Elle est considérée comme positive pour tout

produit donnant un diameétre d’inhibition supérieur a 8 mm (Kabouss ez al., 2000).

1.6.2 Les souches bactériennes testées

Les souches utilisées dans les tests font parties des microorganismes, qui sont des
pathogenes et des contaminants. Le support microbien est composé d’Escherichia coli,

klebsiella pneumoniae , Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa :
Staphylococcus aureus :

Les staphylocoques sont des cocci a gram positif qui tendent a se grouper en amas
(Nauciel, 2000), irrégulier a la fagon d’une grappe de raisin (Dabernat et al., 2000).
Staphylococcus aureus est un germe aérobie - anaérobie facultatif (Dabernat et al., 2000),
doit son non d’espéce a 1’aspect pigmenté de ses colonies. II tient une place trés importante
dans les infections communautaires et nosocomiales, posséde une coagulasse, ce qui le
distingue de la plupart des autres especes de staphylocoques. La bactérie est trés répandue
chez I’homme et dans de nombreuses espeéces animales. Chez [’homme, environ un tiers
des sujets sont des porteurs sains qui hébergent la bactérie au niveau des muqueuses et des
zones cutanées humides. Il développe rapidement des résistances aux antibiotiques et les

souches hospitaliéres ne sont souvent sensibles qu’aux glycopeptides (Nauciel, 2000).
Pseudomonas aeruginosa :

Le genre pseudomonas est fait de bacilles mobiles aérobies stricts, se cultive
facilement sur les milieux usuels. Pseudomona aeruginosa (ou bacille pyocyanique) se

caractérise par la pigmentation bleu-vert de ses colonies. (Nauciel, 2000).
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C’est une bactérie ubiquiste qui vit normalement a I’état de saprophyte dans 1’eau et le sol
humide ou sur les végétaux. Cette bactérie peut vivre en commensale dans le tube digestif
de ’homme et des divers animaux. Considéré comme une bactérie pathogene opportuniste

c’est le germe-type des infections hospitaliéres ou nosocomiales (Dabernat et al., 2000).
Escherichia coli :

C’est I’espece dominante de la flore aérobie du tube digestif. Escherichia coli est
habituellement une bactérie commensale. Elle peut devenir pathogéne si les défenses de
I’héte se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des facteurs de virulence particuliers

(Nauciel, 2000).

Le groupe Klebsiella, Enterobacter, Serratia, dit K.E.S, sont rassemblés des

enterobacteriaceae qui ont en commun les caracteres suivants :

* Laréaction de Voges-Proskauer (VP) est généralement positive.

* (e sont des bactéries pathogenes.

* Ces especes sont souvent multi-résistantes aux antibiotiques (Dabernat et al.,

2000).
klebsiella pneumoniae :

Les Klebsiella sont des bactéries trés répandues dans la nature (I’eau, le sol, les
végétaux, la flore fécale des animaux), sur la peau, les muqueuses et surtout les voies
respiratoires supérieures de 1’homme provoquant ainsi des pneumonies mortelles c’est

pourquoi Friedlander les a appelé pneumobacilles ( Leon et Michel, 1989).

Klebsiella pneumoniae est un pathogene opportuniste fréquemment impliqué dans
des infections séveéres notamment des infections urinaires (IU), des pneumonies et des
bactériémies (Berrazeg et al., 2013). Elle est responsable de plus de 10% des infections
nosocomiales (Hennequin et Forestier, 2007). Elle est impliquée surtout dans les unités

de soins intensifs (USI) (Boukadida et al., 2002).

Les bactéries appartenant a 1’espeéce Klebsiella pneumoniae sont des bacilles a
Gram négatif, immobiles, diplobacilles généralement capsulées, non sporulées, anaérobies

facultatifs (El Fertas-Aissani et al., 2012).
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1.6.3 L’évaluation de I’activité antibactérienne

L’évaluation de 1’activité antibactérienne est effectuée selon la méthode de

diffusion en milieu gélosés (Bijondi et al., 1993).

Des disques de papier Wathman stériles (6 mm de diamétre) sont imprégnés de 0,5
ml de chaque dilution (1/2,1/4, 1/8) de I’extrait flavonique. Ces mémes disques sont
appliqués sur la surface du milieu gélos¢ Mueller Hinton (Bijondi et al., 1993). Aprés
incubation 18 heures a 37°C, la lecture s’effectue en mesurant le diamétre de la zone

d’inhibition de chaque disque de 1’extrait flavonique.

1.6.3.1 Méthode utilisée :

Méthode de diffusion en disque

La méthode de diffusion en milieu gélosé ou méthode de disques est une technique
qualitatif basé sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu solide, a partir des
disques stériles imprégnés dans D’extrait a tester, permettant de déterminer l’activité
inhibitrice de croissance des germes par la mesure du diameétre d’inhibition autour d’un
disque (Sharififar et MH, 2007). Apres deux repiquages successifs sur bouillon nutritif et
un isolement sur gélose nutritif, 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 (exprimé par la mesure de la Densité Optique a 625 nm) voisine a celle de
McFarland de 0.5. Une DO de 0.08-0.1 correspond 4 10° UFC/ml (Lesueur et al., 2008).
Par la suite la surface enti¢re de la gélose Mueller Hinton a été étalée par cette suspension

bactérienne.

Ltutilisation de 1‘ensemencement doit étre faite dans les 15 min qui suivent sa préparation

a la température ambiante.

La culture se fait dans un milieu stérile et qui consiste a tremper un écouvillon stérile dans
la suspension bactérienne puis 1‘essorer un peu en le pressant sur la paroi interne du tube
contenant la suspension bactérienne. L‘écouvillon ainsi imbibé dans la suspension est
frotté¢ sur la totalité¢ de la surface gélosée du milieu de culture (milieu Mueller-Hinton).
Cette opération a été répété deux fois, en tournant la boite de pétri de 60° a chaque fois,

afin d‘assurer une culture homogene des bactéries utilisées.
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A Ifaide d‘une pince stérile et sous une hote bien propre et stérilisée, les disques contenant
les différentes concentrations de l'extrait ont été déposés sur la surface du milieu

ensemence.

L’extrait de moringa oleifera Lam. est dissous dans 1 ml de méthanol, plusieurs
concentrations ont été testées (50, 100 et 200 mg/ml). Des disques stériles de 6 mm de
diametre (papier Whatman n°3) imprégnés de 10ul d’extrait de plante par disque, ont été
déposés stérilement sur la surface de la gélose. Les boites sont maintenues a 4°C pendant 1
a 2 h ensuite incubées 24 h a 37°C. Un disque imbibé de méthanol utilisé comme controle
négatif. L’activité antimicrobienne a été¢ déterminée a I’aide d’une régle mesurant le
diametre de la zone d’inhibition exprimée en mm. L’importance du diamétre de la zone

d’inhibition refléte I’impact de 1’extrait sur les souches bactériennes.

Tableau 7 Echelle de sensibilité des germes (Benkhaled, 2018).

Diamétres de la zone d’inhibition (mm) | Transcription Sensibilité du germe
0 0 Résistant

<8 - Non sensible

9<0 <14 + Sensible

15< 0 <19 ++ Trés sensible

> 20 +++ Extrémement sensible

1.7 Etude de L'activité antifongique :

Les souches fongiques utilisées, ont été procuré du laboratoire parasitologie de I’hdpital

Didouche Mourad de Constantine, a savoir : Rhodotorula. Sp., Candida albicans.

Ce travail est effectué au laboratoire de microbiologie du centre de recherche en sciences

pharmaceutiques de Constantine (CRSP).

1.7.1 Objectif :

L'activité¢ antifongique de I’extrait méthanolique de la poudre du moringa oleifera Lam.

est étudiée sur deux souches fongiques.
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1.7.2 Les souches fongiques testées

Candida albicans

Membre de la famille des Candidaceae, Candida albicans est un champignon diploide et

encapsulé (Hazen et Howell, 2007).

Candida albicans est 1’espéce la plus fréquemment incriminée en pathologie humaine (EI
Jouhari, 2008), c’est une levure non pigmentée, non capsulée, qui se reproduit de fagon
asexuée par bourgeonnement multiple, cette levure commensale des muqueuses digestives

et vaginales appartient au Phylum des Deutéromyceétes (Belarbi, 2017 ; Moulinier, 2002).

Figure 39 Aspect morphologique de Candida Albicans

Rhodotorula. Sp.

Rhodotorula est un genre de levures pigmentées unicellulaires, appartenant a la division

des Basidiomycota.
Les levures du genre Rhodotorula sont des pathogeénes émergents et opportunistes.

Rhodotorula sp. est une levure de la famille des sporidiobolacées, le genre comprend
quelques espéces, dont trois sont impliquées en pathologie humaine, il s’agit de

R. mucilaginosa (R. rubra), R. glutinis et R. minuta.
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1.7.3 Meéthode utilisée :

Méthode de diffusion de disque

Tout d’abord, I’activité antifongique été déterminée par la méthode de diffusion de disque
(NCCLS, 1997). En bref, 100 pl de suspension contenant 10° CFU/ml de cellules
microbiennes, ont été étalées sur des boites de pétri contenant La gélose Sabouraud. Les
disques (6 mm de diameétre) ont été séparément imprégnés avec 15 pl de divers extraits et
placés sur la gélose qui a déja été inoculée avec le micro-organisme sélectionné. Les boites
ont été conservées a 4 °C pendant 1 h. Puis, elles ont été incubées pendant 48h a 30°C.
L’activité antimicrobienne a été évaluée en mesurant le diameétre de la zone d'inhibition de

croissance en millimétres (y compris le diametre du disque de 6 mm).
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II. Résultats et discussion

I1.1 Rendement d'extraction

Le rendement d'extraction des composés phénoliques par macération hydrométhanolique a
70% représente 13.9 %, ce rendement est calculé par rapport au poids de la mati¢re séche

du poudre des feuilles de moringa 100 g.

Le rendement d'un extrait est calculé selon la formule suivante :

R (%): 100 Mext/Méch

R (%) =100 (49.2 - 35.3) / 100

L'extraction de notre échantillon a fourni un rendement de 13.9 %.

Le rendement de notre extrait Méth est supérieur que celui de l'extrait méthanolique obtenu

par la méthode de Soxlhet (11,78%) enregistré chez (Roopalatha et Nair, 2013).

Figure 40 Pesée de |’extrait.

I1.2 Screening phytochimique

L'évaluation préliminaire de la composition phytochimique des feuilles de Moringa
oleifera Lam., a donné les résultats représentés dans le tableau 8. Il est a constaté que la
plante étudiée contienne des polyphénoles, représentés principalement par des flavonoides,

des tanins, des stéroides et des alcaloides.
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Tableau 8 Résultats de 1’¢tude des métabolites secondaires de la plante Moringa oleifera

Lam.
Composés chimiques Réactifs Extraits méthanolique de
M. oleifera Lam.
Flavonoides HCL+Mg 4+
Anthocyanes HCL+NaOH -
Tanins Gallique Gelatine 1% +++
Catéchique FeCL3 1% +++
Stéroides Stérols H,SO, +++
Stéroides C4HsO3+H,S04 ++
triterpenes -
steroidelactoniques CeH3N304 -
Quinones Quinones KOH+CHCL; -
Anthraquinones Ether de pétrole + NaOH -
Saponosides / -
Alcaloides Bi(NO3); + K1 + A+
CH;COOH + HgCL,

+++ Présence majeure du composé, ++ Présence moyenne, + Présence, - Absence.

Les flavonoides, alcaloides, tanins, stéroides ont été¢ détectés en grande quantité dans les

feuilles. La richesse de la plante Moringa oleifera Lam.

en alcaloides et flavonoids

explique la toxicité de cette plante ce qui élucide certainement son usage dans le traitement

des maladies. Aussi, La présence de ces métabolites secondaires peut étre attribuée aux

actions antifongiques et antibactériennes de la M. oleifera Lam.
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* Criblage des flavonoides
Le criblage des flavonoides dans I’extrait méthanolique des feuilles de Moringa oleifera

Lam. est confirmé par 1’apparition d’une couleur rouge dans le test réalisé, ce qui indique

que cette plante est riche en flavonoides.

S

Figure 41 photographie de résultat de criblage des flavonoides.

* Criblage des anthocyanes

L’extrait méthanolique de la M. oleifera lam. ne contiennent pas des anthocyanes, les

phases aqueuses n’ayant pas viré ni en rouge ni en bleu.

Figure 42 ographie de résultat de criblage des anthocyanes.
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* Criblage des tanins

L’utilisation de la gélatine 1% dans I’extrait méthanolique a provoqué I’apparition d’un

précipité blanc dans le test réalis¢, ce qui indique la présence des tanins.

L’utilisation du réactifs FeCL3; pour la détection des tanins, donne une coloration bleu
noiratre dans I’extrait méthanolique des feuilles de Moringa oleifera Lam. donc la plante

est riche en tanins galliques.

yes

Figure 43 photographie de résultat de criblage des tanins.

* Criblages des stéroides, stérols et tritérpenes

Les réactifs H,SO,4 et ’anhydride acétique, on détecté un anneau rouge seulement dans
I’extrait méthanolique, ce qui indique la richesse de la plante en stérols et stéroides, et

I’absence des triterpénes.

Les stéroide-lactonique ne sont pas détectés dans 1’extrait méthanolique.

Figure 44 photographie de résultat des criblages des stérols, stéroides et tritérpene.

AA



Partie Expérimentale

* Criblages des quinones et anthraquinones

Les quinones et les anthraquinones ne sont pas détectés dans 1’extrait méthanolique des

feuilles de Moringa oleifera Lam.

Figure 45 photographie de résultat de criblage des quinones et anthraquinones.

* Criblage des saponosides

Apres I’échauffement de tube pendant 1 min, et avec une simple agitation, les résultats
montrent [’absence de la mousse. Donc la plante de M. oleifera Lam. ne contienne pas des

saponosides.

* Criblage des alcaloides

Une précipitation et changement de couleur a été observé dans les tubes qui contient les
réactifs de dragendorff et mayer, donc les feuilles de M. oleifera Lam. contienne des

alcaloides.

Figure 46 photographie de résultat de criblage des alcaloides.
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I1.3 Chromatographie analytique sur couche mince C.C.M

La chromatographie sur couche mince est déterminé par la séparation des deux phases,
mobile et stationnair, le développement de cette technique dépond de I’espace vapeur, pour
voir les empreintes flavonique de nos extrait méthanolique et a partir de systéme solvants :

toluéne et d’acétate d’éthyle.

Apres la révélation de la plaque CCM sous lampe UV a 254 et 365 nm, on observe une
série de spots, avec des couleurs et des Rfs différents (tableau 9). Ce qui nous a permit de

révélé la présence de plusieurs classes de métabolites secondaires.

Tableau 9 Comportement chromatographique de 1’extrait méthanolique de Moringa

oleifera Lam. sur plaque de silice dans le systéme solvant (tolueéne et d’acétate d’éthyle)

(34/14).
L’extrait méthanolique de Couleur R;
Moringa oleifera Lam.
Spot 1 Bleu 0.21
Spot 2 Jaune 0.46
Spot 3 Rose-violet 0.73
Spot 4 Violet 0.86

Structure-Rf

La distance de migration des substances dépend essentiellement de leur polarité :

* Les polyhydroxyflavones ont des faibles valeurs de Rf (0,00-0,25).

* Les oligohydroxy et les oligométhoxyflavones ont des valeurs de Rf comprises entre
(0,3-0,5).

* Les flavanones, les flavonols, méthoxyflavones ont les valeurs les plus élevées de Rf

(0,5-0,75).
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Figure 47 photographie de chromatogramme sous lampe UV 365 et 245 nm.

D’aprés les résultats des Rfs on remarque que cette plante est riche en coumarines et

flavonoides de type flavones et flavonols.

Les tests préliminaires des criblages phyto-chimique et de chromatographie sur couche
mince ont permis la mise en évidence de quelques métabolites dans la partie feuilles de
notre plante comme les polyphénols, les flavonoides, stérol, stéroides, tanins et les

alcaloides.

(Shahriar et al, 2012) ; (Roopalatha et Nair., 2013) ; (Okumu et al., 2016) ;
(Sankhalbar et Vernekar., 2016) ; (Udosen et al., 2016). ont aussi rapporté la présence
de ces mémes composés chimiques au niveau des feuilles de Moringa oleifera Lam. ce qui

rejoignent parfaitement les résultats du criblage obtenu sur notre plante qui est M. oleifera.

La quantit¢ des composés phénoliques des extraits de la plante étudiée dépend
essentiellement: de leur origine (Ebrahimzadeh ez al, 2008). la variété, la saison de
culture, la saison de récolte, les conditions climatiques et environnementales, la
localisation géographique, les différentes maladies qui peuvent affecter la plante, la

maturité de la plante et la durée de conservation (Park et Cha., 2003).

I1.4 Activité antibactérienne

L'extrait méthanolique de 1'espéce Moringa oleifera Lam. a été testé contre les 4 souches
bactériennes suivantes : Escherichia coli , klebsiella pneumoniae , Staphylococcus aureus

et Pseudomonas aeruginosa , cette étude est basée sur la mesure des diamétres des zones

d'inhibitions.
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Les résultats de l'activité antibactérienne in vitro sont confinés dans le tableau 10 et la

figure 48.

Tableau 10 Diamétre de la zone d'inhibition des extraits hydrométhanoliques de Moringa

oleifera Lam. en fonction des concentrations.

Diamétre de la zone d'inhibition (mm)
Bactéries
Doses (mg/ml) Témoin(-)
méthanol
50 100 200
E. coli ATCC 25922 | 6 7 8 6
k. pneumoniae ATCC700603 | 6 6 6 6
P. aeruginosa ATCC 25953 | 6 6 10 6
S. aureus ATCC 25923 | 6 8 9 6

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa

(gram+)

(gram-)

Figure 48 Activité antibactérienne d’extrait hydrométhanolique de la poudre des feuilles du

Moringa oleifera Lam. sur les souches bactériennes testées.
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Les résultats du test antibactérien montrent une variation dans l'efficacité
d'inhibition de l'extrait hydrométhanolique de la poudre des feuilles du Moringa oleifera

Lam. vis-a-vis des souches bactériennes testées.

Les résultats récapitulés dans le Tableau (10) montrent que les différentes
concentrations de notre extrait ont des activités antimicrobiennes de degrés variables
contre les bactéries testées. Une augmentation du diamétre de zones d'inhibition de I’extrait

a été révélée avec I'augmentation de la concentration.

Observation d'un effet antibactérien considérable contre les bactéries (Escherichia
coli et Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa ) et une absence d'inhibition

pour la bactérie (klebsiella pneumoniae).

L’effet antibactérien obtenu vis-a-vis des bactéries gram positifs peut s’attribuer a
la différence dans les couches externes des bactéries Gram + et Gram - (Georgantelis et
al., 2007). Les bactéries Gram - possedent une couche additionnelle qui se compose de

phospholipides, de protéines et de lipopolysaccharides (Basli et al., 2012).

La sensibilité des bactéries envers 1’extrait est classée selon les diamétres des zones
d‘inhibition. L’effet antibactérien a été observé sur la plupart des bactéries testées, a savoir,
Escherichia coli et Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. Les diametres
d’inhibition varient de 6 a 8 mm pour Escherichia coli de 6 2 9 mm pour Staphylococcus

aureus et de 6 a 10 mm pour Pseudomonas aeruginosa.

Il apparait que Staphylococcus aureus (Gram+) est la bactérie la plus sensible par
comparaison avec les autres souches (Gram-), ceci peut étre attribué a la différence de la
structure entre les bactéries a Gram positives et ceux a Gram négatives. La paroi cellulaire
des bactéries a Gram positives est constituée d’une seule couche, alors que la paroi
cellulaire des bactéries a Gram négatives a une structure multicouche liée par une

membrane cellulaire externe (Ali-Shtayeh ez al., 1998).

La sensibilit¢ des bactéries a gram-positif traduit I'action antibactérienne des
flavonoides. En effet, cette sensibilité est en relation avec le nombre des hydroxyles libre
c'est-a-dire que les flavonoides les moins hydroxylés sont les plus actifs, car dans les
travaux de (Cowan, 1990), A démontré que les flavonoides dépourvues de groupement

hydroxyle libre ont plus d'activité antibactérienne, ce qui conduit a une augmentation de
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leurs affinité aux lipides membranaires. Selon ces données on peut supposer que les
flavonoides testées visent la membrane cytoplasmique des microorganismes c'est pour ¢a
que les zones d'inhibitions pour les bactéries a gram-positif sont plus grandes que celles
des bactéries a gram négatif (Escherichia coli) car ils ont qu'une seule membrane

biologique ce qui les laissent vulnérables (Chadi, 2014).

Pour ce qui est de I’extrait aqueux-méthanol, nos résultats rejoignent ceux de
(Millogo-Koné et al., 2012) qui ont montré 1’efficacité de I’extrait aqueux des feuilles de

M. oleifera Lam de Burkina Faso contre plusieurs bactéries testées.

I1.5 Activité antifongique

L'extrait méthanolique de I'espéce Moringa oleifera Lam. a été testé contre deux souches
fongiques suivantes : Candida albicans, Rhodotorula sp. Cette étude est basée sur la

mesure des diamétres des zones d'inhibitions.

Les résultats de l'activité antifongique in vitro sont confinés dans le tableau 11 et la figure

49.

Figure 49 Activité antifongique d’extrait hydrométhanolique de la poudre des feuilles du Moringa

oleifera Lam. sur les souches fongiques testées.
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Tableau 11 Zone d’inhibition en (mm) des souches fongiques avec I’extrait végétal de

Moringa oleifera Lam.

Diamétre de la zone d'inhibition (mm)

Les Souches fongiques

1 2 3 Temoin -
Levure Candida albicans 14 12 12 6
Rhodotorula sp. 9 11 10 6

Les résultats obtenus confirment I’efficacit¢ de D’extrait végétal issu de la plante
médicinale Moringa oleifera Lam. et leur pouvoir antifongique. De nombreux travaux

soulignent cet effet antifongique des principes actifs naturels.

Les résultats obtenus nous ont permis de mettre en évidence le pouvoir antifongique de
I’extrait testé vis-a-vis deux souches fongiques (Candida albicans, Rhodotorula sp.). Les

zones d’inhibition sont indiquées dans le tableau (11).

Notre extrait montré une grande efficacité dans l'inhibition des deux souches étudiées.
Ceci est en accord avec les résultats obtenus sur d'autres espéces fongiques et d'autres

extraits végétaux.

Nous notons également que plus la concentration de 1’extrait augmente plus les diametres

des zones d’inhibition sont importants, et cela a été constaté par (Karagoz et al., 2010).

En général, la variabilité des résultats est due a I’influence de plusieurs facteurs tels que les
microorganismes testés (Pattnaik et al., 1996), cela a été confirmé par (Suhr et Nielsen,
2003), qui mentionnent que les effets antifongiques des extraits végétaux dépendent de la

méthode d’application.

Les méthodes classiques d'évaluation de la sensibilité des levures aux antifongiques sont

basées sur I'appréciation de 1'inhibition de la croissance cellulaire.

Notre extrait a montré une activité antifongique, ce qui s’accorde aux résultats de
(Millogo-Koné et al., 2012). qui ont obtenu des résultats efficaces contre le Candida

albicans et qui sont méme plus efficace comparativement aux bactéries.
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Conclusion

Les plantes médicinales sont une source inépuisable de substances et de composés

bioactifs connus par leurs propriétés thérapeutiques.

Notre étude a porté sur I’espéce Moringa oleifera Lam. qui appartient a la famille des
Moringaceae. Le M. oleifera Lam. est une plante consommée dans la plupart des régions
du monde pour ses nombreux bienfaits. Les feuilles de cette plante possédent des
propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales, antidiabétiques, antihypertensives et

antioxydantes.

La séparation des substances chimiques de l'extrait préparé par technique de
macération avec solvant, et les tests de screening phytochimique effectués montrent que
cette plante est riche en composés phénoliques (Les flavonoides, les tanins ) et des

alcaloides, des stéroides.

Les résultats de la chromatographie sur couche mince (C.C.M) confirment la

richesse de l'extrait méthanolique en composées phénoliques et des coumarines.

L’activité antimicrobienne (antibactérienne et antifongique) a été¢ déterminée sur
quatre souches bactériennes (Escherichia coli (ATCC 25922), klebsiella pneumoniae
(ATCC  700603), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et Pseudomonas
aeruginosa(ATCC 25953). et deux levure (Candida albicans, Rhodoturella. Sp.) selon la
méthode de diffusion sur disque. Les résultats indiquent que I’extrait méthanolique posseéde
une meilleure activité antibactérienne et antifongique vis a vis les souches testées, avec des

zones d’inhibition variant.

L’étude antibactérienne de I’extrait méthanolique de la poudre des feuilles du M.
oleifera Lam. a montré un pouvoir antibactérien contre les bactéries a gram positif et

celles gram négatif.

Ces résultats, suggerent que M.oleifera Lam. pourrait représenter une source
naturelle et prometteuse de molécules chimiques qui possede des activités biologiques tres

importantes.
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Pour compléter cette étude il serait intéressant de mener une étude approfondie sur

le M. oleifera Lam.

I1 serait intéressant aussi de faire d'autres études comme l'activité antioxydante et

I'étude in vivo sur un modéle animal.

Nous pensons montrer a travers ce travail que les plantes constituent un réservoir

trés intéressent pour la recherche dans le futur.
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Intitulé : Contribution a I'étude phytochimique et évaluation de I'activité antimicrobienne chez
I'espéce (Moringa oleifera Lam.)

Résumé

La présente étude porte sur la mise en évidence de la présence des métabolites secondaires, principalement
des polyphénols, dans I'extrait hydro-méthanolique des feuilles du Moringa oleifera Lam. une espece
médicinale utilisée en phytothérapie traditionnelle. L'extraction des composés phénoliques a été réalisée par

la méthode de macération.

Un criblage phytochimique nous a permis d'affirmer la richesse de la plante Moringa oleifera Lam. en
composés phénoliques alcaloides, des stéroides et des coumarines, Le criblage a été complété par une
analyse chromatographique (CCM) qui a révélé la présence de plusieurs molécules a différents rapports

frontaux.

L’évaluation du pouvoir antibactérien de notre extrait est effectué sur quatre souches bactériennes
(Escherichia coli, klebsiella pneumoniae , Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa). On a
¢valu¢ également le pouvoir antifongique contre deux souches fongiques (Rhodoturella. Sp., Candida

albicans ).

Les résultats montrent que cette plante posseéde une importante activité antibactérienne et antifongique avec

différents diamétres d’inhibition.

Mots-clefs : Moringa oleifera Lam., Polyphénols, CCM, activité antibactérienne, activité¢ antifongique.
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Stage de courte durée au laboratoire de centre de recherche en science pharmaceutique (CRSP).
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