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Certes, 1l y'a des travaux
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Les médicaments de chimiothérapie sont utilisés depuis longtemps dans le traitement du
cancer, mais les effets secondaires graves sont causés par I’incapacit¢ du médicament a
étre administré uniquement a la tumeur lors du traitement du cancer par chimiothérapie.
Les produits naturels ont attiré de plus en plus d’attention en raison de 1’effet anti-tumoral
de multiples fagons, des ressources abondantes et moins d’effets secondaires. Par
conséquent, la combinaison d’ingrédients actifs naturels et de médicaments de
chimiothérapie peut étre une stratégie anti-tumorale efficace, qui peut inhiber la
croissance de la résistance tumorale et, réduire les effets secondaires des medicaments de
chimiothérapie Les travaux effectués dans le cadre de cette étude consistent a montrer et
déterminer D’intérét des principes actifs naturel existent dans les espéces Moringa
oleifera et Brassica oleracea (Brocoli) ainsi que I’effet thérapeutique de ces dernieres
sur le cancer.

L’application de la norme 22000 permet de démonter une aptitude a identifier et a
maitriser les dangers liés a la sécurité des compléments alimentaires, cette norme est liée
a I’approche HACCP qui a pour objectif la prévention, 1’¢élimination ou la réduction a un
niveau acceptable detout danger « biologique, chimique, et physique » .

Au cours de notre étude, plusieurs techniques d’analyses ont été réalisées : I’identification
et le dosage des principes actifs, 1’évaluation des activités biologiques, analyses physico-
chimiques, et analyses microbiologiques. Les résultats obtenus de ces analyses confirment
la présence des principe actifs dans le Moringaoleifera et Brassica oleracea (Brocoli)
par une valeur tres intéressante, plus précisément les molécules bioactives(kaméphnol et
quecetine, les glucosintes isothyntes) ; et I’évaluation des activités biologiques (activité
antioxydant de , anti-inflammatoire , anti-cancéreuse et antibactérienne ) avec toutes les
souches étudiées a I’exception [’Enterococcus faecalis ATCC 29212 , Salmonella
typhimurium ATCC 14028 , et Serratia marcescens, qui sont résistantes ) dans le but de
stabiliser la formule.

L’¢tape de fabrication est procédée en appliquant le controle exigé par la norme ISO
22000 Pour assurer la qualité du produit final .A la fin de ce processus on peut dire que
notre produit est biostable, sain et sdr.

Résumé

Mots clés : Brassica oleracea (Brocoli) , HACCP, 1ISO 22000, Moringa oleifera
phytomédicament, principe actifs




Abstract

Chemotherapy drugs have been used for a long time in the treatment of cancer, but serious side effects
are caused by the inability of the drug to be administered only to the tumor when cancer is treated with
chemotherapy. Natural products have attracted more and more attention due to the anti-tumor effect in
multiple ways, abundant resources and fewer side effects. Therefore, the combination of natural active
ingredients and chemotherapy drugs can be an effective anti-tumor strategy, which can inhibit the
growth of tumor resistance and, reduce the side effects of chemotherapy drugs

The work carried out in this study consists in showing and determining the interest of natural active
ingredients exist in the species Moringa oleifera and Brassica oleracea (Broccoli) and the therapeutic
effect of these on cancer.

The application of the 22000 standard makes it possible to demonstrate an ability to identify and
control the hazards related to the safety of food supplements, this standard is linked to the HACCP
approach which aims at prevention, the elimination or reduction to an acceptable level of any
“biological, chemical, and physical” hazard. During our study, several analytical techniques were
performed: identification and determination of active ingredients, evaluation of biological activities,
physico-chemical analyses, and microbiological analyses.

The results obtained from these analyses confirm the presence of the active ingredients in Moringa
oleifera and Brassica oleracea (Broccoli) by a very interesting value, more precisely the bioactive
molecules (kaméphnol and quecetine, isothyzing glucosintes) ; and the evaluation of biological
activities (antioxidant activity of , anti-inflammatory , anti-cancer and antibacterial ) with all strains
studied with the exception of Enterococcus faecalis ATCC 29212 , Salmonella typhimurium ATCC
14028 , and Serratia marcescens, that are resistant ) in order to stabilize the formula.

The manufacturing step is carried out by applying the control required by 1SO 22000 to ensure the
quality of the final product. At the end of this process we can say that our product is biostable, healthy
and safe.

Keywords: Brassica oleracea (Broccoli), HACCP, 1SO 22000, Moringa oleifera phytomedicine, active
ingredient




uaidlall

el 52l 308 axe e At s_yudadl) dlall JEY) (S5 (ol pull e 3 AL gk il el 2 Sall &y sol alasind &
G oLaia Y] e 3 el 5 2 jall Apmplall ilaiiall Cuda | Sl = ally Gl juill 20le die Jadd ol slac) e
Aaiill Gl Sall (i aand) O 58 Of Sy el JEY) Al JEY) 55 58 1) 5 ) sall 5 Ba3ake (3 yhay oy sl Szaall i)
DY) e JlE 5 sl Ae glie g el Of Sy (T 5 sl AmilSal Alad An) i ALaasSll 2 Slall 4y 5ol g dpapilall
S el 4 50y dpulall

&1 5l 353 g sall Lpmylall Adaill U Sl plaia) apanis ledal & Al o3a o3 ya) o ) Jaall Jiay
Ol e L a3l L3l 5 Brassica oleracea (Broccoli) s Moringa oleifera

138 5 Al aal) Ol dadbusy dilaiall jlalaall 481 ye 5 3paas e 5 )28 GUS) GSaall e J2ay 22000 Ll (ks )
€5 e s (o sl i (gl G LB ) Caagy (53 Aa jal) oSl Adai g lalaall Jala gy Jagi e jlanall
eAdail) il el ant 5 aaad Ablail) CLE (e el ol a o el 53 A J e (5 siana ) 4 f 4l )
A s s g )Saall Bl 5 A laasS Al ) a5 s o) sl Anal) s

L)l o1 WSl 551 il o Wiy ) g (o8 Al (il i€l 0 g 5 Bl 238 (e Lgale gl 5 ) i) 2S5
OSSN 5 J5itaalSI) G ol g Adail) iy all 480 ST IS8 5 il alaia S 5 e A IS (e (1S500)

(ol Slima 5 cllgiIO sl 5 32uSOU sliaall JalLill) A o gad) AalisW) apii g ¢ (g 55 5n¥) il 35S slall
5 ¢ ATCC 2921 2% 3 ) a gacall <l 5Sall ol Lgianl ja e A YL maes e (LSl dlaa g

S5l cus Jal e (e 5adl ¢ Serratia marcescens s «<Salmonella typhimurium ATCC 14028

o dlgd (8 Al iiall 33 5a Jlasal ISO 22000 2 5o A sllaall 408 1) Badat JOA (e aaiualll 5 plad 3w oy
by oaaa g sLall Jild Uit o) J sl Uiy Aplaal)

Moringa oleifera <1ISO 22000 <HACCP «: Brassica oleracea (Broccoli)asmss i <isl)

A5 o sSa phytomedicine




Introduction

INTRODUCTION

Le cancer est un probleme majeur de santé publique dans le monde entier (Siegel et al.2021).
Dans pres de 100 pays a travers le monde, quel que soit le niveau de développement, le cancer
est I’'une des maladies malignes les plus répandues qui est une cause majeure de morbidité et de
mortalité. Le cancer deviendra la principale cause de déces dans tous les pays au 21e siecle et
I’obstacle le plus important a 1’allongement de 1’espérance de vie (Sarisozen et al.,2016; Bray et
coll., 2018). Les meéthodes traditionnelles de traitement du cancer comprennent la résection
chirurgicale, la chimiothérapie et la radiothérapie. Immunothérapie (Fu et al., 2022) et la thérapie

photo thermique (Dai et coll., 2022) ont également, vu le jour ces dernieres années.

Les agents chimiothérapeutiques, également connus sous le nom de médicaments cytotoxiques,
sont utilisés dans la thérapie antitumorale depuis les années 1940. Ils ont joué un role important

dans le traitement des tumeurs.

Les plantes ont toujours été considérées comme une source importante de médicaments dans le
monde. A ces jours, il a été rapporté par 1'Organisation mondiale de la santé (O,M,S) que plus de

80% des personnes utilisent encore la médecine traditionnelle. Parmis ces plantes, nous citons:

Ces dernieres anneées, les produits naturels (Bio) sont devenus la priorité absolue de la recherche
et du développement de médicaments antitumoraux en raison de leur efficacité antitumorale
évidente et de la richesse des ressources candidates (Yin et al., 2019). Les médicaments naturels
sont stirs et ont peu d’effets secondaires (Liu et al., 2020b), qui peut renforcer I’immunité et
améliorer la sensibilité a la chimiothérapie. Plus attrayante, la combinaison de principes actifs

naturels et de médicaments de chimiotherapie peut étre une stratégie anti-tumorale efficace.

Dans un cadre d’étude portant sur la formulation et la fabrication d’un phyto médicament
nommé « méta_bloc » a base des principes actifs naturels extraits a partir des especes Moringa
oleifera et Brassica Oleracea, suite & leurs valeurs thérapeutiques, nous avons pu determiner

les objectifs suivants :

-Eprouver la valeur thérapetique de ces plantes miracles.

-Assurer de la présence des molécules bioactives dans la poudre de Moringa oleifera et brocoli
-Fabriquer un phyto médicament sein et sur selon la norme ISO 22000.

-Evaluer le marché des phytomédicament en Algérie.
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Introduction
Nous avons appliqué la norme 1SO 22000 et 1I’approche HACCP, ainsi, et apprendre a réaliser

une formulation a base des plantes. Egalement, nous avons appris & manipuler dans un
laboratoire de microbiologie, de physico-chimique et lamanipulation par chromatographie

haute performance en phase liquide

Notre étude comporte trois chapitres. Dans le premier chapitre , nous abordons une synthése

bibliographique , et décrivons le matériel et les techniques utilisés dans le deuxieme chapitre.

Alors que Les résultats sont interpretes et discutés dans le troisieme chapitre.

A la fin, une conclusion genérale et les perspectives sont présentées.




Chapitre | :

Recherche
Bibliographique




Définition dun phy-omédicament

En Algérie, le marché pharmaceutique est en nette progression, puisque I’ Algérie compte viser le
développement de la production locale et devenir une plateforme de production nationale,
sachant qu’une large part du marché repose sur les importations avec un chiffre qui avoisine les
70 %. Pour cela, une planification stratégique globale est indispensable pour améliorer ce
secteur, en structurant les aspects réglementaires de tous les produits pharmaceutiques. Nous
citons, I’exemple des médicaments a base de plantes (MABP) qui ont une importance
considérable dans le commerce international. La reconnaissance de leur valeur clinique,
pharmaceutique et économique continue de croitre. Les données concernant 1’innocuité et
I’efficacité des plantes, leurs extraits et principes actifs et les préparations qui les contiennent
restent encore limitées. L’ Algérie posséde une réserve de remedes a base de plantes, de savoir-
faire dans la médecine traditionnelle (Bouzabata, A. 2017)

L’Organisation mondiale de la santé (OMS) définit le MABP comme tout médicament étiqueté ,
dont les substances actives sont exclusivement une ou plusieurs substances végétales ou
préparations a base de plantes ou une association d’une ou de plusieurs substances végétales

Définition d un pincipe actifs

Les origines des principes actifs :

Il existe plusieurs manieres pour obtenir des principes actifs a 1’échelle industrielle.
1- Ceux-ci peuvent tout d’abord étre extraits de sources naturelles, une

technique intéressante notamment lorsque les substances actives sont relativement
complexes.

2- Les princes actifs plus simples sont généralement synthétisés par voie
chimique, c’est la méthode la plus efficace dans ce cas-la.

3- L’hémi synthese désigne une méthode de synthese de principes actifs
hybridés. Un précurseur de la substance d’intérét est extrait d’une source naturelle
puis transformé chimiquement.

4- Le génie génétique, offre une nouvelle possibilité. En insérant un géne

codant a titre d’exemple une protéine dans une bactérie.

I1. 2. Les principales classes de principes actifs d’origine naturelles :

On distingue classiquement plusieurs catégories de principes actifs en fonction de leurnature
biochimique et de leur origine biosynthétiques. Cette classification s’est €¢galement

historiquement structurée dans ses grandes lignes en fonction des techniques d’extraction et




de révélation qui permettent de caractériser chimiquement les composeés.
Les principes actifs se classent en de nombreux groupes, dont trois grands
groupes chez les plantes :

» Le type polyphénols : tels que les flavonoides, les tanins etc.
» Le type azoté : tel que les alcaloides.
> Le type terpéne et stéroides : tels que les saponosides, les huiles essentielles etc.

Partie 2:Caractéristiques des plantes étudiées

I.L1.  Moringa oleifera

1.1.1. Définition
Moringa oleifera (Moringaceae) est un petit arbre a croissance rapide originaire des
régions subhimalayennes du nord de I'Inde, qui s'est répandu dans le monde entier dans
les régions tropicales et subtropicales (Rajangam, 2001), elle est largement utilisée dans
la phytomédecine traditionnelle en tant que riche source des nutriments et le large spectre
d'ingrédients phytochimiques qui est dans les feuilles, les fleurs, les fruits, les graines, et
I'huile de graines (Dhakad, 2019), donc chaque partie du Moringa oleifera a des

propriétés bénéfiques qui peuvent étre utiles a I’homme.

Moringa appartient a une famille monogénérique. 1l existe 14 espéces, 9 d'entre elles sont
Africaines, 2 Malgaches, 2 Indiennes et 1 en Arabie. Les especes les plus courantes sont :
Moringa oleifera, Moringa stenopetala, Moringa conxanensis, Moringa drouhardii,
Moringa longituba et Moringa peregrina (Malo, 2014). L’arbre porte différents noms
selon les régions, Dans les pays Francophones, il est appelé « Mouroungue », « Moringa
ailé », « Ben ailé », « Benzolive » et « Poisquénique », dans les pays Anglophones, il est
appelé « Radish Tree », « Never die Tree », « Drumstich Tree », « Horseradish tree »
(Foidl et al., 2001). Aux Philippines, il est appelé « le meilleur ami des méres » et «
Malunggay » (Belkebir, 2018).




Classification (Figure 01)

Domaine : Biota

Régne : Plantae

Sous-Regne : Viridaeplantae

Infra-Régne : Streptophyta

Classe : Equisetopsida

Clade : Tracheophyta

Clade : Spermatophyta

Sous-Classe : Magnoliidae

Super-Ordre :_Rosanae Figure 01 -
Ordre : Brassicales Moringa oleifera « les feuilles
Famille : Moringaceae » et la poudre »
Genre : Moringa

Espéce : Moringa oleifera (Lam., 1785). (Roloff, 2009)

Description botanique
Moringa est un arbre pérenne, a croissance rapide, qui peut atteindre 7 a 12 métres de

hauteuret dont le tronc mesure 20 a 40 cm de diametre.
Les feuilles de Moringa sont duveteuses et semblables a celles des fougéres avec des
teneursélevés en nutriment et anti-oxydant (Figure 03). Elles sont riches en vitamine A et

la vitamine C ;et représentent une bonne source de la vitamine B et une des meilleures

sources végétales des minéraux ainsi Leurs teneurs en calcium sont trés élevés (Osman,

2012). La valeur nutritive varie selon le mode de préparation, 1’age de la feuille et la
saison de la récolte.

Les gousses sont appelées baguette de tambour, les grains mures contient 40% d’huile
dont 70% I’acide oléique. Les fruits en capsule triangulaire sont de longue gousse qui
contient des grains rondes, ailles, ailé, brune et riche en huile (Figure 03) (Osman, 2012).
Les fleurs parfumées ont des sépales et pétales blancs fleurissent pendant la saison séché
(Figure 02) (Osman, 2012).
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fleurs
les fleurs du moringa ont une
saveur douce de champignon et
contiennent des acides aminés
essentiels ; calcium et
potassium on dit aussi qu'ils
feuilles : ont des propriétes médicinales
les feuilles de moringa ont une forte .
concentration en protéines

des graines ; gousses:

les gousses et les graines de
moringa sont une formidable
source de vitamine C ; protéine ;
acide aminé ; calcium et

potassium .
les racines:

les racines de moringa sont
broyées pour créer une pite
médicinale avec une saveur
similaire a celle du raifort

Figure 02 : Description botanique du Moringa oleifera (Adapter de Osman,
2012)

Composition chimique

Moringa oleifera (M. oleifera) est riche en composés contenant un sucre simple : le
rhamnose et un groupe particulier de composés appelés glucosinolates et les
isothiocyanates (Roloff, 2009). L'écorce de la tige contient deux alcaloides, a savoir la
moringine et la moringinine. Des composés comme la vanilline, B-sitosterol, le B-
sitostenone 1’acide octacosanoique, 4- hydroxymellin ont été isolés de la tige de M.
oleifera. Les fleurs contiennent 9 acides aminés, le saccharose, le D-glucose, des traces

d'alcaloides, de cire, de quercétine et de kaempferol (Maunder, 2003 ; Osman, 2012) .




La valeur nutritive des feuilles de Moringa est d'une richesse rarement observée (Laleye et
al, 2015). En effet les feuilles contiennent certains pigments flavonoidiques tels que le
kaempherol, le rhamnetin, [I’isoquercitrine et le kaempferitrin. Les composés
antihypertenseurs tels que le thiocarbamate, 1’isothiocyanate et les glycosides ont été
isolés de la phase acétate de I'extrait éthanolique des gousses de Moringa (Henoune et al.,
2015).

Les feuilles contiennent une concentration élevée en acide ascorbique, des flavonoides,
des composes phénoliques, les caroténoides, du phosphore, du cuivre, les vitamines A, B
et C, de riboflavine, 1’acide nicotinique, des acides aminés comme la méthionine, la
cystéine, et la lysine (Osman, 2012). Une nouvelle molécule le O-éthyl- 4-(B-L-
rhamnosyloxy) carbamate de benzyle avec 7 autres composés bioactifs connus tels que : 4
(o-L- rhamnosyloxy)-isothiocyanate de benzyle, niazimicin, 3-O-(6’-O-oleoyl-B-D-
glucopyranosyl)-p-sitostérol, B-sitostérol-3-O-p-D glucopyranoside, niazirin, -sitostérol
et glycerol-1-(9-octadecanoate) ont été isolés de I’extrait éthanolique de la graine de

Moringa (Osman, 2012).

11.1.2. Valeurs nutritionnelles

Le Moringa oleifera est riche en sucres simples. 9 acides aminés, du saccharose, du D-

glucose, des traces d'alcaloides, et de la cire et de la quercitrine sont les contenant

principales de ces fleurs(Siddhuraju, 2003). Cette plante miracle contient des quantités de

protéines et de micronutrimentsutiles pour prévenir la malnutrition (Faizi, 1998).

Les feuilles de la plante contiennent plus le fer que les épinards, plus de vitamine C que
I'orange (7 fois plus de vitamine C que les oranges), plus de calcium que le lait, 4 fois
plus de vitamine A que les carottes et plus de potassium que les bananes et contiennent
une grande quantité d'acides aminés et de protéines (Figure 03) (Laleye, 2015).

Dans les pays en développement, des arbres de Moringa oleifera ont été utilisés pour
lutter contre la malnutrition en particulier pour les meres allaitantes et les nourrissons.
Moringa oleifera a été utilise comme anti-inflammatoire, anti-cancéreux, anti-fertilité,
antibactérien, anti- hyperlipidemique, anti-dépresseur, et anti-hépatotoxique (Dhakar,
2011).
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Figure 03 : Comparaison de la valeur nutritionnelle de poudre de
Moringa oleifera avec d’autres aliments(adapter de Laleye, 2015)
11.1.3. Effets thérapeutiques
= Effet anti-inflammatoire
L'inflammation est une réponse physiologique visant a protéger le corps contre les
infectionset a restaurer les lésions tissulaires (Moyol , 2011). Cependant, une inflammation

chronique a long terme peut conduire au développement de maladies et de troubles

associés a l'inflammation chronique tels que le diabéte, le cancer, les maladies auto-
immunes, les maladies cardiovasculaires, la septicémie, la colite et lI'arthrite.

Les cytokines inflammatoires telles que l'interleukine-1 béta (IL-1p) et le facteur de
nécrose tumorale alpha (TNF-a)) peuvent réguler a la haute production d'oxyde nitrique
(NOe¢) et de prostaglandine E2 (PGE-2), stimulant ainsi I'expression ou améliorant
I'activité de la NO synthaseinductible (iNOS), de la cyclooxygénase-2 (COX-2) et de la
PGE synthase-1 microsomale(mPGES-1) dans les cellules cibles (Council, 2008).

Des études mesurées dans un premier temps les activités antioxydantes des trois organes
(feuilles, graines et racines) de M. oleifera et de leurs flavonoides totaux contenus, en
outre déterminé leurs activités anti-inflammatoires, puis a évalué leurs profils
phoytochimiques par LC-MS (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) en attendant
de fournir des informations précieuses sur M. oleifera en tant que source naturelle
d'antioxydants et d'anti-inflammatoires pour favoriser leurs applications en alimentation
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fonctionnelle ou valeurs médicinales dans un proche avenir (Nair, 2006).

Les flavonoides sont des métabolites secondaires courants dans les plantes qui sont
considéréscomme bioactifs relativement non toxiques et jouent un large éventail d'effets
biologiques ; I’action des flavonoides sur une variété des processus inflammatoires et les
fonctions immunitaires ont été largement revu (Nair, 2006), et il a été démontré qu'ils
pouvaient inhiber plusieurs enzymesactivés dans certaines conditions inflammatoires.

Les extraits de plantes M. oleifera, les poudres de plantes et les huiles essentielles ont
montré qu'ils possédent des activités anti-inflammatoires et beaucoup de ces produits
naturels végétaux ont des polyphénols comme composé principal (Khalil, 2010; Azab,
2016).

Cependant, les effets protecteurs des flavonoides dans les maladies cardio-vasculaires
(MCV)par exemple via l'inhibition de NFxB n'ont pas Encore été étudiés. Par conséquent,
des études ont eté concentrées sur les actions anti-inflammatoires des flavonoides via
I'inhibition du NF«kB (Figure 04).
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Figure 04 : Effet anti-inflammatoire de M. oleifera (Xianjuan et al., 2018)
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= Effet anti-Cancer
Le Moringa oleifera a été étudié pour ses propriétés anticancéreuses pour inhiber la

croissance de plusieurs cellules cancéreuses humaines (Khalafalla, 2010).

Les feuilles de Moringa oleifera peuvent lutter contre les dommages oxydatifs de I’ADN,
associes au cancer et aux maladies dégénératives, (Khalafalla, 2010). Des études que
I’extrait des feuilles de Moringa oleifera a inhibé la viabilité de la leucémie myéloide
aigué, leucémie lymphoblastique aigué et cellules hépatocellulaires de carcinome
(Khalafalla, 2010). Plusieurs composes bioactifs présent dans cette plante, peut étre
responsable de son propriétés anticancer. L’extrait de feuilles de Moringa oleifera s’est
également avéré efficace pour réduire les cellules cancéreuses du pancréas et du sein.

Des études se sont concentrées sur I'apoptose pour comprendre les voies et mécanismes
impliqués dans cet agent désigné peut étre découvert pour cibler I'apoptose en inhibant le
cancer et d'autres maladies apparentées. Fondamentalement dans la voie intrinseque
(Figure 06), lorsquel'agent anticancéreux est introduit dans la cellule dont il est perméable

aux mitochondries, Bcl-2 et Bax seront exprimés (Rukayadi et al., 2016).

Bcl-2 et Bax sont des protéines régulatrices dans la voie intrinseque qui libérent le
cytochrome ¢ ou facteur d'induction de I'apoptose (AIF) alors lI'apoptose se produira ;
Cependant, les voies extrinséques et intrinséques sont interconnectées. L’induction des

deux voies ont donné des valeurs bénéficiaires importantes (Rukayadi et al., 2016).

Dans I'étude d'extraits de feuilles de M. oleifera sur une lignée cellulaire tumorale
humaine, I'extrait a pu provoquer une série des changements morphologiques tels que la
formation de bulles membranaires des cellules, le rétrécissement de la membrane
cytoplasmique, la perte de contact avec les cellules voisines et la formation de corps
apoptotiques qui sont les caractéristiques indiquant la mort des cellules apoptotiques
(Sreelatha et al., 2011). Les changements morphologiques sont causés par le clivage du
substrat des caspases qui est impliqué dans les voiesde I'apoptose. Il a été déterminé que
I'apoptose induite par les extraits de feuilles de M. oleifera impliquait des voies

intrinséques (Figure 05).
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Figure 05 : Activation de la voie extrinséques et la voie intrinséque
de I’apoptose par M. oleifera (Rukayadi et al., 2016)
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Effet antimicrobien
L’¢évaluation de I'activité antimicrobienne des espéces de Moringa avec les rapports

que lesextraits de différentes parties de la plante M. oleifera - y compris graines, écorce
de tige, feuilles et écorce de racine peuvent exercer un potentiel antimicrobien (Elgamily
et al., 2018).

La lectine hydrosoluble isolée de I'extrait de graines de M. oleifera a des effets
inhibiteurs sur la croissance, survie et perméabilité cellulaire de plusieurs espéces de
bactéries pathologiques(Mehta et al., 2003).

De plus, I'extrait de racines de M. oleifera contiendrait un antibiotique actif
ptérygosperminequi apuissants effets antibactériens et fongicides. L'aglycone de désoxy-
niazimicine isolée de la fraction chloroforme d'un extrait éthanolique d'écorce de racine de
M. oleifera est responsable desactivités antibactériennes et antifongiques (Nikkon et al.,
2003), tandis que le jus de I'écorce de tige présente un effet antibactérien contre
Staphylococcus aureus (Mehta et al., 2003).

Les extraits aqueux et éthanoliques des feuilles de M. oleifera ont des propriétés

antibactériennes prometteuses, avec de forts effets inhibiteurs sur les espéces a Gram

positif (Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis) sur les especes a Gram négatif
(Escherichia coli, Salmonella, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus et
Aeromonas caviae) (Peixoto et al., 2011). De plus, I'extrait éthanolique de feuilles de M.
oleifera a démontré la zone inhibitrice moyenne la plus élevée contre la croissance des
mutants de S. aureus et de Streptococcus lors de la comparaison entre le dentifrice
expérimental contenant I'extrait de différentes parties de la plante

M. oleifera et les solutions de bain de bouche (Nikkon et al., 2003).

11.1.4. 1’effet des flavonoides sur certaines maladies

Les phytochimiques sont un groupe de produits chimiques produits par des plantes
Par le métabolisme primaire ou secondaire qui protége contre des menaces temporaires ou
continues et a joué un rdle dans la croissance et la reproduction des plantes (Samanta,
2017). Base sur leur structure chimique, Les phytochimiques peuvent étre classés en trois
categories principales : azote

/composés contenant du soufre, terpénes et phenols, qui comprennent flavonoides, acides
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phénoliques et ligniers ou stilbénes (Heneman, 2008).

Les flavonoides sont un groupe de composés de diphényl propane (C6-C3-C6) qui
ne sontpas synthétisés par les humains, mais sont plutét consommes réguliérement dans le
régime alimentaire humain via des agrumes, légumes, Noix, Herbes épices.

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols. lls sont considérés comme des pigments quasi
universels des végétaux. Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs
classes de molécules, dont les plus importantes sont les flavones, les flavonols, les
flavanones, les dihydroflavonols, les isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les
aurones, les anthocyanes et les tanins.

Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous forme libre ou sous forme de
glycosides.On les trouve, d’une maniére trés générale, dans toutes les plantes vasculaires,
ou ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et
fruits (Benguerba, 2008).

» Quercétine

La quercétine ou 3, 3', 4, 5, 7-pentahydroxyflvanone qui entre dans la catégorie des
flavonols est largement présente également dans des plantes comme le Ginkgo biloba,

Hypericum perforatum, ainsi que dans des légumes comme les pommes, les baies, les

raisins, les oignons, leséchalotes et les tomates (Li et al., 2016) (Figure 06).

Figure 06 : Structure chimique du principe actif quercétine (Garicia-Mediavilla et
al., 2007)

= L’effet de quercétine sur le cancer
La quercétine a montré des effets bénefiques significatifs sur de nombreuses

maladies. En raison de doses raisonnables de quercétine n’ont pas d’effets secondaires

toxiques évidents sur les cellules normales, de plus en plus des chercheurs prétent
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attention a I’effet thérapeutique de la quercétine sur les tumeurs. De nombreuses études
ont montré que la quercétine peut exercer des fonctions antitumorales dans une variété de
mécanismes et a été confirmé dans des modéles in vitro et in vivo de diverses tumeurs,
avec des résultats encourageants. La quercétine empéche significativement le cycle
cellulaire, favorise 1’apoptose, et inhibe I’angiogenése et métastase in vitro (Vadafar et
al., 2020).

= Effet apoptotique
Les effets de la quercétine sur les cellules de cancer colorectal portant le gene mutant

KRAS a révélé que la quercétine pourrait diminuer la viabilité cellulaire et augmenter
I'apoptose dans les cellules cancéreuses sur la base du test MTT et de la formation de
colonies. Les mécanismes sous-
jacents possibles sont la répression de la voie AKT et l'activation du c-Jun voie de la
kinase N- terminale (JNK) dans les cellules mutantes KRAS (Yang, 2019) (Figure 07).
Selon les données de littérature, cette construction contenant de la quercétine peut
augmenter l'apoptose via amélioration de la caspase-3, caspase-9 et provoqué plus
libération du cytochrome c (cyto-c). Nanoparticule de quercétine également la voie de
signalisation Akt / ERK1 / 2 est réprimée, la télomérase transcriptase inverse (nTERT)
via imminente AP-2p / hTERT et cyclooxygénase 2 (COX-2) a inactivé le NF-kB / COX-
2 (Ren, 2017).
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Figure 07 : Signalisation de I’activité apoptotique de la quercétine (Vadafar et al., 2020)
= Effet de la quercétine sur I’anti-angiogenése

L'angiogenése est I'un des processus trés importants liés au cancer. 1l a été
démontré que la quercétine exerce ses effets anti-angiogéniques dans divers cancers
(Figure 08). De plus, la quercétine est capable de protéger contre les radicaux libres, y
compris le tabagisme. Les radicauxlibres provenant du goudron de cigarette peuvent
causer des dommages irréparables aux membranes érythrocytaires. De plus, il a été
rapporté que la quercétine et ses métabolitesconjugués possédent le potentiel de protéger
les érythrocytes contre les dommages de la membranerésultant du tabagisme (Begum,
2002).
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Figure 08: Effet de la quercétine sur I’anti-angiogenése (Vadafar et
al., 2020)
= Effet de la quercétine sur le cycle cellulaire

La querceétine peut réguler le cycle cellulaire en contraignant directement plusieurs

cibles moléculaires et, en fonction de type et 1’origine de cellule tumorale, il bloque le
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cycle de cellule ala transition G2/M ou a la transition G1/S. La quercétine blogue le cycle
de la cellule en progression par la régulation ultérieure de P21 et P27 et P53. Sachant que
P21 exerce une activitéinhibitrice sur plusieurs CDK (Gibellini, 2011).

En particulier, P21 inhibe CDK2-Cycline E, avec l'inhibition résultant de CDK2-
phosphorylation dépendante de la PRB et de la séquestration de E2F1 inhibant ainsi la
transcriptiongénique induite par E2F1 et la progression et a travers la phase S. P21 inhibe
également CDK2- Cycline A et CDK1-Cycline B, qui sont essentiels a la progression de
la phase S et G2,respectivement (Gibellini, 2011). P27 exerce plusieurs effets sur le cycle
cellulaire, mais seulement dans certaines conditions, il peut inhiber les complexes CDK4-
Cycline D et CDK6- Cycline D. Le suppresseur tumoral P53, une fois activé, peut induire
plusieurs réponses cellulairesdifférentes, y compris la croissance arrestation et apoptose
(Figure 09).L'arrestation de croissance est essentiellement suscitée a travers la régulation
ultérieure desgenes qui codent pour les inhibiteurs de la progression du cycle cellulaire, y
compris p21 et p27. Dans différents modéles cellulaires, la quercétine stabilise P53 a la fois
chez 'ARNmM et les niveaux de protéines. En dehors de blocage de la croissance des
cellules a travers I'action directe sur les modulateurs clés de cycle cellulaire, la quercétine
est capable d'induire la voie de I'apoptose Mitochondrial (Figure 09). En effet, elle peut
perturber le potentiel de la membrane mitochondrialqui provoque a son tour la libération du
cytochrome c dans le cytoplasme, un phénomeéne qui activeplusieurs caspases, tels que la
caspase-3 et -7 (Gibellini, 2011).

L’effet de la quercétine sur I’inflammation
Dans une étude clinique portant sur des patients souffrant d'inflammation
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Figure 09 : Effet de quercétine sur le cycle cellulaire (Gibellini et al.,
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systémique chronique (ISC) dans une maladie coronarienne stable, la quercétine a
montré des effets anti- inflammatoires avec une réduction des indicateurs de I'ISC
(Chekalina, 2018). La quercétine a diminué les niveaux d'IL-1B et de TNF-a dans le
sérum sanguin, en plus de diminuer I'activité transcriptionnelle de NFxB dans les cellules

mononucléaires sanguines (Chekalina, 2018).

Dans le modele d'inflammation induite par la leptine utilisant des cellules
endothéliales de laveine ombilicale humaine, la quercétine a significativement supprimé
la régulation a la hausse de I'expression d'Ob-Ra (récepteur de la leptine), la
phosphorylation ERK1/2, NFkB et TNF-a (Indra,2013).

» Kaempferol

Le kaempférol (3,4',5,7-tétrahydroxyflavone) est un flavonol qui est largement

présent dansles fruits, les Iégumes et les herbes, y compris le raisin. (Smail, 2016) (Figure
10).

Figure 10 : Structure chimique du principe actif « kaempferol » (Garicia-Mediavilla et
al., 2007)

= L’effet de Kaempferol sur le cancer

Kaempferol augmente les niveaux d'enzymes et de protéines pro-apoptotiques, tels
que caspase-9, -7, -3, P21, P53, BAX, PARP et P-ATM (Diantini, 2012) et diminuent les
niveaux des protéines anti-apoptotiques BCL2, Kinase a la forme de polo 1 (PLK-1),
PAKT, récepteur d'insuline phosphorylée substrat 1 (PIRS-1), protéine kinase activée par

mitogéne phosphorylé (PMEK) 1/2, dépendant de la cycline Kinase 1 (CDK1), cyclines
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A, B, D1 et E, et cathepsine D (Azevedo, 2015).

De plus, le kaempférol active de maniére significative les cascades de la protéine
Kinase (MAPK) activee par des mitogenes, qui sont des voies de signalisation clés
impliquées dans la régulation de la prolifération cellulaire normale, de la survie et de la
différenciation. En effet, Kaempférol active kinase (Erk) réglementée de signal
extracellulaire, concomitante avec MEK1 et Elk; Bien qu'il réduit Emt et métastase. La
voie de signalisation MAPK, lorsqu'elle est activée, conduit a la transcription de facteur
activateur protein-1 (AP-1), cathepsine B et D, activation de MMP-2 et -9, et par
consequent réduit I'adhésion, la migration et I'invasion cellulaire.

En outre, le kaempférol abaisse également la glycémie transporter 1 (GLUT1) au
niveau d'ARNm et empéche l'absorption de (3) H-désoxy-d-glucose ((3)H-DG) et

transporte le

monocarboxylate 1 (MCT1) de lactate cellulaire médicinée menant au lactate

extracellulaireprovoquant une accumulation (Figure 11) (Azevedo, 2015)
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Figure 11 : Effet anti-apoptotique du kaempferol (Imran et al., 2019)

»  L’effet de kaempférol sur I’inflammation

Le kaempferol peut diminuer la libération de cytokines pro-inflammatoires en inhibant la
phosphorylation de I'AKT et l'activation du NF«B (Liu et al., 2015). Dans les Iésions

cardiaques induites par l'isoprénaline, le kaempférol peut améliorer les fonctions




Chapitre | : Recherche Bibliographique

hémodynamiques et ventriculaire gauche chez les rats males. Ce qui a permis de réduire la
concentration sérique accruede la CK-MB et de LDH, par conséquent, la morphologie du
myocarde est préservée, et les niveaux de cytokines pro-inflammatoires sont reduits
(Suchal, 2016). De méme, le kaempférol peut empécher les dommages cardiaques en
inhibant l'expression protéique de NFxB, p38 et JNK (Suchal, 2016), suggérant que
I'action cardioprotectrice et anti-inflammatoire du kaempférol est associée a la voie de

signalisation NFkB.

Sachant que la protéine C réactive (CRP) est une protéine de phase aigué produite
par les hépatocytes dont [I'élévation sérique est considérée comme un indicateur
d'inflammation chroniqueet dont I'interaction avec les cellules endothéliales peut étre le

lien mécaniste entre la CRP et I'athérosclérose (Liang, 2006).

Il est connu que les flavonoides varient selon le type et le nombre de modeles de
substitutionqui présentent des activités anti-inflammatoires et anti-radicalaires (Odontuya,
2005). Les flavonesquercétine et kaempférol ont des capacités légerement différentes pour

moduler les voies de signalisation intracellulaires (Wang, 2003). Ce qui a permet

d'analyser l'efficacité des deux flavonoides en tant que composés anti-inflammatoires, en

évaluant leurs effets en termes de capacité a moduler I'expression d'iNOS, de COX-2 et
de CRP, et a induire des changements dansla NF- k voie B dans les cellules hépatiques
(Figure 13) (Wang, 2003).
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Figure 12: Mécanismes d’action de I’activité anti-inflammatoire du kaempférol (Nabavi
et al., 2015)

= Ladynamique entre quercétine et kaempférol

Les activités anti-inflammatoires de la quercétine et du kaempférol ont été
partiellement décrites dans la littérature, avec des différences qui pourraient étre dues a
des effets dépendants des tissus et de la concentration. lls ont donc examiné les effets de
ces derniers de maniére dépendante de la concentration. Il a été rapporté que les
flavonoides agissent sur les cascades de signalisation des protéines kinases et lipides
kinases telles que PI3K, Akt / PKB, tyrosine kinases, protéine kinase C (PKC) et MAPK
(Spencer, 2010), inhibant la transcription de facteurs comme AP-1 ou NF- k B. L'activité
inhibitrice exercée sur les kinases est due a la compétition avec I'ATP

pour la liaison aux sites catalytiques de ces enzymes, bloguant ainsi les processus de

transductiondu signal et d'activation cellulaire dans les cellules du systéme immunitaire

(Freitas et al., 2015). Les effets inhibiteurs ou stimulants exercés sur ces voies sont
susceptibles d'affecter le fonctionnement cellulaire en modifiant I'état de

phosphorylation des molécules cibles et enmodulant I'expression des genes (Williams,




Chapitre | : Recherche Bibliographique

2004).

En tant qu'agents anti-inflammatoires, les flavonoides ont un mécanisme d'action
similaire aux AINS, car ils inhibent les COX responsables de la synthése des PG, qui sont
également impliques dans les processus physiologiques. L'activité in vitro des flavonoides
dans la réponse inflammatoire implique également d'autres médiateurs inflammatoires
tels que les cytokines, les molécules d'adhésion et les chimiokines (Agati G, 2012). lIs ont
été décrits comme de bons modulateurs de la production de cytokines. Les exigences
structurelles pour gu'un flavonoide exerce une bonne inhibition du TNF stimulé par le LPS
a la libération sont la présence d'une doubleliaison en position C2-C3, avec une fonction «
0X0 » en position C4 et la présence de groupes OHen positions 3°; Effet inhibiteur des
flavonoides sur ROS, NO et PG. Le LPS se lie au TLR4 et déclenche la génération de
ROS qui activent la translocation nucléaire de NF- x B. Le NF- « L'activation B médie
I'expression d'iNOS et de COX. Ces enzymes synthétisent respectivement NO et PG. le
symbole en forme de T représente I'activité inhibitrice (Leyva-Lo6pez, 2016).

Les activités moléculaires des flavonoides comprennent l'inhibition de facteurs de
transcription tels que NF- x B et AP-1, ainsi que l'activation du facteur nucléaire
érythroide 2 liésau facteur 2 (Nrf2) (Tufidn , 2009) (Figure 15).
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igure 13 Mécanisme d'action des flavonoides (Muschietti et al., 2018)
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I.1.Brassica oleracea (Brocoli)

I.1.1. Description botanique

Le brocoli est originaire de la région méditerranéenne orientale et de 1’Asie Mineur
(Petkowicz et Williams 2020), il a été introduit en Amérique et en Angleterre au 17éme siecle
et en Chine a la fin des années 1900 (L.i et al., 2019). Le Brocoli atteint une hauteur de 60 a
90 cm et forme une tige verte épaisse et ramifiée avec des feuilles inférieures en forme de
coriace et des oblongues gris-bleu en forme de rosette. Le brocoli a des grappes vertes
comestibles densément remplies de boutons fleuris (fleurons) qui s'ils ne sont pas récoltés,
fleurissenten fleurs jaunes a quatre pétales et produisent des fruits siliques. L'inflorescence
(téte) du brocoli est formée par ses fleurons et ses tiges supérieures (Figure 16) (llahy et al.,
2020). Le Brocoli (Brassica oleracea var. Italica) est une culture herbacé annuelle de saison

fraiche, se caractérise par un cycle de culture et de vie de quelques mois seulement, au cours

d'une méme année. Le brocoli pousse mieux & des températures comprises entre 13 et 20°C

(Figure 2) (llahy et al., 2020).

Flowers
Siliques

Figure 14: Anatomie du brocoli (Brassica oleracea L., var. Italique) (Ilahy et al., 2020).

1.1.2. Classification

Le Brocoli appartient a la famille des cruciferes (Brassicacées) et est un parent des choux
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de Bruxelles, du chou, du chou-fleur et du chou frisé (llahy et al., 2020).

(Classification hiérarchique de brocoli, 2022)

Régne : Plantae
Haeckel Sous-
Régne : Viridae
PlantaeClasse :
Equisetopsida C.
Clade :
Permatophyta
Sous-Classe :
Magnoliidae
Ordre : Brassicales
Famille : Brassicaceae
Genre : Brassica L.

Espeéce : Brassica Oleracea L.
Sous-Espeéce : Brassica Oleracea subsp. Botrytis (L.)
Variété : Brassica Oleracea Var. Italica Plenck

Le brocoli est originaire de la région méditerranéenne orientale et de I’Asie Mineur

(Petkowicz et Williams 2020), il a été introduit en Amérique et en Angleterre au 17éme
siecle et en Chine a la fin des années 1900 (L.i et al., 2019).

1.2. Effet nutrutional de brocoli

Il existe une grande variation dans les nutriments et les composés phytochimiques des

différentes parties botaniques du brocoli (Figure 16).
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Figure 15 : Résumé des prncipe actifs analysés au cours des dix dernieres

années surles pousses de brocoli (Le et al., 2020).
1.2.1. Glucides

Il est démontré que les tiges de brocoli contiennent 62,67 a 68,32 g/100 de poidssec de

glucides totaux, plus que les fleurons (51,85 a 56,89 g/100 poids sec) et les feuilles (46,16 a

56,44 g/100 poids sec) Y’ compris l'amidon, les fibres alimentaires et le sucre (Dufoo-
Hurtado et al., 2020).

Les processus de germination pourraient diminuer les glucides totaux des graines de brocoli
(Lopez-Chillon et al., 2019), probablement en raison de I'hydrolyse de I'amidon lors de la

germination, pour cela les graines sont les parties utilisées en thérapie.

1.2.2. Protéines

Le brocoli est une bonne source de protéines végétales (Dufoo-Hurtado et al. 2020). Les
grains de brocoli (4gés de 10 jours) contenaient environ 43,88 mg /g de protéines (Samec et
al., 2018). La tyrosine était I'acide aminé le plus abondant dans les fleurons de brocoli (70,0
mg/ g poids frais), les tiges (32,0 mg/g poids frais) et les feuilles (35,0 mg/g poids
frais)(Campas-Baypoli et al., 2009).
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1.2.3. Lipides

Les lipides sont des constituants mineurs des fleurons, des tiges, des feuilles et des pousses de
brocoli, tandis que les graines de brocoli contiennent comparativement plus de lipides
(Dufoo-Hurtado et al., 2020).

Les acides gras polyinsaturés (AGPI) étaient les principaux acides gras des graines de brocoli
(71,39 %), avec la présence de proportions plus faibles d'acides gras mono insaturés (AGMI)
(20,08 %) et d'acides gras saturés (AGS) (8,53 %) (Lopez-Chillon et al., 2019).

1.2.4. Minéraux

Le brocoli est une bonne source de certains minéraux, tels que le calcium, le zinc et le fer
(Liu et al.,2018).

1.2.5. Vitamines

Le brocoli est une source de vitamines diverses tel que vitamine A, vitamine C, vitamine E.
Les feuilles de brocoli semblaient accumuler plus de vitamine C (2,92 mg dacide
ascorbique/g poids sec) que ses fleurons (2,54 mg d'acide ascorbique/g poids sec) et ses

graines (2,69 mg d'acide ascorbique/g poids sec) (Le et al., 2020).

1.3. La composition chimique du brocoli

Les glucosinolates, les polyphénols, les vitamines, les minéraux et les fibres alimentaires

sont les principales molécules présentes dans le brocoli.

1.3.1. Glucosinolates

Les Glucosinolates (GLS) sont des métabolites végétaux secondaires solubles dansl'eau,

sont les composés caractéristiques des légumes Brassica (Almushayti et al., 2021).

La structure générale des GLS posséde une unité B-D-glucopyranose connectée a une
fonction Z-thiohydroximate anomérique dont I’oxygeéne est sulfaté et a une chaine latérale R
qui est la seule variable structurale (Fahey et al., 2001) ; (Rollin et Tatibouét 2011)(Figure
17).
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Figure 16 : Structure générale des Glucosinolates (Montaut et al., 2012).

Les Glucosinolates (GLS) sont classés en groupes aliphatiques (dérivés de la méthionine, de
I'isoleucine, de la leucine ou de la valine), Aromatiques (dérivés de la phénylalanine ou de la

tyrosine) ou indole (dérivés du tryptophane) Source spécifiée non valide..

Parmi ces composeés, les GLS les plus abondants sont la glucoraphanine, la glucoibérine, la
glucoérucine, la glucobrassicine et la néoglucobrassicine. En particulier, la glucoraphanine
représentait plus de 50 % de la teneur totale en GLS  (Pérez-Balibre et al., 2008) ;(Yang
et al., 2016) ;(Guo et al., 2014). Les GLS prédominants dans les graines de brocoli sont la
glucoraphanine, la glucoérucine et la glucobrassicine, qui sont enzymatiquement convertis en
sulforaphane (SFN), érucine (ERN) et ibérine, respectivement (Clarke et al., 2011). Les 3 classes

des glucosinolates sont montrées dans la figure 18.
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Eigure 17 : Trois grandes classes des Glucosinolates (Kamal et al., 2022).

Lorsque les tissus végétaux sont mécaniquement endommagés, les GLS pourraient étre
hydrolysés par I'enzyme myrosinase en une variété de produits de dégradation, y compris les
isothiocyanates (ITC), les Thiocyanates, les nitriles, les épithionitriles et lesoxazolidines

(Guo et al., 2014) (Figure 18). Notamment, les GLS ne sont pas les composants fonctionnels

des légumes cruciféres, mais plutét leurs produits d'hydrolyse sont les composés bioactifs
putatifs(Clarke et al., 2011)
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Figure 18: Hydrolyse des Glucosinolates (Roman et al., 2020).

1.3.2. Isothiocyanates

Epithionitrile

Les isothiocyanates sont les produits d’hydrolyse des glucosinolates. Ils sont plus

actifsque les Glucosinolates (Almushayti et al., 2021) ; (Yuanfeng et al., 2021).
de

).

L'isothiocyanate le plus étudié est le sulforaphane (SFN), qui est le produit

dégradation de la lucoraphanine (Almushayti et al., 2021) ; (Villafio et al., 2019
1.3.3. Sulforaphane (SFN)

Le R-sulforaphane (R-4-méthylsulfinylbutyl ITC) est ’ITC naturel résultant d

e

dégradation enzymatique de la glucoraphanine dans les graines de brocoli

(Montaut et al., 2012) (Figure 20). Le sulforaphane (SFN) a été analysé comm

e

un compose majeur parmi le total de 17 R-sulforaphane (ITC) identifiés a partir

des graines et des pousses de brocoli (Guo et al., 2013); (Baenas et al., 2017).
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Figure 19 : Formation du R-sulforaphane a partir de la glucoraphanine
(Montaut et al.,2012).
Une fois que le sulforaphane est entré dans le systéme circulatoire, il peut étre
métabolisé en sulforaphane-glutathion, sulforaphane-cystéine et sulforaphane-
N-acétyl- cystéine dans la voie de I'acide mercapturique, qui peuvent tous étre
utilisés comme biomarqueurs pour mesurer l'absorption du sulforaphane
(Figure 21) (Villafo et al., 2019 ; Almushayti et al., 2021).
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Figure 20 : Voie métabolique du sulforaphane (Li et al., 2022).
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1.3.4. Composés phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires produits dans les plantes par les
voies phénylpropanoide et shikimate (Abellan et al., 2019). Sur la base de leur
structure, qui comprend un ou plusieurs cycles aromatiques avec des substituants
hydroxyle attachés (Figure 22) , les composes phénoliques totaux peuvent étre
classés en différents sous-groupes, tels que « les acides phénoliques, les flavonoides,
les tanins, les coumarines, les lignanes, les quinones, les stilbenes et les

curcuminoides » (Kumar et Goel 2019).

0

R OH i

R2 R2
R3

Figure 21 : Structure générale de I’acide phénolique (A : acide
hydroxybenzoic ; B : acidehydroxycinnamic dans lequel (R1, R2, R3 =H,
OH or OCH3) (Crozier et al., 2007).

1.4. Effets thérapeutiques

Les graines de brocoli et leurs composants bioactifs ont un large éventail
de propriétés bénéfiques potentielles pour la santé. Les effets bénéfiques, tels
que les antioxydants, les anticancérigénes, les antimicrobiennes, les anti-
inflammatoires, et bien d'autres, ont éte largement étudiés in vitro et in vivo au
cours de la derniere décennie (Bahadoran et al., 2013) ; (Yang et al., 2016)
(Figure 23).
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Figure 22 : Les bienfaits du brocoli pour la santé (L. et al., 2022).

1.4.1.1. L effet antibactérienne

Le brocoli et ses composés dérivés exercent des activités
antibactériennes, ces derniers ont été testées in vitro sur différents agents
pathogenes d'origine alimentaire, tels que Staphylococcus aureus, Bacillus

subtilis, E. coli, et Salmonelle typhimurium (Le et al.,2020).

e Exemple : I'infection bactérienne a Helicobacter Pvlori

L’Helicobacter pylori (H. pylori) est une bactérie, bacille spiralé et flagellé a Gram-
négatif (Mignon 2005). Cette bactérie est cancérigéne, peut survivre et se multiplier dans
I’estomac grace a une enzyme (uréase) treés active qui transforme 1’urée en ammoniac et
en dioxyde de carbone, augmentant ainsi le pH et neutralisant 1’acidité gastrique
(Megraud etLamouliatte 1992) ; (Rokkas et al., 2010). Des études récentes montre que

I'isothiocyanate sulforaphane (SFN) est un antibiotique tres puissant et sélectif contre H. pylori, il
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est sous enquéte intense pour ses effets protecteurs contre une variété de maladies chroniques

(Fahey et al., 2015) (Figure 24). Le SFN a également été signalé comme un efficace

inhibiteur de l'uréase (Figure25),il réduit la colonisation de H. Pylori et I'inflammation
(Fahey et al., 2013).

Figure 23 : Le mécanisme proposé par lequel le SFN inhibe I’uréase
synthétisé par H.Pylori et réduit les risques des maladies associés a cette
infection (Houghton, 2019).
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Eigure 24 : L’inactivation d’uréase par le sulforaphane (Fahey et al., 2013).

1.4.1.2. L effet antivirale

Des études ont montré que le SFN peut aider un organisme a combattre certains
virus, notamment le VIH, la grippe, I'hépatite C et, plus récemment, le Sars-
Cov2. Ces résultats suggeérent que le SFN protege le systeme immunitaire tout en
régulant la formation de radicaux libres par le contrdle de I'expression des génes
antioxydants par le facteur de transcription Nrf2 (Mahn et Castillo 2021).

e Exemple : Pinfection virale SARS-CoV-2

Le SFN présente dans le brocoli augmente la défenses antioxydante, anti-
inflammatoire et antivirale principalement via l'activation du facteur de

transcription Nrf2 (nuclear factor erythroid-2-related factor 2). Le Nrf2 controle

I’expression des génes antioxydants et cytoprotecteurs (Dinkova-Kostova et al.,
2002).

le ciblage de la voie Nrf2 a été considéré comme une approche prometteuse pour
développer des traitements contre le COVID-19 (Olagnier et al., 2020) (Figure
14)




Chapitre | : Recherche Bibliographique

iB3-1 cells

TR

Bio-Plex analysis,
| RT-gPCR
Spike protein T et 3
.(:S-prgtein) “ - , ' ‘
Induction of
expression
of IL-6 and IL-8

-

Sulforaphane (SFN) Inhibition of expression
of IL-6 and IL-8

Eigure 25 : Effet du sulforaphane sur I’expression de I'1L-6 et de I'lL-8 dans les cellules
branchiales IB3-1 induite par la protéine SARS-CoV-2 Spike (Gasparello et al., 2021).

1.4.2. L effet anti-inflammatoire

Une réponse inflammatoire appropriée protége non seulement le corps humain de

I'invasion microbienne, mais augmente également la capacité des tissus et des cellules a

restaurer la stabilité et a renforcer le systeme immunitaire (Medzhitov 2008) ;(Tung et
al., 2008). Au cours des processus de réponse inflammatoire, les facteurs liés a
I'inflammation sont activés pour favoriser la production de médiateurs inflammatoires
(Baluk et al., 2009). Le Facteur nucléaire kB (NFkB) est incontestablement 1'un des
régulateurs les plus essentiels de I'expression des génes pro-inflammatoires et a
longtemps été considéré comme un modéle de signalisation pro-inflammatoire. C’est un
facteur de transcription qui joue un rdle crucial dans I'inflammation (Dinkova-Kostova
et Talalay 2008) ; (Wei et al.,2020). Il contrdle la transcription des genes liés a des
biomarqueurs pro-inflammatoires, dont la NO synthase inductible (iNOS), le facteur de
nécrose tumorale a (TNF-a) et l'interleukinel1f (IL1P) (Silverman et Maniatis 2001) ;
(Wei et al., 2020). Au repos, le complexe NFkB « un hétérodimeres p50—p65 » est
généralement séquestré dans le cytoplasme lié aux membres de la famille des IxB

kinases inhibitrices (Cette interaction avec la

protéine kinase IxB retarde l'activité de liaison a I'ADN et masque les

séquences de localisation nucléaire de NF«kB) (Ghosh et al., 1998) ;
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(Silverman et Maniatis 2001) ; (Wei et al., 2020) . Apres stimulation
cellulaire liée au stress, aux bactéries, aux virus et aux cytokines pro-
inflammatoires, la kinase IkB est phosphorylée, suivie d'une dégradation des
kinases, ce qui laisse le dimére de NF«B libre
Al est transloquer dans le noyau et induire la transcription des cytokines pro-
inflammatoires (IL- 6, 1L-10, TNF-a)) (Ruhee et al., 2020).

Le SFN inhibe la phosphorylation de IkB et la translocation de NFkB,
réduisant ainsi I'inflammation (Qin et al., 2017) ;( Heiss et al., 2001) (Figure
15). Le SFN peut également prévenir I'inflammation en empéchant la liaison
de NFxB a I'ADN (Heiss et al.,

2001).
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Figure 26: Effets du sulforaphane sur la voie NFxB (Santin-Marquez et al., 2019).

Le sulforaphane est capable d'inhiber la phosphorylation IkB et la translocation nucléaire
NFkB, bien que le mécanisme d'action exact ne soit pas enticrement connu ainsi NFxB est
capable de se transloquer dans le noyau et de transcrire plusieurs médiateurs inflammatoires
(Santin-Marquez et al., 2019).
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1.4.3. L effet anti-oxydant

Le terme stress oxydant désigne une inadéquation entre le systeme oxydatif et antioxydant
d’un organisme, ainsi que les capacités antioxydantes d’une cellule ou d’un compartiment
cellulaire (Barouki 2006). Le brocoli est surtout connu pour sa large gamme de
composés bioactifs et sateneur élevée en antioxydants nutritionnels et non nutritionnels,
tels que les vitamines, caroténoides, les composés phénoliques (Fuente et al., 2019) ;
(Le et al., 2019 ; (DiBella et al., 2020) ; et les Glucosinolates, et ont a la fois des activités
anticancéreuse et antioxydante (Shiva et Jung-Ho 2014). Ces activités sont en raison de la
capacite des Glucosinolates a accumuler les espéces réactives de l'oxygéne et a prévenir le
stressoxydatif (Shiva et Jung-Ho 2014). La glucoraphanine dans le brocoli est hydrolysée
en sulforaphane par I'enzyme myrosinase ou par le macrobiote intestinal. Le sulforaphane
inhibe la dégradation de Nrf2 médiée par KEAP-1, permettant a Nrf2 de migrer du
cytoplasme cellulaire vers le noyauou il se lie a I'élément réactif antioxydant (ARE) dans
les régions promotrices des genes cibles de Nrf2, augmentant ainsi leur transcription, et donc
leurs activités. Il en résulte une diminution des ROS et des facteurs impliqués dans
I'inflammation et la fibrose (Liebman et Le 2021).

Le Nrf2 est un facteur de transcription critique dans la réponse au stress antioxydant.
L'activation de ce geéne par le SFN a entrainé la production d’une batterie de génes
cytoprotecteurs aux propriétés anti-carcinogenese, Antioxydantes, et les enzymes de phase
I, tels que NAD(P)H, quinone oxydoréductase-1, héme oxygénasel (HO-1)
(Kensler et al., 2013 ; Liu et al., 2015). Le SFN contenu dans le brocoli semble atténuer
certains des effets des especes réactives de I'oxygene et d'autres inducteurs endommageant
les cellules, en inhibant les enzymes d'activation de phase | (PI), comme les cytochromes
P450, et l'induction d'enzymes antioxydantes et de détoxification PIl, comme la quinone
réductase, la thiorédoxine

réductase 1 et I'neme oxygénase 1 (HO-1) (Zhang et Tang 2007) ; (Juge et al., Traka
2007) ; (Gasper et al., 2007).

Les enzymes PII régulent I'état redox dans les cellules de mammiferes en maintenant un
équilibre precis entre le niveau d'espéces réactives de I'oxygene (ROS) et les endogenes thiols
présents dans la cellule, en particulier le GSH et la thiorédoxine (Trx), qui protegent les
cellules des dommages oxydatifs. Les enzymes PII sont également essentielles au maintien de
I'équilibre du NAD+/NADH et NADP+/NADPH (Dinkova-Kostova et Talalay 2008).
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Figure 27 : Mécanisme d’induction d’enzyme détoxifiants et
antioxydantes médiés parl’ARE et par le sulforaphane
(Ruhee et Suzuki 2020).

Dans les conditions basales, le facteur de transcription NRF2est séquestré dans le cytosol par
les protéines répresseurs Keapl et cullin3 (CUL3), le présentant pour la dégradation
protéasome via 1’ubiquitination. Le sulforaphane, par modification des résidus cystéine
hautement redox sensible de Keapl, facilite la dissociation du complexe KEAP1/CUL3/NRF2,
liberant NRF2qui se transloquer dans le noyau une fois dans le noyau, NRF2s’apparie de
maniére hétérométrique avec des petits facteurs de transcription MAF se liant aux éléments de
repense antioxydante ARE contenus dans la région promotrice de nombreuses enzymes, initiant
leur transcription. Ensuite , il provoque la transcription de divers enzymes de détoxification de
phase 2 et des enzymes de défense antioxydante telles que la glutathion S-transférase (GST) ,
héme oxygénase 1(HO-1) , la NADPH quinone oxydoréductase (NQO) et la thiorédoxine
réductase (TR) pour réduire 1’oxydation (Ruhee et Suzuki 2020).
les produits génique médiés par ARE sont généralement classés comme des

enzymes de détoxification ou des antioxydantes (Santin-Marquez et al., 2019).

1.5.1. Effet Anti Cancer

Ce dernier améliore la signalisation proliférative, évite les suppresseurs de croissance,

résiste a la mort cellulaire, permette I'immortalité réplicative, induise I'angiogenése et
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active l'invasion et les métastases. Deux nouvelles caractéristiques ont été ajoutées
récemment pour, elles reprogramment le métabolisme énergétique et évitent la
destruction immunitaire, appelées caractéristiques émergentes « l'instabilité et la mutation
génomiques, et I'inflammation favorisant la tumeur Eigure28 : Effets anticancérigenes du
sulforaphane (Bai et al., 2015).

(Hanahan et Weinberg 2011).
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Figure28: Effets anticancérigénes du sulforaphane (Bai et al., 2015).

L’activation du Nrf2 par le sulforaphane (SFN). Le SFN active trois protéines kinases activées
par les mitogenes (MAPK) : la protéine kinase régulée par le signal extracellulaire (ERK), la
kinase N-terminale c-Jun (JNK) et p38 ; ceux-ci peuvent stimuler I'activation de Nrf2. Le SFN

peut également activer la protéine kinase C (PKC), qui phosphoryle directement Nrf2.

Alternativement, le SFN active Nrf2 via le phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) et la protéine

kinase B (AKT). En fin de compte, la phosphorylation de Nrf2 déclenche la translocation
nucléaire et I'induction de la transcription génique médiée par I'élément de réponse antioxydant
(ARE), réduisant ainsi le stress oxydatif (Bai et al., 2015)(Figure30).
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Partie 3 : Les pathologies cancereuses

Physiologie, épidémiologie

La cellule est lI'unité fondamentale fonctionnelle de tous les organismes vivants. C'est
la plus petite unité pouvant fonctionner et se reproduire de maniére autonome. Le
corps humain est composé de milliard de cellules. Cependant, ces cellules peuvent
présenter des perturbations de leur fonctionnement physiologique a la suite d'une
grande varieté de phénomenes, conduisant a la formation de cellules anormales
cancéreuses, qui, par divers mécanismes de multiplication non contrélées, de
contournement des voies de signalisation et d'échappement au systéme immunitaire,
vont étre a l'origine de pathologies cancéreuses.

Ces cellules deviennent anormales par un phénomene de cancérogenése ou
oncogenése correspondant a la transformation d'une cellule saine en une cellule

cancéreuse. Il est constitué de trois phases, l'initiation, la promotion et la progression.

Figure 29 - Mécanisme du développement tumoral
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Des facteurs externes (virus, radiations, agents génotoxiques, consommation
d'alcool, tabac...) ou internes (age, prédispositions génétiques...) vont étre a
I'origine de dommages aux acides nucléiques, de mutations ponctuelles ou
d'autres anomalies cytogénetiques (déséquilibre chromosomique, gains,
pertes ou translocations de séquences d'ADN...). L'accumulation de ces

anomalies génetiques va altérer le fonctionnement de trois types de génes :

- Les « proto-oncogénes » qui, a I'état physiologique, exercent une fonction normale dans la

cellule, mais, en cas d'altérations deviennent « oncogénes », et seront a I'origine d'une
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stimulation anormale de la division cellulaire. C'est par exemple le cas d'Her2, impliqué dans
le cancer du sein, qui lorsqu'il est amplifié en grande quantité va induire une prolifération

anormale de la cellule (3).

Les « anti-oncogenes » ou « suppresseur de tumeur » qui, une fois mutés, ne peuvent plus assurer
leurs rdles qui sont multiples : régulation du cycle cellulaire, induction de I'apoptose en cas de

dommage

Trop importants... Une perte de fonction au niveau des protéines synthétisées par

ces genes sera doncen faveur d'un développement tumoral (exemple : p53 muté dans

un grand nombre de cancers (4))

Les genes de réparation de I'ADN qui, s'ils sont mutés, ne peuvent plus assurer leur
réle de maintien de I'intégrité cellulaire en réparant les lésions de I'ADN,
secondaires a une agression interne ou externe, ou en corrigeant les erreurs
commises lors de I'étape de réplication de I'ADN. C'est le cas dela protéine MSH2,
qui va étre associe au cancer de la prostate en cas d'instabilité au niveau de ses

microsatellites (5).

La cellule cancéreuse possede 6 caractéristiques acquises importantes : une
activation constitutionnelle des voies de la prolifération cellulaire, une résistance
aux signaux inhibiteurs de la croissance cellulaire, une évasion face aux signaux
d'apoptose, une capacité de réplication illimitée, une production de molécules
favorisant l'angiogenése, et la faculté de migrer et d'envahir d'autres organes

(processus metastatique) (7). Ces mecanismes sont resumes dans la figure 2.




Figure 29 - Les propriétés caractéristiques des cellules
tumorales (7
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Figure 30- Les propriétés facilitantes et émergeantes des cellulestumorales(8)
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L'acquisition de ces 6 caractéristiques acquises propres aux cellules
tumorales découle en réalité de plusieurs mécanismes, classés en

caractéristiques favorisantes et en caractéristiques émergeantes (figure 3).

a) Traitements et effets indésirables

On peut définir trois classes de traitements anticancéreux : le traitement chirurgical,
la radiothérapie et le traitement médicamenteux.
Le traitement chirurgical consiste en une exérése partielle ou totale de la tumeur. Il
peut également étre utilisé & des fins de diagnostic (biopsie), de prophylaxie
(exemple : mastectomie prophylactiqueet cancer du sein) ou de reconstruction.
La radiothérapie consiste & irradier les cellules cancéreuses afin de modifier leur appareil
génétique etbloquer leur multiplication, permettant ainsi leur destruction. Ce traitement peut
étre employé par voie interne (administration ou implantation) ou externe (rayonnements
ionisants ciblant les tissus a détruire).
Le traitement médicamenteux regroupe plusieurs classes d'anticancéreux : la
chimiothérapie conventionnelle cytotoxique, I'normonothérapie, les thérapies ciblées,

I'immunothérapie et la biothérapie (figure 5, (13)).

Figure 31- Classification des thérapeutiques anticancéreuses, INCa (13)
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Les traitements anticancéreux sont donc a l'origine de nombreux effets

indésirables pouvant étre d'une grande gravité. L'apparition de ces événements
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indésirables graves sont fonctions de plusieurs parametres : type

d'anticancéreux, dose administrée, association de molécules réalisée au sein

d'un protocole, mais dépend aussi de certains paramétres propres au patient

et de son état hysiopathologique, de sa génétique, et de ses autres

traitements.

Effets neurosensoriels
Paresthésies, céphalées, neuropathies
périphériques
Asthénie générale

Nausées, vomissements, troubles du
transit
Hépatotoxicité

Aplasie médullaire
Hématotoxicité (anémie, leucopénie,
neutropénie, thrombopénie)

Cardiotoxicité
Fibrose pulmonaire, dyspnée,
pneumonie

Néphrotoxicité

Stérilité, ménopause précoce

Effets musculo-squelettiques
Arthralgie, myalgie

Effets cutanéomuqueux
Mucites
Alopécie
Eruption cutanée, photosensibilité,
hyperpigmentation
Sécheresse, syndrome main-pieds

Eiqure 32 - Fffets indésirables généraux des chimiothérapies cvtotoxiques (19 _20)
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Risque de maladies auto-immunes
Polyarthrite rhumatoide, néphropathie lupique,
sarcoidose, syndrome de Guillain-Barré

Effets neurologiques X € _
Hypophysite, migraines, neuropathies Dysthyroidies, insuffisance
périphériques surrénalienne

Pneumopathie, sarcoidose pulmonaire
Myocardites, cardiomyopathies,
Hépatite médicamenteuse, colite, fibrose cardiaque
diarrhées, douleurs abdominales,
vomissements

Atteinte rénale (néphrite interstitielle,
micro-angiopathie thrombotique)

Aplasie médullaire
Anémie et thrombopénie autoimmune

Effets cutanéomuqueux
Rash, éruption morbilliforme, prurit

Effets musculo-squelettiques
Arthralgie, myopathies
inflammatoires

Figure 33 - Effets indésirables généraux des thérapies cibéels (19, 20)
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Effets neurosensoriels
Céphalées, dysgueusie, neuropathie
périphérique, vertiges
Rétinopathie
Asthénie

Nausées, vomissements, troubles du
transit, douleurs abdominales,
perforation gastrointestinale,
hémorragie digestive, RGO, ictére,
cholécystite, hépatotoxicite

Aplasie médullaire
Hématotoxicité

(I

Dysthyroidie, dyslipidémie,
hyperglycémie, diabéte

HTA, insuffisance cardiaque,
arythmie, hémorragie
Bronchospasme, hémoptysie,
pleurésie, pneumopathies inertielles

Protéinurie

Effets musculo-squelettiques
Avrthralgie, myalgie, ostéonécrose de
la machoire

Effets cutanéomuqueux
Mucites, aphtose, ulcération des
muqueuses, inflammation perlinguale
Alopécie, changement couleur des
cheveux, folliculites
Eruptions cutanées, eczéma, Xérose,
fissures, fragilisation des phaneres

Figure 34 - Effets indésirables de I'immunothérapie (31)
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Effets neurosensoriels
Rétinopathie, troubles visuels
Asthénie
Céphalées

Nausées, vomissement
Hépatotoxicité

Effets musculo-squelettiques
Arthralgie, myalgie

Thrombose
Allongement du QT, HTA

Bouffées de chaleur, aménorrhee,
épaississement de I’endométre,
cancer utérin, saignement utérin, prise
de poids, gynécomastie
Hyperglycémie

Effets cutanéomuqueux :
Prurit, alopécie, éruptions cutanées

Figure 35 - Effets indésirables de I’hormonothérapie (19,20).
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L’effet des iprincipes actifs naturels combinés aux agents chimiothérapeutiques

Des ¢études ont confirmé que la combinaison d’ingrédients actifs naturels et de médicaments de
chimiothérapie exerce un effet antitumoral synergique par le biais de divers mécanismes. Outre
I’effet antitumoral direct, les ingrédients actifs naturels peuvent également inhiber Ila
multirésistance tumorale (MDR), diminuer les effets secondaires des médicaments de
chimiothérapie et moduler la fonction immunitaire.

2.1. Induire P’apoptose des cellules tumorales et inhiber la prolifération des cellules
tumorales

Certains ingrédients actifs naturels, tels que la schisandrine B (Sch B), le B-éléméne (B-ELE),
I’acide bétulinique (BA), la quercétine (Que) et la curcumine (CUR), peuvent exercer
directement un effet antitumoral en induisant 1’apoptose des cellules tumorales et en inhibant la
prolifération des cellules tumorales lorsqu’ils sont combinés avec des médicaments de chimiothérapie.
Sch B pourrait inhiber 1’invasion et les métastases des cellules cancéreuses du poumon en inhibant le
facteur de croissance de I’endothélium vasculaire. Dans le méme temps, il pourrait également
améliorer la cytotoxicité de la doxorubicine (DOX) et favoriser davantage 1’apoptose
cellulaire (Cai et al., 2020). B-ELE pourrait inhiber la prolifération cellulaire, arréter le cycle
cellulaire et induire I’apoptose (Zhai et al., 2019). BA a eu un effet antitumoral efficace sur

les cellules cancéreuses pulmonaires humaines résistantes au paclitaxel (PTX) (H460) par

I’arrét du cycle cellulaire G2 / M et I’apoptose mitochondriale induite (Zhan et al., 2018).

L’AB peut également inhiber la prolifération, la migration, 1’invasion et la tumorigenése des
cellules cancéreuses du pancréas en activant le signal AMPK, et il combiné a la gemcitabine
(GEM) a eu un effet antitumoral sur les cellules cancéreuses du pancréas (Sun et al., 2019).
Que combiné avec PTX inhibait significativement la prolifération cellulaire et augmentait
I’apoptose cellulaire, bloquait le cycle cellulaire a la phase G2/M, inhibait la migration
cellulaire, induisait un stress du réticulum endoplasmique et augmentait la production
d’espéces réactives de 1’oxygéne (ROS) (Zhang et al., 2020b). CUR pourrait améliorer
I’apoptose induite par PTX des cellules cancéreuses du col de I'utérus humaines HPV-
positives par la voie NF-kB-p53-caspase-3, et il combiné avec PTX pourrait avoir un meilleur
effet thérapeutique dans le traitement du cancer du col de I’utérus humain (Dang et al., 2015).
Cheng et coll. 2018) a révelé que CUR pouvait améliorer I’effet antitumoral du cisplatine
(CDDP). Le meécanisme etait lié aux ROS, et la teneur en ROS était positivement corrélée
avec l’inhibition de la prolifération cellulaire. Le traitement combiné des RES et du 5-

fluorouracile (5-FU) pourrait renforcer I’effet anti-prolifération sur les cellules cancéreuses
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colorectales (HCT116 et DLD1), induire I’arrét du cycle cellulaire et augmenter 1’apoptose en
phase S, inhiber la transduction du signal pAkt et pSTAT3 et réduire I’activit¢ de la
télomérase (Chung et al., 2018). RES pourrait activer les canaux TRPM2 dans les cellules de
glioblastome DBTRG pour améliorer 1’apoptose et I’oxydation PTX en augmentant les
niveaux intracellulaires de ROS a 1’état d’équilibre et le dysfonctionnement mitochondrial
(Ozturk et al., 2019). De plus, B-ELE a favorisé 1’anti-prolifération et 1’apoptose de la CDDP
dans le carcinome épidermoide gingival (GSCC) in vitro et in vivo en inhibant STAT3 et en
bloquant la voie de signalisation JAK2-STAT3 (Huang & Yu, 2017). B-ELE a inhibé la
prolifération des cellules cancéreuses de la vessie in vitro par la voie de signalisation de la
protéine Kinase activée par ROS-5'AMP (AMPK) et 1’apoptose mitochondriale dépendante
induite par la CDDP améliorée (Gan et al., 2020). La rhéine et le DOX ont joué un effet

antitumoral synergique en réduisant le métabolisme énergétique mitochondrial dans les

cellules de carcinome hépatocellulaire (Wu et al., 2020a). La BCL combinée au DTX a inhibé la
croissance tumorale, augmenté 1’apoptose cellulaire et réduit I’angiogenése tumorale in vivo, et a
amélioré I’effet antitumoral du DTX sur le cancer du poumon non a petites cellules (CPNPC) d’une
maniére f-caténine dépendante (Lu et al., 2020a). L’oridonine et le DOX ont présenté un effet
cytotoxique synergique dans les cellules d’ostéosarcome. L’oridonine a augmenté 1’accumulation de
DOX intracellulaire et le taux d’apoptose (Kazantseva et al., 2022). Par rapport au brusatol (BR) ou au

CDDRP seuls, le CDDP et le BR pourraient exercer un effet antitumoral synergique en augmentant la

libération de cytochrome c dans les cellules CT-26, en diminuant 1’expression de la caspase-3
et de la caspase-9 et en augmentant le rapport entre la protéine X associée au lymphome B 2
(Bcl-2)/Bcl-2 Le traitement combiné CDDP et triptolide (TPL) pourrait induire 1’apoptose en
augmentant 1’expression de la caspase-3, 8 et 9, PARP et cytochrome ¢ (Ho et al., 2015).

2.2. Inhiber la multirésistance tumorale

La multirésistance tumorale (MDR) fait référence au phénomene selon lequel les cellules
tumorales sont résistante(Chen et al., 2018). s a une série de médicaments de chimiothérapie
ayant des structures et des mécanismes différents lorsqu’elles sont résistantes a un type de
médicament chimiothérapeutique, ce qui est une raison importante de 1’échec de la
chimiothérapie en clinique (Kunjachan et al., 2013; Cao et al., 2018). Les mécanismes de la

MDR comprennent un métabolisme élevé des xénobiotiques, un écoulement accru de
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médicaments, des facteurs de croissance, une capacité accrue de réparation de I’ADN et des
facteurs génétiques (mutations génétiques, amplifications et altérations épigénétiques)
(Bukowski et al., 2020). Plusieurs facteurs pourraient étre associés a la résistance aux
médicaments dans le cancer, tels que la surexpression de la glycoprotéine P (P-gp), des
cellules souches cancéreuses (CSC), un défaut d’apoptose, une mutation et une altération des

voies de réparation de I’ADN, I’angiogené¢se, 1’autophagie et la modulation des enzymes

métaboliques (Mohammad et al., 2020). L’un des avantages de la co-charge d’ingrédients

actifs naturels avec des médicaments de chimiothérapie est d’inverser la MDR. De nombreux
composants naturels, tels que le resvératrol (RES) (Zhang et al., 2016b), la tétrandrine (TET)
(Liao et coll., 2019; Li etal., 2020e), le gallate d’épigallocatéchine (EGCG) (Cheng et
coll., 2016), I’acide pachymarique et 1’acide déshydrotudouique (PT) (Li et coll., 2020f),
chlorhydrate de quinine (QN) (Shen & Qiu, 2017), B-ELE (Zhang & Guo, 2021), I’acide
féruliqgue (FA) (Muthusamy et coll., 2016), la naringine (Jabri et coll., 2019), la baicaléine
(BCL) (Li et coll., 2018b), Que (Lu etal., 2020b) et Sch B (Wang et al., 2017), pourrait
inhiber la MDR en inhibant le transport ABC, y compris P-gp, BCRP, ABCBL, etc. En outre,
les composants naturels peuvent également inhiber les effets MDR en inhibant la transition
épithéliale-mésenchymateuse par d’autres voies, telles que les SERs (Buhrmann et al.,; Xu
etal., 2017b), EGCG (Yuan etal., 2017) et BCL (Yu et al., 2017). Dans le méme temps,
certains composants naturels peuvent inhiber les effets MDR en agissant sur des facteurs
génetiques, tels que Que (Sang et al., 2014), CUR (Lu etal., 2017a; Xu et al., 2020), RES
(Vinod et al., 2015), cinnamaldéhyde (CA) (Abbasi et coll., Citation2020) et la chrysine (Lee
et coll., 2021).

La rhéine pourrait augmenter I’accumulation de DOX dans les cellules SMMC-7721/DOX en
inhibant le métabolisme énergétique et en induisant 1’ouverture du pore de transition de
perméabilité mitochondriale (mPTP), et inverser la résistance aux médicaments des cellules
SMMC-7721/DOX (Wu et al., 2019a).
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11.1. Matériel

11.1.1. Matériel non biologique

Tableau 01 : Matériels non biologique utilisés

Tableau luzuzuzuz

Préparatio Extraction Analyses Des Analyses
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e
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e aflemme

11.1.2. Matériel végetal

Le matériel vegetal est le premier maillon essentiel de la chaine de la production
agricole qui conduit versun circuit commercial est constitué des plantes suivantes




Tableau 01 : Les especes utilisées

Feuilles de Grains

Moringa Brocoli
oleifera

11.2. Méthodes

L’ensemble des informations listées dans le cahier des charges, ainsi que les recherches
réalisées avant lapratique permettent alors de rédiger une formule théorique qui detaille les
informations qualitatives et quantitatives du futur produit qui est notre PHYTO médicament

11.2.1. Préparation des poudres des plantes

La transformation des feuilles et des graine de plantes en poudre consiste en
différentes étapes qui sont « I’effeuillage, lavage, égouttage, séchage, broyage et

enfin le tamisage » concernant les trois premieres étapes, elles étaient dépourvues

car le centre « Ishak Ibn Hounain » importe directementdes feuilles seches de leurs

pépiniéres situées a EI Menia, donc notre travail est le suivant :

Deuxiéme Séchage

Les feuilles de Moringa et les graines de brocoli importés nécessitent un séchage
naturel/ traditionnelledans une piéce bien sombre et fraiche qui n’es pas humide et qui
doit étre protegée des insectes, rongeure et de la poussiere, puis les feuilles seches
obtenues sont misées dans des sacs a tissus de10 kg a 100 kg. Si I'humidité est élevée,
le séchage électronique est exigé par les normes ISO a I’aide d’un déshydrateur
alimentaire

e Broyage
Les feuilles sont broyées par un broyeur qui est un moulin a grain électronique

contenant deux lames de six pages : couteau a poudre, couteau rotatif, couteau a
dépoussiérer, écrasement de la lame en acier inoxydable, aucune compression, bonne

pulvérisation avec une lame amovible et nettoyable
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Solvant Exigence Temps

d'extraction d'analyse

La molécule d'évaporati Bréve
o

Type N descriptio Préparation Instrume Instrument Gamme linéaire LOD/LOQ
nde ntal

T'extractio
n

13C, I3A Moringa Acétate d'éthyle i Extraction par 60 13C : 0.015- LOD (ug/mL)
minutes
solvant en 1,0 pg/mL 13C: 0.005

plusieurs étapes 13A 0,015- 13A: 0,003

avec un temps

dattente

important

I'évaporation de 1,0 pg/mL

extrait aqueux,

et I'acétate d'éthyle
Brocoli Dichlorométhane i Extraction avec un 45 minutes 1-10 mg/mL LOQ (mg/L)

grand
sulforaphane volume de Sulforaphane :
dichlorométhane 2.35

(solvant toxique) 13C:1.29

13C, I13A, Chou-fleur blanc, Dichlorométhane i Extraction avec un 45 minutes LOQ (pg/mL)
1AA, grand

I3CHO, et le chou blanc, volume de I3CHO : 1,34
ABG le chou rouge, dichlorométhane IAN : 2,94

le brocoli violet, (solvant toxique) 13C:1.72
le brocoli vert, ABG:1,76
le navet, et IAA : 0,49
Radis

Allyl Brocoli, chou blanc, Dichlorométhane i DLLME en plusieurs 5-100 p pg/mL

TC,
érucine, chou rouge, chloroform étapes (liquide

Brocoli, DMF-méthanol, 1 ml de solvant binaire 0,75-25 pg/mL LOD
(ng/mL)

chou-fleur, 1:4 (viv) (DMF-méthanol, (Hg/g)
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La poudre des plantes utilisées est réalisee par une pulvérisation de 10 secondes

répéter de 3a 5 fois.

e Tamisage
Il faut tamiser la poudre des plantes si nécessaire avec un tamis de laboratoire ou

tamiseuse qui est généralement requis afin d’assurer une action uniforme pour avoir
une poudre bien homogene

e Conditionnement de la poudre :

Une fois la poudre est bien tamisée on doit la mettre dans des sacs est les sous-vidés de

cettemaniere que I’aire ne se diffuse pas dans le sac.

11.1.1. Extraction et Identification des principes actifs des plantes

Le Tableau 2 représente toutes les procedures concernant 1’extraction et

identification et dosage des principe actifs
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11.1. Evaluation De Quelques Activites Biologiques

11.1.1. Evaluation de [ activité antioxydante

L’activité antioxydante a été évaluée par la méthode de piégeage du radical
Diphénylpicrylhydrazyl (DPPH), selon les recommandations de( Boulila et al., 2015).
e Principe
La méthode du DPPHe est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de
I’espéce radicalaire stable DPPHe en présence d’un antioxydant donneur
d’hydrogéne (AH), qui aboutit a la formation d’une forme non-radicalaire, le DPPH-
H.
La réduction du DPPHe en DPPH-H induit une perte de sa couleur violette qui
devient jaune pale aprés transfert d’électron par les composés antioxydants
(Figure 27).
Cette réduction est suivie par spectrophotométrie a 515nm par rapport a un

standard, qui est I’acide ascorbique.

DPPH-H

Figure 36 : Forme libre et réduite du DPPH(Pyrzynska et Pekal 2013).

e Mode opératoire
- 2mL d’une solution méthanolique de DPPH, préparée a 0,04 g /I,

sont ajoutés almL de chacune des dilutions de 1’extrait méthanolique
et de I’acide ascorbique.
Aprés 60min d’incubation a 1’abri de la lumiere, les absorbances sont lues a 515nm.
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Les courbes exprimant le pourcentage de piégeage du DPPH en fonction de la
concentration, en mg/ml, de 1’extrait méthanolique et celle de 1’acide ascorbique sont

tracées.

11.1.2. Evaluation De L ’activité Anti-Inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire a été évaluée par la méthode de dénaturation des

protéines, selon les recommandations d’Alhakmani, Kumar, et Khan (2013).

e Mode opératoire

- Le mélange réactionnel est constitu¢ de 2ml d’extrait méthanolique des
graines de brocoli a différentes concentrations (100-500ug/ml) et 2,8ml d’eau
distillée ajustée a pH= 6,4 (tampon PBS), auquel est ajouté 2ml d’albumine
d’ceuf (source des protéines).

Le tout est incubé a 37°C pendant 15 minutes.
La méme expérience est répétée avec 1’acide acétylsalicylique, utilisé

commestandard.
La dénaturation est induite en mettant le mélange réactionnel dans

un bain-mariechauffé a 72°C pendant 10 minutes.

Apres refroidissement, 1’absorbance est mesurée a 660nm en utilisant

I’eau distilléecomme blanc.

11.1.3. Evaluation de ’activité antibactérienne :

e Principe

L’activité antibactérienne a été évaluée en deux étapes :

La sensibilité des souches bactériennes aux différents extraits a
été recherchéepar la méthode de diffusion sur disques.

- La détermination de la concentration minimale inhibitrice
(CMI) a eteé réaliseepar la méthode des micro-dilutions.

e Mode opératoire
A-Test de sensibilité

- Des suspensions bactériennes ont été préparées dans une solution physiologique

a partir de colonies jeunes (18-24H), en ajustant la turbidité a 0,5 Mc Farland.
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- A I'aide d'un écouvillon stérile, les bactéries en suspension ont

été ensemencées sur une surface gélosée séche (gélose Mueller-
Hinton liquéfiée, coulée et refroidie dans des boites de Pétri).

Des disques stériles de papier (6 mm de diametre) ont ensuite été
placés puis imprégnes de 10uL d’extrait méthanolique.

- Les boites ont été incubées a 37°C pendant 24H.

La souche est considérée comme résistante pour un diametre inférieur a
8mm, modérément sensible entre 8 et 14mm, sensible pour un diamétre
d’inhibition entre 14 et 20mm et tres sensible si le diamétre est supérieur a

20mm.

Bofte de Petn ensemencée
- 4 daxtétin

" Osgued‘anthiotique

Figure 37 : la méthode de diffusion sur disques « teste de sensibilité » (original)

B- Détermination de la concentration minimale inhibitrice de ’extraits méthanolique
- Des suspensions bactériennes des cellules bactériennes jeunes ont été
préparées dans des tubes stériles, contenant de ’eau physiologique a
une valeur de 0,5 McFarland.
Ces derniers, doivent étre utilisés dans les 30min suivantes pour
éviter le changement du nombre de cellules bactériennes.

Dans les puits des plaques de micro-tubes

- On mélange 50ul de la solution diluée d’extrait méthanolique des
graines de brocoli, préparées dans le diméthylsulfoxyde « DMSO » (un
solvant polaire organosulfuré), avec 100ul de Mueller Hinton liquide
(MH liquide + rouge de phénol 20mg/ml et du glucose 20g/ml).

On ajoute dans chaque puits, 50ul de chaque suspension bactérienne.
Pour verifier que les résultats de sensibilité sont exacts, il faut inclure
un temoinpositif et un autre négatif pour chaque souche.

Les plagues ont eté incubées a 37°C  pendant  24H.
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= Détermination de la concentration minimale inhibitrice des extraits méthanoliques

Des suspensions bactériennes des cellules bactériennes jeunes ont été préparées dans des
tubes stériles, contenant de I’eau physiologique a une valeur de 0,5 McFarland. Ces
derniers, doivent étre utilisés dans les 30min suivantes pour éviter le changement du
nombre de cellules bactériennes. Dans les puits des plaques de micro-tubes, on mélange
50l des différentes dilutionsdes extraits méthanoliques, préparées dans le DMSO, avec
100l de Mueller Hinton liquide (MH Iliquide + rouge de phénol 20mg/ml et du glucose
20g/ml).

On ajoute dans chaque puits, 50ul de chaque suspension bactérienne. Pour vérifier que les
résultats de sensibilité sont exacts, il faut inclure un témoin positif et un autre négatif pour

chaquesouche. Les plaques ont été incubées a 37°C pendant 24H.

11.2.2. Analyse physico chimique

e Teneur de la matiére séche et humidité — NA 1213 (étuvage) -

» Principe
La connaissance de I’extrait sec du produit est trés importante dans la mesure ou elle peut

expliquer le comportement de la matiére et son interaction avec le milieu externe. La
déterminationde la matiere seche est basée sur la perte d’eau suit a une dessiccation.

» Mode opératoire
On seche les capsules avec leurs couvercles dans 1I’étuve pendant 30 minute a 105°C puis

les refroidir dans un dessiccateur (Annexe 111.2).

On met 2g d’échantillon dans les capsules puis les étuvés a 105°C jusqu’a poids
constant.Formule et calcule :

M : Matiere séche.

M seche = [ (m1-mo/ Pe] x 100

Pe : Masse de la prise d’essai.

Mo : masse de la capsule vide et couvercle.

ma : masse de la prise d’essai et capsule avec couvercle sortie d’étuve.
W : teneur en eau.
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W= 100- M séche

e Détermination des cendres brutes -NA 650 (calcination)-
» Mode opératoire

Chauffer les capsules dans le four pendant 30 minutes a 550°C, puis on pése.

Mettre 2g de 1’échantillon dans les capsules refroidi puis incinérer dans le four a

550°Cjusqu’a poids constant (Annexe 111.4).

» Formule et calcule

» C:cendre.

C = (m2-mo) x 100/m;

Mo : poids des capsules vide.
M1 : poids de la prise d’assai.
m2 : poids de la prise d’essai apreés four.

e Teneur en matiére grasse — Extraction au Soxhlet-

> Réactifs
Ether de pétrole température d’ébullition entre 60°C et 80°C.

» Mode opératoire
e Extraction : on met 29 d’échantillon dans un volume d’éther de

pétrole, on le laissependant quelques heures ou une nuit.

e Distillation : Distillation I’éther de pétrole a I’aide d’un rota vapeur.
e Etuvage : étuvé le ballon avec son résidu pendant 1 heure, puis peser

a chaque fois jusqu’apoids constant (Annexe 111.7).

> Fo
rmule et

calcule MG :
MG = (m- mo) / Pe x 100

Matiere grasse

exprimé en %.
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m : masse du ballon avec résidu.
mo : masse du ballon vide.

Pe : masse de la prise d’essai.

Teneur en protéine brute — méthode de Kjeldahl -
> Réactifs

Sulfate de potassium

Sulfate de cuivre Il penta Hydrate.
Acide sulfurique pure.

Solution de NaOH 40% (m/V).
Solution de NaOH : 0.1mol/L.
Solution de H2SO4 : 0.1mol/L.

R/ X/ R/ X/ R/
L X X R X IR X IR XY

33

€

» Mode opératoire

Minéralisation :
1g d’échantillon + 159 de sulfate de potassium + 1g sulfate de

cuivre+ 25mlH2SO4 chauffer, aprés apparition de couleur verte
compter 2 heures, et on ajoute 50ml eau.

Distillation :

L’ajout de 100 ml de NaOH 40% , puis distillé complétement.
Tirage :

Plonger I’extrémité de réfrigérant dans 25ml de

H2SO04 + rouge de méthyl.Titré avec le NaOH: 0.1N

Virage du rose au jaune

» Formule et calculeP :

protéine exprimée en %

P =[(v-vo) x Cx 0.014 x 100x 6.25] / m

Vo : volume de 1’essai a blanc.
v : volume titré.
C : concentration du NaOH :0.1 mol/L.

m : prise d’essai.
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e Détermination du pH - Afnor, 1986-

> Principe
Détermination en unité pH de la différence de potentiel existant entre deux (02) électrodes

plongées dans le produit a analysées.

» Mode opératoire

On plonger I’électrode dans le produit (poudre de feuille du M.oleifera et en notant la
valeur enregistrée bien sur aprés étalonnage du pH-meétre avec 1’utilisation des solutions
tampons(Annexe 111.1).

» Expression des résultats

La valeur du pH prise en considération correspond a la moyenne arithmétique des

différentes valeurs enregistrées.
NB : Avant chaque nouvelle mesure, on rince soigneusement I'électrode avec l'eau

distillée et sécher a I'aide de papier joseph ou papier filtre.

Extraits secs
e Glucides ( \

\

100 - (humidité + protéine +matiére grasse +minéraux)

e Valeurs énergétiques
Kcal : la somme (matiere grassex9 +
proteinex4 + glucidesx4) Kj : la somme
(matiere grassex37 + proteinex17 +

glucidesx17)

e Sel (Nacl)

» Mode opératoire
Peser 2g dans 50ml notre indicateur est le dichromate de potassium puis titrer
avec le nitrated’argent 0.1N (Annexe 111.8).

On remarque le virage des couleurs vers le rouge brique

> Formule et calcule
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(V de la chute x la concentration de AgNo3 x la masse molaire du sel (Nacl)

5.85) / (la prised'essais)

e Teneur en fibre (cellulose)

> Réactifs
Solution de H2SO4 : 0.13 mol/I.

Solution de NaOH: 0.23 mol/I.

» Mode opératoire

- Peser le creuset vide. Noter la masse.

- Digestion acide : Bouillir 2g d'échantillon dans 150ml H>SO4 : 0.13mo1/I pendant 30
minutespuis filtrer et laver avec I'eau chaude 3 fois.

- Digestion basique : Bouillir le résidu filtré dans 150ml NaOH : 0.23molll pendant 30
minutespuis filtrer et laver avec I'eau chaude 3 fois.

- Etuvage : Etuvé le résidu filtré de la digestion pendant 1 heure a 130°C, puis peser.

-Incinération : Mettre dans le four a 550°C pendant 1 heure, puis peser.

» Formule et calcule
C : cellulose exprimée en %

C= (b-c) /m x100

b : prise d'essai en g
c : perte de masse a I'étuvage.
m : perte de masse a la calcination.

Calcium
Incinération de la prise d’essai dans un four & moufle & 550°c puis traitement des cendres

obtenues par 1’acide chlorhydrique 6N, filtration sur papier filtre. Précipitation du

calcium sous forme d’oxalate de calcium par I’oxalate d’ammonium (pH de précipitation
4.4-4.6), dissolution du précipité par 1’acide sulfurique et titrage de 1’acide oxaliqueformé
par le permanganate de potassium (0.1 mol/l).

La teneur en calcium exprimee en grammes par 100 grammes d’échantillon, est égale :

2,004xV1ixC V

X
m V2

V1 : volume en ml de la solution de permanganate de
potassiumV : volume en ml de la fiole jaugee (250ml)

V2 : volume en ml de la partie aliquote




Chapitre 11 : Materiel et méthodes

M : est la masse de la prise d’essai de 1’échantillon.
La spectroscopie de flamme est une technique analytique utilisée pour la détermination

qualitative et quantitative d’un élément dans un échantillon .dans cette méthode
I’échantillon, sous la forme d’un liquide homogéne, est introduit dans une flamme ou des
réactions thermiques et chimiques créent un atome "libre™ capable d’absorber, émettant
ou fluorescent a des longueurs d’onde caractéristiques.

L’absorbance est proportionnel a la concentration des atomes libres dans la flamme,
donnée parla loi de Lambert beer :

Absorbance Olog "0 K.C.L

Iy

I, : intensité du rayonnement incident émis par la source
lumineusel; : intensité du rayonnement émis (quantité non
absorbée)

K : constante (peut étre déterminée
expérimentalement)C : centration de
1’échantillon

L : longueur du trajet

optiqueEn pratique :

Pour la détermination des concentrations des échantillons la loi de Lambert beer est
simplifiéea:A_. f(c)

A : absorbance de

1I’échantillon C :

concentration de

I’échantillon

Minéralisation par voie séche de 1’échantillon et voie humide des minéraux et Oligo-élémentset
Métaux lourds :

Incinération de la prise d’essai dans un four a moufle a 550°c puis traitement des
cendresobtenues par I’acide chlorhydrique 6N, filtration sur papier filtre.
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Analyses Longueur d’ondes

magnésium 285.2 nmgamme d’étalon : 0,1-0,4 mg/I
Potassium 766.5 nm gamme d’étalon : 0,4-1,5 mg/|
Sodium 589 nmgamme d’étalon : 0,4-

1,5 mg/l

Fer 248.3 nm gamme d’étalon : 2-9mg/I
Plomb 217 nmgamme d’étalon : 2.5-20

mg/l

Cadmium 228.8gamme d’étalon : 0.2-1.8 mg/I
Chrome 357.9gamme d’étalon : 2-15

mg/l

Mercure 253.7 nmgamme d’étalon : 20-

100 mg/l

mercure étant un élément volatil, I’échantillon est traité directement par voie humide al’aide de
’acide chlorhydrique, puis injection de I’échantillon dans le spectromeétre d’absorption atomique

équipé d’un systéme de réduction par le tétrahydroborate.

11.2.3. Analyse microbiologique

. Détermination des coliformes
Ils ont été déterminés selon la méthode ISO 4832. La recherche repose sur I’utilisation du

Nombre le Plus Probable (NPP). Le Bouillon Lactosé Bilié au Vert Brillant (BLBVB ;
Ox0idCM31) a été utilisé comme milieu d’incubation et 1’ensemencement a été réalisé
dans la masse de la géelose a raison de 1 ml des dilutions 10-1 et 10-2. L’incubation a été
faite a 30 °C £ 1 °C dans uneétuve de marque Memmert pendant 24 a 48 heures.

Détermination des levures et des moisissures

Elles ont été déterminées selon la méthode 1ISO 7957. Le milieu de culture utilisé est la
gélose glucosée a I’oxytétracycline et I’ensemencement a été fait a raison de 0,1 ml de la
suspension- mére en surface de la gélose et étalée. L’incubation a été faite a 25 °C £ 1
°C dans une étuve de

marque Memmert pendant 5 jours et la lecture a été faite tous les jours. Les levures,
colonies muqueuses et brillantes ont été reprises et réisolées sur la gélose Sabouraud, puis
soumises a une indentification compléte a 1’aide de la galerie ID 32 C. Quant aux
moisissures elles ont été identifiees aprés purification et culture en couche a I’aide des
clés.

e Détermination des spores de Clostridium sulfito-réducteurs
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Elles ont été recherchées selon la norme 1ISO 7954. Cing millilitres du milieu Bacto-
SulfiteAgar et 1 ml de la suspensionmeére ont été pasteurisés a 80 °C dans un autoclave de
marque Bosch pendant 10 mn. Les colonies caractéristiques de Clostridium sont de

couleur noire (formation du sulfure de fer) et restent le long ou au fond du tube.

¢ Détermination des Salmonella sp

La méthode utilisée est celle de la norme 1SO 6579. Elle a consisté a ajouter a la PFMo de
I’EPT. Ainsi, le mélange obtenu a été considéré comme le pré-enrichissement qui a été
incubé a 37 °C = 1 °C dans une étuve de marque Memmert pendant 24 h. Ensuite, un
millilitre du mélangepré-enrichi a été incubé dans 9 ml de Rapaport-Vassiladis et incubé a
37 °C % 1 °C dans une étuvede marque Memmert pendant 24 h. Le mélange ainsi obtenu a
été incubé a 37 °C + 1 °C pendant 24 h sur la gélose HEKTOEN. Les colonies suspectes

(incolores ou incolores centre noir) ont été isolées a nouveau sur la gélose KLIGER

(Hajna). L’identification a été réalisée a I’aide de la Xylose Lysine Décarboxylase (XLD)

et de la gélose Triple Sugar Iron (TSI). Le test de 1'uréase aété fait pour confirmer les

Salmonella, sachant que Salmonella est uréase négative.

e Détermination de Staphylococcus aureus

Ces bactéries ont été dénombrées selon la norme NF EN ISO 6888-1 (1999). 0,1 ml de la
suspension meére a été étalé sur la gélose Baird-Parker (BP OXOID CMO0275)
supplémenté avec 50 ml d’émulsion de jaune d’ceuf dans 1000 ml de milieu de culture.
L’incubation a été faite a 37

°Cx 1 °C pendant 24 h. S. aureus donne des colonies noires, brillantes, convexes, de 1,5

mm de diamétre, entourées d’un halo clair (protéolyse) de 2 mm a5 mm.

11.2.4. L’ analyse des dangers

Nous avons réalisé une analyse des dangers pour déterminer quels sont les dangers a maitriser,
le degré de maitrise requis pour garantir la sécurité des aliments ainsi que les combinaisons
de mesure de maitrise correspondantes requises et la détermination des niveaux acceptable et

en fin d’établir un plan de surveillance convenable (Figure 26).




Chapitre 11 : Materiel et méthodes
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Figure38 : Diagramme d’Ishikawa

Cette étape se caractérise par I’identification : De la nature des dangers : physique, chimique
Ou biologique, Le niveau de risque de chaque danger, Les différentes causes de ces dangers et
les mesures préventives afin de les biens controler , L’évaluation de ces dangers, se fait

suite a la détermination de I’indice de criticité selon laformule suivante et le tableau en

Criticité = Gravité x Fréguence d'apparition
La détermination des (PRP PRPO) ou (CCP) dépend de cette criticité (Annexe 4) :

PRP : Programme Pré requis ou les dangers peuvent étre régler avec une bonne hygiéne
PRPo : Programme Pré requis Opérationnelle : C’est une étape de la chaine alimentaire

ouil est possible de mettre en place une mesure de maitrise.

CCP : Point Critique de Controle : C’est une étape de la chaine alimentaire ou il est
nécessaire de mettre en place une mesure de maitrise avec une limite critique dans ce

cas le produit vas étre annulé
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Chapitre III : Résultats et discussion
I11.1. Résultats
111.1.1 Qualité du Produit

1.1.1 Identification des Principes actifs

Les resultats obtenus de L’identification des flavonoides et leurs
molécules bio-actives «quercétine et kaempferol » du Moringa

oleifera sont présentés, ci-dessous :

Datafile Name:ECH Flavo Moringaled
Sample Name:ECH Flavo Moringa001

my
¥£CH Flavo Moringa.lcd Detector A 350nm

N

LN O N B O I O O O B OO O O B |

50 100 150 200 250 20,0 350 400 450 500 550 min

Figure 39: Chromatogramme d’HPLC

Les résultats obtenus par 1’analyse qualitative d’HPLC (tableau 5) peuvent
confirmer la présence des molécules bioactives acide chlorogénnique et
Pisoquecetine.. Cette derniere est une dérivee de la quercétine dans le
Moringa oleifera auquel le TR 6.046 min estproche du TR standard 5.885

min.
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Tableau 5 : Les résultats explicatifs du chromatogramme d’HPLC ( Original )

Tr{min)

TR stan.dard[min}

Identification

/

Non identifié

Acide chlorogénique

Non identifié

Isoquercétine

Non identifié

Non identifié

111.1.1. Dosage des Flavonoides

Les taux des flavonoides des extraits des plantes etudiée sont calculés a partir de la

courbe d’étalonnage, tracée en utilisant la quercétine comme standard (Figure 36).

IIs sont exprimés en termes de mg EQ/gr MS (Tableau 6). Les résultats de dosage des

flavonoides effectuée sur les plantes etudée sont présentés ci-apres :

Absorbance

vy =0,530x+ 0,092
r’=0,976

0,04 0,06
Concentration (mg/ml)

Figure 40 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des

flavonoides (

Evaluation des activités biologiques
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Nous avons évalué les activités biologigques (anti-oxydante, anti-inflammatoire et anti-
bactérienne , anti cancéreause ) pour chaque plante étudiée afin de valoriser les effets
des plantes. Les résultats obtenus sont les suivants :

e Activité antioxydante
Afin de quantifier les molécules antioxydantes présentes dans les extrait des plantes

étudiée, nous avons utilisés 1’acide ascorbique (Vitamine C) comme standard connu pour son
excellente activité antioxydante. Nous avons tracé Les courbes de piégeage antioxydantes
tracées en utilisant I’acide ascorbique (Figure 23) et la méthode de piégeagedu radical DPPH
comme étalon en fonction de la concentration de 1’extrait de chaque plantes (Figure 24, 25,

26, et 27), et sont exprimés en mg/ml (Tableau VII).

Figure 40 : Pourcentage de
y =1190,476x-2,722 ' piégeage du radical DPPH
r’=0,993 en fonction de la
/ g concentration de I’acide
> ascorbique

Inhibition (%)

0,02 0,04 0,06 0,08
Concentration (mg/ml)

Figure 42 : Pourcentage de piégeage du radical DPPH en fonction de la

100
y=1010,325x- 8,38

2=0,989
80

60

40

Inhibition (%)

0,04 0,06 0,08 0,1
Concentration (mg/ml)
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concentration de I’extraitméthanolique du brocoli

y=773,653x+ 17,738 /

r’=0,987

(o))
o

Inhibition (%)
o
o

N
o

0,02 0,04

Concentration (mg/ml)

0,06 0,08 0,1

Figure 43 : Pourcentage de piégeage du radical DPPH en fonction de la

concentration de I’extraitméthanolique du moringa( Originale )
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Tableau 8 : Valeurs des concentrations inhibitrices a 50% (IC50) (Activité antioxydante)
(Original)

éspece Acideou (vit C) Moringa
ascorbique
IC50 0,040 0,042

e Activité anti-inflammatoire
e L’étude de ’activité anti-inflammatoire a pour objectif la vérification in vitro de
I’effet anti-dénaturation induit par I’extrait méthanolique de Brassica oleracea dans

I’albumine d’ceuf’;

Les deux plantes constituent une source potentielle de molécules bioactives qui
empéche la dénaturation des protéines tissulaires. L’aspirine est utilisée comme
standard (Figure 28). Les résultats de 1’activité anti-inflammatoire de ces plantes

sont représentés dans les figures et le tableau 8.

e Activité antibactérienne
L’activité antibactrienne avec les extraits des plantes ( Brocoli, Moringa, ) a
été réalisée, en mesurant la concentration minimale inhibitrice (CMI)
(Tableau).
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Tableau 9 : Sensibilit¢ et CMI (mg/ml) des souches bactériennes testées aux

extraitsméthanoiques des cing espéces étudiées ( Original)

Espéce Végétale
Espéce Bactérienne Moringa

ACINETOBACTER BAUMANNII NDM-1 2,2
ENTEROCOCCUS FAECALIS ATCC 29212 R
ESCHERICHIA COLI ATCC25922 3,33
ESCHERICHIA COLI ATCC 8739 29
KLEBSIELLA PNEUMONIAE 2,5
SALMONELLA TYPHIMURIUM ATCC 14028 R
SERRATIA MARCESCENS R
STAPHYLOCOCCUS AUREUS ATCC 25923 4
STAPHYLOCOCCUS AUREUS ATTCC 6538
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111.1.1. Analyse physico chimique

pour confirmer la valeur nutritionnelle de notre produits , nous avons réalisé des

analyses physico-chimiques. Le tableau ci-dessous résume les résultats de notre étude.

TableaulO : Résultats des analyses physico-chimiques de produits.

Parameétre Unité Résultat Référence

Glucide 9/100g 49.73 -

. . . 9/100g 6.34 Méthode de Weend
Fibre alimentaire

Protéine 0/100g 15.95 Méthode de Kjeldah
Matiere grasse 0/100g 11.66 Extraction Soxhlet
Sel (Nacl) 0/100g 0.59 Méthode de Mohr
Valeur énergétique Kcal/100g 367.66 -
Kj/100g 1547.98 _

PHa10% (20°C) - 5.32 PH-métre

Extrait sec 9/100g 90.73 Etuvage
Humidité g/100g 9.27
Cendre 0/100g 13.39 Calcination
Métaux lourds
Teneur en Fer 0/100g 0.026
Teneur en Plomb 0/100g Non détectable
Teneur en Chrome 9/100g Non détectable
Teneur en Cadmium 0/100g Non détectable
Teneur en Mercure 0/100g Non détectable
Sodium 0/100g 2 Spectrophotométre a
flamme
Potassium 9/100g 1.96 Spectrophotométre a
flamme
Calcium 9/100g 0.55 Spectrophotométrie
Magnésium g/100g 0.37 Spectrophotométrie

Nos résultats obtenus montrent que, les valeurs nutritionnelles et énergétique du
notre produits et sont élevés par rapport a ceux de 1’étude de Diagne et al., (2005), dontle
Moringa Nigérien est trés connu mondialement par ses propriétés qualitatives ;
concernant le calcium et le magnésium, ainsi que, le fer, ils sont dans les normes ; avec
une zéro detection de métaux lourds qui veut dire que cette plante ne provoque aucune

toxicité (Diagne et al., 2005).
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111.2 Discussion

2.1 Moringa oleifera

L’étude de Margareth et al., (2015) consiste a identifié qualitativement les molécules
bioactives I’isoquercetine et le Kaempferol, ainsi, 1’acide chlorogénique (Margareth et
al., 2015),il a identifié les flavonoides dans le Moringa oleifera et quantitativement en
valeur de :

Acide chlorogénique (79.31 mg/g)

Quercetine (137.81 mg/g)

Isoquercitrine (75.65 mg/g)

Kaempferol (106.75 mg/qg)
Ces résultats Margareth et al., (2015) montrent la présence de la molécule bioactive
kaempferoldans les feuilles de Moringa oleifera, dans notre cas on n’a pas pu identifier
cette molécule en raison de manque de 1I’étalon (kaempferol) (Margareth et al., 2015).
D’apres les résultats obtenus, on déduit que le Moringa oleifera présente le taux le plus
élevée de teneurs en flavonoides qui enregistrent 12.547 mg EQ/g par rapport aux autres
plantes (Armoise3.725 mg EQ/gr, Brocoli 2.586 mg EQ/gr, Ortie 4.882 mg EQ/gr).
Nos résultats rejoignent les résultats de Fachriyah et al., (2020) qui montrent que 1’extrait
de Moringa oleifera Indonésien représente 10.77 mg EQ/gr des flavonoides qui ont

enregistré un teneur élevé par rapport aux autres plantes (Fachriyah et al., 2020).

Les résultats d’activité antioxydante des différentes plantes étudiées montrent que, le
brocoliet moringa présentent des valeurs proches et élevées par rapport aux autres plantes
et au standardutilisé (Acide ascorbique) qui enregistre une valeur de 0.040 mg/ml.

L’acide ascorbique (Vitamine C) est un composé organique hydrosoluble, il est considéré

comme un réducteur trés puissant (Arnold et al., 1986). Ce dernier est un antioxydant

predominant, il exerce a la fois son pourvoir antioxydant intracellulaire et extracellulaire

(Zussman et al., 2010). De plus il neutralise les radicaux libres dans les compartiments

aqueux de la cellule, et protege les structures intracellulaires du stress oxydant (Manela-

Azulay et Bagatin 2009).

Nos résultats rejoignent ceux d’Argolo et al., (2012). Le Moringa présente une activité

anti-oxydant, avec une valeur de 0.06mg/ml (Argolo et al., 2012). Et Brassica oleracea
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var. Italica est reconnu pour sa haute teneur en vitamines(Mukherjee et Mishra
2012). De plus c'est une source importante de multiples composés a activité antioxydante
tels que l'acide ascorbique et les composes phénoliques, notamment les acides

phénoliques et les glucosinolates et de la quercétine (Moreno et al., 2006).

Tableau 8 : Valeurs des concentrations inhibitrices a 50% (IC50) (anti-inflammatoire)
(Original)

Acid
Espéce “ _E Armoise | Brocoli | Moringa
ascorbique

IC50 (mg/ml) 0,040 0.052 0,058 0,042

Les analyses de I’activité anti-inflammatoire effectuées pour les plantes (Armoise,
Brocoli Moringa, et Ortie) montrent que toutes ces plantes possédent une activité anti-

inflammatoire, le brocoli présent le taux élevé 0,219 mg/ml par rapport aux autres plantes

et qui est proche du taux de standard utilise 0,302mg/ml (Aspirine).

L’étude de Nidaye et al., (2016) consiste a la mise en évidence de I’activité anti-
inflammatoire de sous-fraction methalonique des feuilles de Moringa oleifera. Les
résultats de cette étude montrent et confirment que les feuilles de Moringa oleifera
possédent majoritairementdes substances chimique polaire a activité anti-inflammatoire.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Nidaye et al., (2016).

2.2 Brassica Oleracea

Les résultats relatifs au criblage phytochimique de 1’extrait méthanolique des graines de
brocoli montre que Brassica oleracea est riche en principe actifs .

Concernant I’étude quantitative des composés, nous avons enregistré une teneur de
0,578 mg EAG/gr MS des composés phénoliques et 1,278 mg EAT/gr MS des tanins
totaux et nous avons noté une teneur de 2,586mg EQ/gr MS en flavonoides dans
I’extrait méthanolique . Selon 1’étude G et al, en 2013 L'analyse phytochimique de
I’extrait de brocoli arévélé la présence des flavonoides, les polyphénols et alcaloides, les

tanins .
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Le brocoli se distingue par la présence de nombreuses substances bioactives aux
propriétés bénéfiques pour la santé. Parmi ces composés bioactifs, les glucosinolates, les
composés phénoliques , les vitamines (vitamine C) (Borowski et al., 2008). Selon le
travail de Thomas, en 2018 qui se concentre principalement sur l'identification, la
caractérisation et la quantification des glucosinolates et des polyphénols présents
montre que la teneur en Glucosinolates en particulier les isothiocyanates dans les
graines de brocoli était significativement plus élevés que celle de ses fleurons et de ses
tiges.

Nos résultats révélent que ’extrait €thanolique des graines de brocoli possede une
activité antioxydante de 0.058 mg/ml, ce résultat est proche de celui du standard utilisé
(acide ascorbique) qui représente 0.040 mg/ml.

Les polyphénols sont parmi les métabolites secondaires qui possédent des capacités
antioxydantes importantes. Cette activité est due a leurs propriétés redox qui leur
permettant d'adsorber et de neutraliser les radicaux libres et de piéger les especes
réactives d’oxygenes (Rochette et al., 2015) ;(Hussain et al., 2016). Plusieurs études
indiguent que les polyphénols pourraient diminuer le risque de survenue d’un certain
nombre de pathologies, en particulier celles liées au vieillissement et aux lésions
oxydatives (cancers, maladies cardiovasculaires ou neurodégénératives) (Leong et
Shui 2002).

Les AINS sont parmi les médicaments les plus fréqguemment prescrits dans le

monde dont I’aspirine est le chef de file (Derrier et Mercatello 1997). De plus elle est

capable de soulager I’inflammation, mais toutefois, il entraine des effets secondaires qui
rendent leur utilisation problématique,

Le brocoli et ses dérivés tel que le sulforaphane (SFN) ont des propriétés anti-
inflammatoire (Al-Bakheit et Abu-Qatouseh 2020) ; (Ferruzza et al., 2016) ;(Choe
etal., 2018) ; ( Saleh et al., 2021).

Des etudes récentes ont montré que le SFN peut inhiber de maniére significative les
médiateurs inflammatoires, tels que I'lL-6, I'lL-1p, le TNF-a, I'oxyde nitrique (NO) et la
prostaglandine E , (PGE ,) et les enzymes inflammatoires, par exemple le NO inductible
synthase (iNOS) et cyclooxygénase 2 (COX-2), en supprimant l'activation de la voie de
signalisation NFxB (Heiss et al., 2001) ; (Moon et al., 2009) , (Lin et al., 2008)
;(Qinet al., 2018) ; (Ruhee et al., 2019); (Shan et al., 2010) ; (Woo et Kwon 2007).
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Par conséquent, l'inhibition de l'activation de NF«xB par le SFN est une approche
importante pour prévenir des effets déléteres. Le sulforaphane en tant que stimulateur
de Nrf2 exerce des effets rénoprotecteur in vitro. Il inverse I'élévation des marqueurs
autophagiques, tels que le rapport beclin-1 etLC3 (II/1), et a augmenté la production

de HO1 dans la lignée cellulaire du tubule rénal

Les isothiocyanates et en particulier le sulforaphane étaient des molécules dotées de
propriétés anti-carcinogénes (Thomas et al., 2018). Les graines de brocoli ont
longuement été appréciés comme une riche source de GLS et de leurs produits
d'hydrolyse (en particulier SFN), qui sont une classe bien connue de medicaments
chimio-thérapeutiques anticancéreux. qui agissent en induisant l'apoptose et en arrétant
I’avancement du cycle cellulaire (provoquait un arrét de la phase (G2/M) entrainant une
inhibition de la prolifération/croissance tumorale, qui était liée a une régulation négative
des génes de la cycline B1 (Cheng et al., 2016) ,et de la cycline D1 ainsi qu'a une

augmentation des niveaux de protéines de p21 (un inhibiteur des kinases dépendantes

des cyclines) (Zuryn et al, 2016). Ces derniers sont capables d’inhiber la

carcinogenése. lls inhibent en plus I’angiogenése, la prolifération cellulaire et affectent
le potentiel invasif et métastatique des cellules tumorales (Sharma et al.,2008).

L’analyse de nos résultats sur la sensibilité des souches bactériennes testées a
I’extrait méthanolique des graines de brocoli montre que cette espece présente

I’activité

antibactérienne la plus importante, vis-a-vis Klebsiella pneumoniae (CMI = 6.25
mg/ml), Serratia marcescens (CMI =5 mg/ml), Escherichia coli ATCC 25922 (CMI =
5 mg/ml), Staphylococcus aureus ATCC 6538 (CMI = 2.9 mg/ml), Escherichia coli
ATCC 8739 (CMI = 2.9 mg/ml), Enterococcus faecalis ATCC 29212 (CMI = 2.2
mg/ml), Acinetobacter baumannii NDM-1, Enterococcus faecalis ATCC 29212 (CMI
= 2.2 mg/mL). Seulement Salmonella typhimurium ATCC 14028 et Staphylococcus
aureus ATCC 25923 sont des bactéries résistantes aux extrait méthanolique du brocoli
ce qui confirme que cette derniere (Brassica oleracea var. Italica) est douée des
propriétés antibactériennes et présente des potentiels en thérapie contre certaines
infections bactérienne. antibactérienne contre une gamme d'agents pathogénes d'origine
alimentaire et de microbes entéro-pathogénes, y’ compris Listeria monocytogenes,

Escherichia coli, Salmonelle Typhimurium et Helicobacter pylori, Staphylococcus
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aureus et cela revient a la présencedu sulforaphane. D’aprés , Silva et al, en 2013 et
Silva et al, en 2016 les bactéries a Gram-positives étaient plus sensibles a I'extrait des
graines de brocoli que les bactéries a Gram-négativesLa raison possible pourrait étre
due a la différence structurelle des bactéries Gram- positives et Gram négatives. En
comparaison avec notre résultat qui montre que notre extrait méthanolique posséde une
activité antibactérienne contre plusieurs bactéries & gram-négatives par rapport a des
bactéries a gram-positive. L'isothiocyanate sulforaphane (SFN) semble une option
thérapeutique prometteuse pour les bactéries a Gram (+) et a Gram (), et les infections
bactériennes puisqu'il module les réponses antioxydante et anti-inflammatoires (Ali et
al., 2020).

Des substances telles que les flavonoides et les tanins possedent une activité
antibactérienne confirmée ( Bruyne et al.,1999). Par ailleurs, I’activité bactériostatique
de ces molécules a été également rapportée sur différentes bactéries notamment,
Bacillus anthracis, B. subtilis, Staphylococcus aureus, Clostridium bolulinum (Chung et
al., 1998). Selon les recherches de Le et al, en 2019 ont démontré que les graines de

brocoli possedent une excellente activité bactéricide contre Helicobacter pylori.

D’autre part Selon les résultats de ce dernier, les activités antimicrobiennes des fleurons
et des tiges de brocoli ont été discutées au lieu des graines, cette étude a présenté que B.

subtilis était sensible a I’extrait éthanolique des pousses de brocoli « ESB » a faible

concentration (0,39 mg/ml) et présentait également un 1ZD tres actif (26,44mm),

tandis que Typhimurium et E. Coli pourrait étre inhibé par I'ESB a des CMI plus
élevées (0,78 et 1,56 mg/ml) et a des 1ZD plus petites (21,03 et 17,84 mm). En
Comparison avec notre extrait méthanolique des graines de brocoli qui possede une
activité antibactérienne importante, vis-a-vis vis Klebsiella pneumoniae (CMI = 6.25
mg/ml), Serratia marcescens (CMI =5 mg/ml), Escherichia coli ATCC 25922 (CMI
=5 mg/ml), Staphylococcus aureus ATCC 6538 (CMI = 2.9 mg/ml), Escherichia coli
ATCC 8739 (CMI = 2.9 mg/ml), Enterococcus faecalis ATCC 29212 (CMI = 2.2
mg/ml), Acinetobacter baumannii NDM-1, Enterococcus faecalis ATCC 29212 (CMI
=2.2mg/ml) .

La difference entre les deux résultats est capable dd a la difference de la partie etudié et
des composants de cette derniere. Des études antibactériennes préliminaires de G et al,
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en 2013 sur les extraits de brocoli ont démontré sa large activité contre les agents
pathogenes d'origine alimentaire. La plupart des extraits ont montré une activité
antibactérienne avec une plage de diametre de zone avec B. subtilis ATCC 6633 (0,6-
15,4 mm) et Bacillus cereus ATCC 10876 (8,9- 16,3 mm) se sont révélés d’étre les
organismes les plus sensibles de I'étude. Nos résultats corroborent avec de Le et al, en
2019 et G et al, en 2013, lls ont trouvé une activité plus élever car il ont utilisé des
partie botanique différente ,ils ontutilisé les feuilles et les tiges alors que on a utilisé

les graines ce qui a donner différentes résultats par contre les 3 partie botanique ont une

activité antibactérienne. Des études récentes montrent que l'isothiocyanate sulforaphane

(SFN) est un antibiotique tres puissant et sélectif contre H. pylori (Fahey et al., 2015

2.3 Formulation et Fabrication
e Laformulation
Vu les résultats de différents paramétres d’analyses des activités biologiques, nous avons
réalisé une formulation d’un phytomédicament a base de Moringa oleifera et la plante
qui nous a le plus ébahi, c’est, dont les résultats sont remarquables, nous pouvons retirer
de ce dernier que est :

> Riche en flavonoides valables de « 3,725 mg/ml » ;
» Trés grande activité anti-oxydante valable de « 0,052 mg/ml » ;
» Un pouvoir anti-inflammatoire valable de « 0,193 mg/ml ».
La fabrication
Aprés la formulation, dont on a élaboré notre produit en fonction des allégations souhaité
et sélection de la matiére premiere la plus adapteée.

» Fabrication

Fabrication & grande échelle de notre phyto médiament au format désiré a 1’aide des
gélules manuelles qui peut produire 400 gélules a la fois
> Conditionnement
Accompagnement d’une boite en verre comme packaging pour nos conditionnements(
» Etiquetage
Nous méme profiler notre étiquette grace a un logiciel et I’imprimer dans un papier
autocollantde bonne qualité
» Contrdle qualité

Tracabilité des matiéres dans les résultats précedent et contr6le minutieux du
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processus defabrication.

L’analyse microbiologique pour la matiere premiére et de produit final est une étape

indispensable dans notre projet afin d’assurer la qualité de notre complément alimentaire.

Les résultats sont représentés dans le tableau

Analyse microbiologique

L’analyse microbiologique pour la matiere premiére et de produit fini est une étape
indispensable dans notre projet afin d’assurer la qualité de notre complément alimentaire.
Les résultats sont représentés dans le tableau XI:

Tableau 11: Résultat d’analyses microbiologique de la matiére premiére

Détermination Essai Essai Essai Essai Essai Norme Spécification
1 2 3 4 5

Coliformes 00 /! i /! /! NF V08- <100
thermotolérants 017

Levures et 2500 ISO 7954
Moisissures / g <10000

Clostridium S.R a 00 NA 15176 <100
46°C
Salmonella / 25g Abs ISO 6579 Abs dans 25g

Staphylococcus 00 ISO 6888-1 /
aureus

Selon la bonne pratique de la norme ISO 22000 durant tout le processus de fabrication de la
matiere premiére au produit fini ce qui induit aux bons résultats et I’absence de différentes
espéces bactériennes mise a part les levures et moisissures qui sont la conséquence d’une
humidité élevée. Tous ces tests d’analyse sont exigés par la norme ISO 22000. Suite au bon
séchage effectué pour notre matiére premiére, on a pu obtenir les résultats suivantsqui montre

que le taux de levures et moisissures sont diminué avec une valeur de 1700 g (Tableau)
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Tableau 12 : Résultat d’analyses microbiologique de produit fini (Original)

Détermination Essai Essai Essai Essai Essai Norme Spécification
1 2 3 4 5
Coliformes 00 I I I I NF V08- <100

thermotolérants 017

Levures et 800 ISO 7954
Moisissures /g <10000

Clostridium SR a 00 NA 15176 <100
46°C
Salmonella / 25g Abs ISO 6579 Abs dans 259

Staphylococcus 00 ISO 6888-1 /
aureus

I11.1.7. L’analyse des dangers

Pour notre cas, on a rien remarqué dans touts les les analyses physico-chimiques que
le taux de I’humidité estélevé, donc la criticité de dangers biologique est :

Criticité = Gravité est de 2 x Fréquence d'apparition est de 4 car c’est trés fréquent = 8

Donc, on détermine un PRPo ou on aura besoin d’un bon séchage avec un

déshydrateur pourne pas retomber dans un tel risque
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Conclusion générale et perspectives

La consommation des compléments alimentaire a explosé ses dernieres années de ce fait de peu
nombres de sociétés en Algérie sont lancées dans leur commercialisation leurs action principale a
touché le coté marketing.

De notre part en tant que biotechnologue on a participé sur le plan scientifique grace a I’¢tude
bibliographique qu’on a utilisée comme base de ressources et principalement grace a la norme 1SO
22000 avec I’intégration de HACCP la fabrication d’un phyto médicament « méta_bloc » qui est
conforme ; cette norme nous a obligé d’effectuer de différentes analyses pour confirmer, assuré aux
consommateurs un produit de bonne qualité.

L’étape la plus importante, c’est celle qui a permis de manipuler et interprété les différentes
analyses intéressantes, telles que, les analyses physico-chimiques et microbiologique qui nous a
affirmé que le Moringa oleifera et le brocoli sont des remédes pour lutter contre le cancer et
linflamation . Ainsi, I’identification des principes actifs nous a permis de confirmer I’étude
bibliographique, la présence des molécule bioactive par HPLC pour valoriser notre
phyto_médicament a des effets anti cancer , antioxydante et anti-inflammatoire, sain et sir et de

bonne qualité.

En perspective, nous souhatons de

e Reconnaitre I’importance des différents vegétaux médicinaux pour lutter contre la malnutrition et
développer le tissu socio-économique du secteur agronomique de 1’ Algérie
Mettre a disposition le Moringa Oleifera par un approvisionnement local pourrait permettre
I’émergence de solutions pour lutter contre la malnutrition susceptible de toucher un nombre
conséquent de foyers
Evaluer la viabilité de la filiere et ses conditions, et de proposer des recommandations d'actions
comme désigner des producteurs pilotes, programmer des volumes de production, fixer des prix de
référence ou encore créer des supports de sensibilisation
e FEtablir des laboratoires spécifiques et fournir, faciliter aux étudiants la recherches

phytothérapeutiques
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Résumé

Les médicaments de chimiothérapie sont utilisés depuis longtemps dans le traitement du cancer, mais les effets
secondaires graves sont causés par 1’incapacité du médicament a étre administré uniquement a la tumeur lors du
traitement du cancer par chimiothérapie. Les produits naturels ont attiré de plus en plus d’attention en raison de
I’effet anti-tumoral de multiples fagons, des ressources abondantes et moins d’effets secondaires. Par conséquent, la
combinaison d’ingrédients actifs naturels et de médicaments de chimiothérapie peut étre une stratégie anti-tumorale
efficace, qui peut inhiber la croissance de la résistance tumorale et, réduire les effets secondaires des médicaments
de chimiothérapie. Les travaux effectués dans le cadre de cette étude consistent a montrer et déterminer 1’intérét
des principes actifs naturel existent dans les especes Moringa oleifera et brocoli ainsi que 1’effet thérapeutique de
ces derniéres sur le cancer. L’application de la norme 22000 permet de démonter une aptitude a identifier et a
maitriser les dangers liés a la sécurité des compléments alimentaires, cette norme est liée a I’approche HACCP qui
a pour objectif la prévention, I’élimination ou la réduction a un niveau acceptable de tout danger « biologique,
chimique, et physique » . Au cours de notre étude, plusieurs techniques d’analyses ont été réalisées : I’identification
et le dosage des principes actifs, 1’évaluation des activités biologiques, analyses physico-chimiques, et analyses
microbiologiques. Les résultats obtenus de ces analyses confirment la présence des principe actifs dans le Moringa
oleifera et brocoli par une valeur trés intéressante, plus précisément les molécules bioactives(kaméphnol et
guecetine, les glucosintes isothyntes) ; et 1’évaluation des activités biologiques (activité antioxydant de , anti-
inflammatoire , anti-cancéreuse et antibactérienne ) avec toutesles souches étudiées a 1’exception I’Enterococcus
faecalis ATCC 29212 , Salmonella typhimurium ATCC 14028 , et Serratia marcescens, qui sont résistantes ) dans
le but de stabiliser la formule. L’étape de fabrication est procédée en appliquant le contréle exigé par la norme ISO
22000 Pour assurer la qualité du produit final .A la fin de ce processus on peut dire que notre produit est biostable,
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