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Résumé:

Moringa oleifera est une plante de la famille des Moringaceae qui pousse dans les régions
tropicales et subtropicales du monde. Cette plante a usage médicinale et alimentaire connait une
pénétration et utilisation massale dans le monde et en Algérie. Des études préalables ont confirmées
beaucoup de propriétés intéressantes dues a leur richesse en composés bioactifs. L’objectif de ce
travail est d’effectuer une analyse qualitative par criblage phytochimique et quantitative par dosage
des composées phénoliques et de tester I’activité antioxydante et antibactérienne par la méthode de

I’antibiogramme de quatre types d’extraits de feuilles de Moringa oleifera.

Les résultats obtenus du screening phytochimique révelent la présence d’un nombre important de
métabolites dans les quatre extraits avec une fréquence qui varie entre eux. Par ailleurs, des teneurs
importantes en composés phénoliques ont été enregistrés qui varient en fonction du type d’extrait ou
les extraits décocté et méthanolique possédent les teneurs les plus élevées en polyphénols alors que
I’extrait chloroformique contient les teneurs les plus élevées en flavonoides et en tanins condensés.
L'extrait décocté a montré la meilleure activité piégeante des deux radicaux avec des ICsode 5,2 et
0,66mg/ml respectivement dans les tests du DPPH et de I’ABTS et la meilleure activité
antibactérienne contre E. coli avec une zone d'inhibition arrivant & 15mm. Les extraits
chloroformique et méthanolique ont présentés les meilleures activités contre P. aeruginosa avec des

zones d'inhibitions supérieurs que les extraits aqueux.

Mots clés: Moringa oleifera, criblage phytochimique, extrait décocté, extraits organiques,

activité antioxydante, activité antibactérienne.



Abstract:

Moringa oleifera is a plant from the family Moringaceae that grows in the tropical and
subtropical areas of the world. This plant for medicinal and food use knows penetration and massive
use in the world and Algeria. Previous studies have confirmed many interesting properties due to
their richness in bioactive compounds. The objective of this work is to perform a qualitative
analysis by phytochemical screening and also quantitative by measuring of phenolic compounds
and to test the antioxidant and antibacterial activity by the antibiogram method of four types of
leaves extracts of Moringa oleifera.

The results obtained from the phytochemical screening reveal the presence of a large number of
metabolites in the four extracts with a frequency which varies between them. In addition, a high
levels of phenolic compounds have been recorded which vary according to the type of extract where
the decocted and methanolic extracts have the highest levels of polyphenols while the chloroformic
extract contains the highest levels of flavonoids and in condensed tannins. The decocted extract
showed the best scavenging activity of both radicals with 1Csy of 5,2 and 0,66mg / ml respectively
in the DPPH and ABTS tests and the best antibacterial activity against E. coli with inhibition zone
that reaching 15mm. Chlorofomic and methanolic extracts showed the best activities against P.

aeruginosa with zones of inhibition higher than aqueous extracts.

Key words: Moringa oleifera, phytochemical screening, decocted extract, organics extracts,

antioxidant activity, antibacterial activity.



sudlall

sda, allall (he 48 sin¥) and 5 A0 giuY) 3hliall 4 ol Moringaceae ille e <l wMoringa oleifera
e el A8 Ll all Sl i sadl 8 1S allall b (0 5 aladiad 5 135 Ca e 513810 5 adall alasi¥) ol &gl
dondy o 55 Jalad e ja) o Al jall o2a (e Chagd) L sl s Adaill LS 5ally L) 55 oy alaia D 5l (ailiadll
IR (e il jall slzaall 5 30800 aliaal) Tl sl 5 4 sdll S yall S yuaiity oS a5 laasS sl (andl)

.Moringa oleifera bl s s G5l Clialitius Ga gl il day )Y adl el dpulia Ll 46y 5k

A )Y claliind) b clliiud) e 5aS 3o d5a 5 e CaSH e il (asdll (e lgle Jsanll o5l gl
G Claliiudl g gl e g aliag Al 4 sdll GlS jall e dalle ClaaS Jan o3 ¢ @l ) ALYl Lein Lagd alias 3l
et e (a8 558 Galiivndl (5 sing Lain J sl all e e el e Jgiliall 5 il Glaliiuall 5 gisg
5562 0 ICsp e (o2l IS 5 jualae bl Juadl lrall Galiiis jelal A8l clliglil) 5y 53 83 (e ilpaS)
Juai Laydis daliss ge E. COlii 2 LSl slime by Juail s ABTS s DPPH < jlia) & sl e Jo/3e0466
e el i dalie ae P aeruginosass i) duadl o 5855l 5 I il laliiud) skl ae 15 )
Al clalaiig)

Aliadl) Ll 4 simnl) Claliionl | Ladl Galdiigl) L, sié (asd (Moringa oleifera ANVl cdalst)
LSull slcadll Jaliall sausSU



Liste des figures

Figure 01.
Figure 02.
Figure 03.

Figure 04.
Figure 05.
Figure 06.
Figure 07.
Figure 08.
Figure 09.
Figure 10.
Figure 11.
Figure 12.
Figure 13.
Figure 14.
Figure 15.
Figure 16.
Figure 17.
Figure 18.
Figure 19.

Figure 20.
Figure 21.
Figure 22.
Figure 23.
Figure 24,
Figure 25.

Moringa oleifera (A: Feuilles; B: fleurs ; C: gousses ; D: graines)........................08
Répartition de Moringa oleifera dans le monde ...........cccccceeveiviie i, 09
Structure du NOYaU PhENOI ..o 13
Exemples des phénols SIMPIES ........ccveiiiiiiicie e 15
Structure des acides hydroxybenzoiques et hyroxycinnamiques ............ccceeevveveenne. 15
Structure de base des flaVONOTUES ..........ccoiiiieiiiicie i 16
Les différentes classes des flavonoides ... 17
Structure de deux tanins hydrolySabIes ...........ccccceviiiiiiicii e 18
Structure d'un tanin CONOENSE ..........ccoiuirieiiiirieieer e 19
SErUCTUIE A8 CONMINE ...t 21
Structure de I'unité ISOPIENIGUE .....c.eoveiierierieiiiieieese e 22
Les échantillons utilisées de la plante (Original)...........ccoceoiiriieieinienee e 23
Protocole de préparation des différents extraits .........cccocevvereeverciicieicse e 24
Différentes étapes du dosage des polyphénols totauX ..........cccceevvereiiennincneicee, 29
Différentes étapes du dosage des flavonoides ..........cccccevveiveiecic i 30
Différentes étapes du dosage des taning CONUENSES .........ccecvveveeieerieiieseeriesiesiee e 31
Réduction du radical DPPH ..o 32
Production et réduction du radical ABTS ™ ........ccccoeeiieiiceieeeeesee e, 33
Mise en évidence chimique des polyphénols (original)..........ccccccooviiieiiiieieciec, 37
Mise en évidence chimique des flavonoides (original).........c.ccoccoveiieiiiieieccecienn, 38
Mise en évidence chimique des tanins condensés (original)...........ccccccecvveveeieiieennenn, 39
Mise en évidence chimique des terpénoides (original)..........cccooceveviiiiieniniieicnen 39
Mise en évidence chimique des saponosides (Méthode 1) (original).........c.cccvvruennee. 40

L'aspect la mousse dans la série des tubes aprés 20 min (Méthode 2) (original) .......40

Mise en évidence chimique des sucres réducteurs (original)..........ccocveervvrivrrvereerennnns 41



Figure 26. Aspect et couleur des quatre extraits aprés séchage (original)..........ccccoevvvevveieieenee. 43

Figure 27. Les teneurs en polypnénols, en flavonoides et en tanins des quatre extraits de feuilles de
Y0 1T =] - USRS 44

Figure 28. Variation du pourcentage d'inhibition de DPPH en fonction de la concentration (mg/ml)

de 1'aCIAE ASCOMDIGUE ...ttt bbbttt ettt 46

Figure 29. Variation du pourcentage d'inhibition de DPPH en fonction de la concentration (mg/ml)
(0[BT O o] (o] o TSRS TUP 46

Figure 30. Variation du pourcentage d'inhibition de DPPH en fonction de la concentration (mg/ml)
(0 LI e L T Y =11 SO 47

Figure 31. Variation du pourcentage d'inhibition de DPPH en fonction de la concentration (mg/ml)
08 TEXITAIT DEC ...ttt bbbt b ettt b e bt et e bt e bt enbeeneenes 47

Figure 32. Variation du pourcentage d'inhibition de DPPH en fonction de la concentration (mg/ml)
A8 TEXITAIT INT .ot b ettt e bbb e et ens 48

Figure 33. Variation du pourcentage d'inhibition de I'ABTS* en fonction de la concentration des

quatre extraits de feuilles de Moringa OlEITEra ..........cooeiiiiiiiiiice e 49

Figure 34. Variation du pourcentage d'inhibition de I'ABTS " en fonction de la concentration de

I'ACIAE ASCOIDIGUE ...ttt bbb b bbb 50

Figure 35. Photo représentative des zones d'inhibition (mm) de 1’extrait Chloro (A) et Méth (B) sur
E. COII (OFTGINAL. ...ttt b ettt 52

Figure 36. Photo représentative des zones d'inhibition (mm) de 1’extrait Inf sur E. coli (original)..

Figure 37. Photo représentative des zones d'inhibition (mm) de 1’extrait Déc sur E. coli (original)..
T P TSSOSO P PP U PP PRSPPI 53

Figure 38. Photo représentative des zones d'inhibition (mm) des quatre extraits sur Pseudomonas

ACTUGINOSA (OTTZINAL). . . .veeitietieiiesiie sttt ettt b et e e b e be e be et e eseenbeenbeeseesbeebeeneenreas 54



Liste des tableaux

Tableau 1. Comparatif du contenu nutritionnel des feuilles de Moringa avec d'autres plantes (Pour

1009 partieS COMESLIDIES) .....c..oiiiiiiiiii e 10
Tableau 2. Principales classes des composés PhENOIIGUES .........ccveveeieiieieeiieie e, 14

Tableau 3. Résultats des tests préliminaires de mise en évidence de quelques métabolites

secondaires des quatre extraits de feuilles de Moringa oleifera ...........ccoceveiiiiiiniiicc 42

Tableau 4. Aspect, couleur, poids sec et rendement des quatre extraits de feuilles de Moringa
(0] [=T 1 T - RO PSR TP 43
Tableau 5. Teneurs en composées phénoliques dans les quatre extraits de feuilles de Moringa

(0] 111 (=) - N T TTTTT TR T T TV T T T VT T T T T TR T T T T T T T T T T TR 45

Tableau 6. Valeurs de I'|Cso (mg/ml) pour le test DPPH de I'acide ascorbique et les quatre extraits
des feuilles de MOriNQga OIEITEIA .........ooiiiiiiieee e 48

Tableau 7. Valeurs de I'I|Cso (mg/ml) pour le test ABTS de I'acide ascorbique et les quatres extraits
des feuilles de MOriNga OIEITEIA .........ooiiiiiiie e 50

Tableau 8. Diametre des zones d'inhibition (mm) obtenus par les différentes concentrations des

quatre extraits de feuilles de M. oleifera contre les bactéries E. coli et Pseudomonas aeruginosa



Liste des annexes:

Annexel. Composition en éléments nutritifs de la fleur de Moringa.............................. I
Annexe 2. Teneur en éléments de la feuille fraiche et de la poudre de Moringa (100g)...... I
Annexe 3. Les réactifs utilisés et leurs préparations.............cocceevviereneienieneiesiese s Il

Annexe 4. Dispositif expérimental de la gamme d’étalonnage de I’acide gallique pour le
dosage des POIYPNENOIS TOLAUX.........ccveieeiiieiiiiesies e ere s v

Annexe 5. Gamme d’étalonnage de I’acide gallique..........cooveiiriiiiiiiiciicc e \Y

Annexe 6. Dispositif expérimental de la gamme d’étalonnage de la rutine pour le dosage des
FlAVONOTAES. . ... \Y%

Annexe 7. Gamme d’étalonnage de 1a TUtINe...........ceveviiiiiiiiiinee e \4

Annexe 8. Dispositif expérimental de la gamme d’étalonnage de catéchine pour le dosage des
BANMINS. ..t b bbbt e et b VI

Annexe 9. Gamme d’étalonnage de catéchine..................ooiiiiiiiiiiiiiiiiiii s Vi

Annexe 10. Activité antioxydante (préparation des réactifs et les concentrations des
=T &) T TP IX

Annexe 11. Activité antibactérienne (préparation des milieux de culture et les concentrations
ABS BXEAITS) ..ottt e e e e e X



Liste des abréviations:

Abréviation Désignation

Abs Absorbance

ABTS Sel d’ammonium de ’acide 2,2’-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique

AIClI; Trichlorure d'aluminium

C Carbone

Chloro Chloroformique

Déc Décocte

DMSO Diméthylsulfoxyde

DPPH 2,2’-diphényle-1-picryl hydrazyl

EAG Equivalent d’acide gallique

EC Equivalent de Catéchine

ED Eau Distillée

ER Equivalent de Rutine

FCR Réactif de Folin-Ciocalteu

HCI Hydrochlorure

I1Cso Concentration inhibitrice a 50%

Inf Infusé

Méth Méthanolique

MS Matiére seche

Na,COs Carbonate de Sodium

UFC/ml Unité Faisant Colonie

UV- VIS

Ultra-violet-Visible




Liste des symboles:

Symbole Désignation

°C Dégrée Celsus

cm Centimeétre

g Gramme

h Heure
Milligramme

L Litre

min Minute

mM Milli molaire

mm Millimétre

nm Nanomeétre




Table des matieres
Remerciement
Dédicaces
Résumé
Liste des figures
Liste des tableaux
Liste des annexes
Liste des abréviations

Liste des symboles

L1 00 101 o] o TSP
Partie I: Synthese Bibliographique
Chapitre I: La Phytothérapie et les Plantes médicinales
I.1. Définition de 1a PRYLOhEIapIe .......c.oviuiiiiiiiic e
1.2. Différents types de phytOtNErapIe .........cccoviiiireiiire e
1.3. Les avantages de 1a phytotherapie .........cccocoeieiieiicic e e
I.4. Les inconvénients de la phytoth@rapie ..........ccccveiiiiiiecie e 4
1.5. Les Plantes MEICINAIES .........cocveieiiieie ettt 5
1.5.1. Définition des plantes MEdiCINAIES ..........c.coviireiiiiiieeee e 5
1.5.2. Modes de préparation des PIantes ..........cccceieieieiiiieee e 5
Chapitre 11: Données générales sur Moringa oleifera
[1.1. TaXonomie et ELYMOIOGIE ......cc.viiiiiieiee et 7
[1.2. DeSCription DOLANIGUE ........oiviiiiiiiiiieiieie et 7
11.3. Origine et aire de rEPArtitioN ..........cccveiieiiiie et ereas 8
I1.4. Composition chimique de Moringa Oleifera .........ccocooveiii i 9
I1.5. Valeur nutritionnelle de M. OleIfera .........coovei i 10

[1.6. LeS aCtiVites DIOIOGITUES .......ecveiieiieie ettt e e e e 11



Chapitre 111: Les Métabolites Secondaires

1.1, COMPOSES PRENOIIGUES ......veeeveeiieciie ettt e e sraeee s 13
111, POIYPRENOIS ... 13
TH.2.2.2, DEFINITION ©oovviieciececec et 13
[11.1.1.2. CIASSIFICAtION ...oovviviiiiecieeee e 14

Les phenols SIMPIES ......ooveieeiicecee e 15

Les acides PhENOIS ........ccvevviiiiece e 15

[11.1.2. LeS FIAVONOTAES .....oveieieiieiieieeesie st 16
IT1.1.2. 1. DEFINILION ..o 16
T11.1.2.2. STFUCTUIE ..o s 16
[11.1.2.3. CIASSITICALION ... 17

TTE 130 TANINS Lottt bbb ettt 18
13,1, DEFINITION .ot 18
[11.1.3.2. CIaSSIFICATION .....oviviiieiieieiee e 18
Taning hydrolySabIes ..........ccoveiiiiiiieiecc e 18

Tanins condensées (tanins vrais ou tannoides) .........ccccevevevveeeesieenns 19

[11.1.4. Propriétés biologiques des composés phénoliqUES ...........ccccvvereirerierereeenienn 19
[11.1.4.1. Propriété antioXYdante .........cc.coeererieiiiieeee e 19
[11.1.4.2. Activité antiDaCterienne ..........cccoeiiieieiie e 20

12, ALCAIOTUES ...ttt 21
THEL2.2. DEFINITION it 21
[11.2.2. CIASSITICAIION ...t 21
Les pSeudo-alCaloides ..o 21

LeS Proto-alCalorTdes .........cooviiiieiie e 21

LeS alCalOTARS VIS ......oveieiiieiieiee e 21

22

I T =T 0 T=T 0o (o L= RSO RRROPTPS



Partie I1: Matériel et Méthodes

IR\ =L =] PSSR PRR 23
L. MAtEriel VEGATAL .......ccooiiiiiiiee e 23
1.2. Préparation des EChantillons.............ccoiiiiiiiiii s 23

I1. MEthodes d’analySE .......ccoiviiiiiiiiiiii e 24
I1.1. Préparation des eXIIAILS .........cciveiieiieieeieieeie e se e ee et sre e sreente e sreesne e e 25
[1.2. Détermination du reNEMENT ..........coveiiiiiriiiiieeiee e 26
11.3. Analyses des extraits de Moringe Oleifera ...........ccooviriiiiiiiiie e, 26

11.3.1. Analyse qualitatif : Screening phytochimique..........ccccooeiiiiiiinin 26
11.3.1.1. Caractérisation des composés phéNoliqQUES ..........ccccveveeveereiiiesecrie s 26
11.3.1.2. Caractérisation des flavonoTdes ..........ccccevvriiriiniinieiee e 26
11.3.1.3. Caracterisation des tanins .........c.coverierriene e 26
11.3.1.4. Caractérisation des alcaloldes ...........cccevvereiereieiieeieese e 27
11.3.1.5. Caractérisation des terpenoidES ..........ccoreeriererireneie e, 27
11.3.1.6. Caractérisation des COmpPOSES rEAUCLEULS ...........ccvevveireeieiieiieseesie e 27
[1.3.1.7. Caractérisation des SAPONINES ........ccccvveiieiieiieie e 27

11.3.2. Analyse quantitative : Dosage des composées phénoliques ...........ccccccvervnene. 28
11.3.2.1. Dosage des polyphénols tOtAUX ..........ccceereririrerinieesieree s 28
11.3.2.2. Dosage des FlavVoNOTAES ..........ccccviieiiiiiiiiercsisee s 29
11.3.2.3. Dosage des taning CONUENSES ........ccveveireeiieeieiiese e st 31

[1.4.1. ACtiVité antiOXYUANTE .......ceeiieie et 32
11.4.1.1. Test de 1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) .......cccccoooiiiiiiiiiiiiie 32

11.4.1.2. Test de l'acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline 6-sulfonique) (ABTS)
e e eEeeteteheeteeteteteetetereeEeatenteEeeteteR e ReeEe £ eReeRe £ eR e e R e R oAt eE e Ee At eR e e R e Re R e e Rt eE e e e Rt e Re et e Rt eEeete e ere et 33

11.4.2. ACHIVITE ANTIDACIEIIENNE ...ttt ettt e e e e e et e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaeaaaeas 35



Partie I11: Résultats et Interprétations

I. Analyse des quatre extraits des feuilles de M. oleifera .........ccccovevviiiiieic s 37
I.1. Analyse qualitatif: Screening phytoChimique ... 37
[.1.1. LeS POIYPNENOIS ......oviiiiiieicee e s 37
1.1.2. LeS FIAVONOTUES ..ottt bbb 37
1.1.3. LeS taning CONAEBNSES ......ccveiveriirieirieriesieie e stestesseasee e sse st bbbt se e b b sre e enes 38
[.1.4. LeS tEIPENOTUES ....cveveneeieiteiteieieste ettt ettt sttt sttt ne s 39
1.1.5. LES SAPONOSIUES ....cveieiiieiieieiteste sttt 39
[.1.6. LeS COMPOSES FEAUCTEUNS .......everieieeieiteieieiesie e s 40
1.1.7. LeS AICAIOTURS ..ot et 41
[.2. Détermination du rendement d’eXtraction ............ccccceeeevieiniiiieniiie e 42
1.3. Analyse quantitative: Dosage des composees phénoliques ...........ccccevrererenne, 43
[1. Activité antioXydante des eXIrAILS .........cccoviereirirereiee e 45
1.1, TESE AU DPPH ..ottt ene s 45
IL2. Test e PABTS ..ottt ettt 49
I11. Activité antibactérienne des eXIFAILS .......coovereriiiiisiecee e 51
D E 00U [0 PR SR 55
[070) 061 15 55 10 o FO PP UPPTUPPRTPIO 61
Références bibliographiqUES ..........cc.oiieiiiiciece e e 63

Annexes



Introduction




Introduction

Introduction

Les plantes médicinales ont été connues depuis I'antiquité et utilisées par 'hnomme comme
médicament pour prévenir, soigner ou soulager des diverses maladies. Ces plantes prennent leur
capacité thérapeutique comme le pouvoir antimicrobien et antioxydant, a partir de ses métabolites
primaires et secondaires ou par la synergie entre les deux ou entre les différents composés de
chaque type de meétabolite. Parmi les métabolites secondaires on distingue les composés
phénoliques qui sont considérés comme des fortes antioxydants et aussi des antimicrobiens
(Zeghad, 2009 ; Lehout et Laib, 2015 ; Bourgou et al., 2016 ; Bendif, 2017).

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

cultivée surtout en Afrique et en Asie.

Cette plante est un arbre tropical a usages multiples, est passé en une décennie du statut de plante
marginale, voire inconnue, a celui de nouvelle ressource alimentaire et économique pour les pays du
Sud. Pendant des années récentes (les années 90), des chercheurs des entreprises et des
organisations non gouvernementales ont contribué a faire avancer les connaissances sur

I’agronomie du M. oleifera (Saint Sauveur et Broin, 2010).

Cette plante (M. oleifera), qui est d’usage courant en médecine populaire et en alimentation
envahissante dans les sociétés africaines et asiatiques (Giridhari et al., 2011) a conduit plusieurs
travaux a mettre en évidence les qualités nutritionnelles exceptionnelles de ses feuilles qui sont trés
utilisées dans 1’alimentation en Asie et en Afrique en raison de leur richesse en protéines, vitamines
et sels minéraux (Houndji et al., 2013). Des études préalables confirment également ses propriétés

anti-inflammatoires, antidiabétiques...

L'introduction de cette plante en Algérie et leurs utilisations envahissantes et aléatoire par les
différentes catégories de la population algérienne nous a incités de travailler la-dessus. Aussi il
convient de noter qu'il n’existe que de tres peu de travaux qui sont menus sur le Moringa cultivé en

Algérie.
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C’est ainsi que 1’objectif de notre travail s’articule, il vise a tester I’activité antioxydante et
antibactérienne des différents types d’extraits de feuilles de M. oleifera. A cet effet, nous nous

sommes intéressés a:

- Réaliser une extraction au niveau des feuilles de M. oleifera tout en utilisant trois types de
solvants différents a savoir le chloroforme, le méthanol et I’eau et tester deux méthodes
d’extraction différentes pour ce dernier solvant (I’infusion et la décoction) ;

- Faire un test préliminaire pour savoir les différents métabolites dont I’un primaire et les autres
secondaires existants dans les quatre types d’extraits de la plante et ceci par le biais d’un screening
phytochimique;

- Effectuer une analyse quantitative par dosage des trois types de composés phénoliques
majoritaires a savoir les polyphénols totaux, les flavonoides et les tanins condenses;

- Evaluer lactivité antioxydante des quatre types d’extrait de la plante par le test du DPPH et le
test de I’ABTS tout en calculant leurs ICsg ;

- Evaluer I’activité antibactérienne de nos extraits vis-a-vis de deux bactérie (E. coli et
Pseudomonas aeruginosa) tout en mesurant le diamétre des zones d’inhibition.

Notre travail est devisé en trois parties: La premiere représente la synthese bibliographique. Elle
est devisée en trois chapitres, dont le premier sur les plantes médicinales et la phytothérapie, le
deuxiéme comporte des données générales sur Moringa oleifera. Le dernier sur les métabolites

secondaires.

La 2° partie est pour le matériel et les méthodes de travail, la 3° partie englobe les résultats

obtenus et leurs interprétations et leur discussion. Enfin, la conclusion.
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Depuis I’existence, les hommes se sont soignés avec les plantes qu'ils avaient a leur disposition.
Qu'est-ce qui les a guidés a employer une plante plutét qu'une autre ? Le hasard ? La religion ? La

superstition ? L'expeérience, certainement (Iserin et al., 2001 In Zeghad, 2009).

Aujourd’hui, les principes actifs des plantes sont des composants essentiels d'une grande partie
de nos médicaments et produits de soins (Hans, 2007). En effet sur les 300 000 espéces végétales
dénombrées sur la planéte, plus de 200 000 espéces vivent dans les pays tropicaux d'Afrique ont des

propriétés médicinales (Millogo et al., 2005).
I.1. Définition de la Phytothérapie

La phytothérapie vient du grec Phyton (végétal) et Therapein (soigner), qui désigne donc l'art de

soigner par les plantes (Soussi, 2015).

D’un point de vue étymologique, le terme “phyto” de phytothérapie provient du grec ancien avec
le terme plus précis de “phyton” et signifie “végétal”. La phytothérapie est donc la “thérapie par le
végétal ou par le monde végétal”. Aujourd’hui nous considérons davantage la phytothérapie comme
la “thérapie par les plantes” ou plus exactement la méthode thérapeutique utilisant des plantes

médicinales dans le traitement de maladies (1).
1.2. Différents types de phytothérapie
Il existe plusieurs types de phytothérapie:

> L’aromathérapie: Elle utilise les essences des plantes aussi appelées huiles essentielles.
Ces substances aromatiques sont extraites par distillation. Il faut cependant utiliser 1’aromathérapie
avec précaution et respecter les doses prescrites. L’utilisation la plus fréquente est ’application par
voie cutanée (2)

> La gemmothérapie: Elle consiste a utiliser les extraits alcooliques de jeunes pousses de
végetaux ou de bourgeons (2).

> L’herboristerie: Ce type de phytothérapie est le plus classique et le plus ancien. Elle se sert
de la plante fraiche ou séchée, soit enticre, soit en partie. Une préparation d’herboristerie repose sur
des méthodes simples, le plus souvent avec de I’eau comme les infusions, les décoctions ou les
macérations. On peut aussi trouver des gélules (2).

> L’homéopathie: Elle a recours aux plantes mais pas uniquement. On peut aussi trouver, en

plus petites quantités, des souches d’origines animale ou minérale (2).
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» La phytothérapie pharmaceutique: Elle utilise des produits d’origine végétale, obtenus
aprés extraction et par dilution. Cette phytothérapie consiste a se servir de doses suffisamment

importantes de végétaux pour avoir une action soutenue et rapide (2).
1.3. Les avantages de la phytothérapie

Malgré les énormes progrés réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre de
multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps a I'exception de ces cent derniéres années, les
hommes n'ont pas eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse de maladies bénignes, rhume ou

toux ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria (Iserin et al., 2001 In Zeghad, 2009).

Aujourd'hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan, car I'efficacité des
médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux
infections graves) décroit, les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux médicaments et

leur résistent de plus en plus (Iserin et al., 2001 In Zeghad, 2009).

La phytothérapie qui repose sur des remeédes naturels est bien acceptée par l'organisme, et

souvent associée aux traitements classiques (Iserin et al., 2001 In Zeghad, 2009).

Les plantes possedent des principes actifs trés puissants qui se trouvent soit dans les racines,
I'écorce, les feuilles, les sommités fleuries, les fruits.... les parties utilisées de la plante varient d'une
espece a l'autre, ou pour une méme plante selon I'effet désiré. Les plantes médicinales sont surtout

beaucoup moins cheres que les médicaments de synthése (3).

Par son action en douceur et en profondeur, la phytothérapie apparait d'autre part comme la
réponse idéale aux "maladies" qui caractérisent nos sociétés, comme le stress, la perte du sommeil

ou la prise de poids (3).
1.4. Les inconvénients de la phytothérapie

Les plantes comportent des dizaines de molécules qui interagissent entre elles, il est donc plus
difficile de les mélanger. Deux organes d’une méme plante peuvent méme avoir des indications

totalement différentes (4).

Certaines plantes sont plus riches en principes actifs 1’été que I’hiver. Certains laboratoires

mélangent alors les différentes récoltes. Les préparations peuvent alors dans les meilleurs des cas,
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ne pas contenir suffisamment de principes actifs et dans les pires des cas, en contenir trop, ce qui

peut étre toxique pour I’Homme (4).

Les plantes peuvent aussi étre dangereuses lorsque les particuliers les cueillent eux-mémes. Ils
les consomment les « yeux fermés », pensant qu’elles sont naturelles ; Ils pratiquent alors
I’automédication. Ils réalisent alors des mélanges souvent dangereux, sans tenir compte des contre-

indications de chaque plante: il faut alors demander conseils a son pharmacien (4).

La phytothérapie est aussi peu pratique, beaucoup de plantes sont nécessaires pour au final,
obtenir trés peu de molécules utilisables dans les médicaments. Par exemple, 1’écorce de I’if, un
conifere, contient du taxol, une molécule utilisée dans les traitements des cancers. On obtient alors

seulement 150 milligrammes de taxol en récoltant un kilogramme d’écorce (4).

Il est aussi tres important de respecter la posologie recommandée: certaines plantes médicinales
peuvent étre ingérées plusieurs fois par jour sans effets secondaires tandis que pour d’autres 1’effet
combiné de plusieurs prises en peu de temps peut présenter des dangers (4).

1.5. Les Plantes Médicinales
1.5.1. Définition des plantes médicinales

La Pharmacopée européenne définie les plantes médicinales comme étant des drogues
végétales qui peuvent étre utilisées entieres ou sous forme d'une partie de plante et qui

possédent des propriétés médicamenteuses (Soussi, 2015).

Les plantes ayant des propriétés médicamenteuses peuvent également étre employées pour des
usages alimentaires, condimentaires, ou encore servir a la préparation de boissons énergétiques
(Soussi, 2015).

1.5.2. Modes de préparation des plantes

Il 'y a plusieurs modes de préparation des plantes médicinales, et cela selon lI'usage que l'on veut

en faire. Les modes de préparation les plus courants sont:

» L’infusion: Elle consiste a verser de I’eau bouillante sur la plante ou partie de plante qu’on
veut infuser. Les plantes fraiches doivent étre infusées rapidement (30 secondes a 1 minute). Les

plantes séches s’infusent plus longtemps (1 a 2 minutes) (Djerroumi et Nacef, 2012). La tisane

e

obtenue doit étre claire: jaune claire ou vert clair.
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Remarque: préparez vos infusions dans un ustensile non métallique.

» La décoction: Elle consiste a faire bouillir pendant quelques minutes la plante ou partie de
plante qu’on veut préparer. Le temps d’ébullition varie selon la plante ou partie de plante : EX : une

décoction de racines peut demander 10 minutes d’ébullition (Djerroumi et Nacef, 2012).

Certaines plantes ne doivent pas étre préparées a chaud sous peine de perdre leurs vertus
curatives ; elles doivent, de ce fait, étre préparées a froid c’est-a-dire macérées (Djerroumi et Nacef,
2012).

» La macération: Elle consiste a laisser reposer pendant un certain temps les parties actives
de la plante dans un liquide. La macération a ’eau ne devant pas excéder une demi-journée
(Djerroumi et Nacef, 2012).

» Le sirop: Il consiste a faire dissoudre une quantité de sucre additionnée a une quantité de
substance médicinale (plante ou partie de plante) dans une certaine quantité d’eau (Djerroumi et
Nacef, 2012).

» Le cataplasme de plante: Il consiste a appliquer une plante ou partie de plante directement
sur la peau ou enveloppée dans un linge pour soigner une inflammation (Djerroumi et Nacef, 2012).
La préparation est fait par chauffage de la plante fraiche ou séche dans un couscoussier jusqu’a ce
qu’elle ramollisse. La plante chaude (45°) est alors enveloppée dans un linge fin et appliquée sur la

partie malade. Laisser agir quelques minutes (5 a 10min) (Djerroumi et Nacef, 2012).
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I1. Données générales sur Moringa oleifera
I1.1. Taxonomie et étymologie

Dans la langue Dravidienne, diverses appellations locales se trouvent pour désigner l'arbre
Moringa, mais la plupart dérivent du nom générique « Morunga ». En anglais, on le connait sous les
noms de « Horseradish tree », « Drumstick tree », « Never die tree », « West Indian Ben tree », ou
encore « Radish tree » (Foidl et al., 2001).

L'arbre est appelé "Nebeday" au Sénegal, probablement dérivé du mot anglais "Never die" en
consequent de sa capacité a résister a la sécheresse, a se développer rapidement a partir de graines

ou de boutures et a se régénérer méme apres des coupes tres séveres (Fuglie, 2001).

Systématique de Moringa oleifera
Regne: Plantae

Sous-regne: Tracheobionta

Classe: Magnoliopsida

Ordre: Capparales

Famille: Moringaceae

Division: Magnoliopyte

Genre: Moringa

Espéce: Moringa Oleifera (Laleye et al., 2015).
11.2. Description botanique

Moringa oleifera Lam. (Synonyme: Moringa pterygosperma Gaertner) appartient a la famille
monogénérique des arbustes et arbres des Moringaceae comprenant environ 13 espéces. Le
Moringa (Figure 1) est un arbre pérenne, a croissance rapide, qui peut atteindre 7 a 12 metres de
hauteur et dont le tronc (20 a 40 cm de diamétre) atteint 1,5 a 2 métres de haut avant de se ramifier,
bien qu’il puisse parfois atteindre les 3 métres (Laleye et al., 2015). Le tronc est couvert d’une
écorce lisse, grise a brunétre, grossierement lenticelle, a tranche verte en surface et jaunatre en
dessous. De ce tronc une gomme blanche est exsudé, opaque devenant rouge foncée en surface
(Atakpama et al., 2014) (Figure 1).

Les branches: poussent de maniére désorganisée et la canopée est en forme de parasol (Laleye

etal., 2015).
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Les feuilles: sont alternes et bi ou tripennées, se développent principalement dans la partie
terminale des branches. Elles mesurent 20 a 70 cm de long et sont recouvertes d’un duvet gris
lorsqu’elles sont jeunes. Elles ont un long pétiole avec 8 a 10 paires de pennes composées chacune
de deux paires de folioles opposés plus un a I’apex d‘une forme ovales ou en ellipse, et mesurant 1

a2 cm de long (Laleye et al., 2015).

Les fleurs: mesurent 2,5 cm de large et se présentent sous forme de panicules axillaires et
tombantes de 10 a 25 cm. Elles sont généralement abondantes et dégagent une odeur agréable et de
couleur blanches ou creme avec des points jaunes a la base. La floraison se fait presque toute

I’année, suivant les endroits et la période d’émondage (Atakpama et al., 2014).

Les fruits: forment des gousses a trois lobes, mesurant 20 a 60 cm de long et lorsqu’ils sont
secs, ils s’ouvrent en trois parties. Chaque gousse contient entre 12 et 35 graines. Les graines sont
rondes, avec une coque marron semi-perméable présentant trois ailes blanches. Un arbre peut
produire 15000 a 25000 graines par an. Une graine pese en moyenne 0,3 g et la coque représente
25% du poids de la graine (Laleye et al., 2015).

Figure 1. Moringa oleifera (A: lI'arbre entiere; B: Feuilles ; C: fleurs ; D: gousses ; E:
graines) (Muhl, 2009 ; Koul et Chase, 2015).

11.3. Origine et aire de répartition

Moringa oleifera, I’espéce a une grande valeur économique, est originaire d’Asie du Sud ou elle
pousse sur les contreforts de I’Himalaya, mais elle est largement cultivée sous les tropiques. Elle est

d'origine plus précise du Nord de I’Inde et du Pakistan (AGROCONSULT HAITI S A, 2016).

Q
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C’est de I’Inde et du Pakistan que la culture de Moringa s’est étendue vers I’Egypte puis
I’ Afrique et a atteint la Méditerranée et finalement les Indes Occidentales (les Antilles et
I’Amérique) (AGROCONSULT HAITI S A, 2016). Le Moringa suscite un intérét grandissant
d’ou des essais d’introduction a titre expérimental a partir de semences en provenance de Dar el
Salem (Tanzanie) ont été réalisés dans de nombreuses stations a travers 1’ Algérie (Bainem, Zeralda,
Mostaganem, Jijel, Biskra, Adrar et Tamanrasset). Cependant ces essais d’introduction ne
concernent que certaines études du comportement sous différentes conditions écologiques ainsi que

d’autres études phénologiques et pomologiques (Louni, 2009).

Aujourd’hui, le Moringa a une extension géographique trés développée et il est retrouvé dans la
plupart des pays subtropicaux ou tropicaux a saison seche, voire en zone aride (AGROCONSULT
HAITI S A, 2016) (Figure 2).

B Les pays ou Moringa pousse

Figure 2. Répartition de Moringa oleifera dans le monde (Koul et Chase,
2015).

11.4. Composition biochimique de Moringa oleifera

Moringa oleifera est riche en composés contenant un sucre simple : le rhamnose et un groupe
particulier de composés appelés glucosinolates et les isothiocyanates. L'écorce de la tige contient
deux alcaloides, a savoir la moringine et la moringinine. Des composés comme la Vanilline, B-
sitostérol, le B- sitostenone, 1’acide octacosanoique, 4-hydroxymellin ont éte aussi isolés de la tige
(Laleye et al., 2015).

Les fleurs contiennent neuf acides aminés, le saccharose, le D-glucose, des traces d'alcaloides,
de cire, de quercétine, de kaempferat et la cendre est riche en potassium et en calcium (Laleye et al.,
2015) (Annexe 1).
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Les feuilles contiennent des flavonoides tels que le kaempherol, le rhamnetin, I’ isoquercitrine et
le kaempferitrin. Elles contiennent aussi une concentration élevée en acide ascorbique, des
flavonoides, des composés phénoliques, des caroténoides, du phosphore, du cuivre, des vitamines
(A, B et C), de riboflavine, de ’acide nicotinique, des acides aminés comme la méthionine, la

cystéine et la lysine (Laleye et al., 2015).

Une nouvelle molécule le O-éthyl - 4-(B-L-rhamnosyloxy) carbamate de benzyle avec sept autres
composés bioactifs connus tels que : 4 (a-L- rhamnosyloxy)- isothiocyanate de benzyle, niazimicin,
3-0-(6’-0-oleoyl-B-D-glucopyranosyl)-p-sitostérol, B-sitostérol-3-O-B D glucopyranoside, niazirin,
B-sitostérol et glycerol-1-(9-octadecanoate) ont été isolés de 1’extrait éthanolique de la graine de
Moringa (Laleye et al., 2015) (Annexe 2).

11.5. Valeur nutritionnelle de M. oleifera

Les feuilles de M. oleifera sont considérées comme aliment riches en éléments nutritifs. Des
travaux ont rapporté leurs richesses en vitamines, en minéraux, en protéines, en glucides et en
lipides (Lockett et al., 2000 ; Seshadri et Nambiar, 2004 ; Ndong et al., 2007; Thurber et Fahey,
2009 ; Saint Sauveur et Broin, 2010). Des études ont révélé la présence de 40% d’huile dans les
graines de M. oleifera. La qualité de cette huile se rapprocherait de celle de 1’huile d’olive et elle

peut étre utilisée comme huile végétale comestible (Atakpama et al., 2014).

La comparaison entre le contenu nutritionnel du Moringa et celui d’autres aliments montre
comment le Moringa est de haute valeur sur le plan nutritionnel. Ce sont généralement les
différences énormes observées (Tableau 1) qui sont au centre de la promotion faite au Moringa a
travers le monde (AGROCONSULT HAITI S A, 2016).

Tableau 1. Comparatif du contenu nutritionnel des feuilles de Moringa avec d'autres plantes (Pour
100g parties comestibles) (AGROCONSULT HAITI S A, 2016).

Eléments nutritifs (unité) Moringa Autres aliment
Vitamine A (mg) 1130 Carotte : 315
Vitamine C (mg) 220 Oranges : 30

Calcium (mg) 440 Le lait de vache : 120
Potassium (mg) 250 Banane : 88
Protéines (mg) 6700 Le lait de vache : 3,200
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11.6. Les activités biologiques
11.6.1. Activité anti-hypertensive

La consommation des feuilles fraiches sous forme de tisane (un grand verre 2 fois par jour), ou
de poudre ou de sauce permettrait de prévenir et de réguler I’hypertension artérielle. Elles
préviendraient aussi les maladies cardiovasculaires (Atakpama et al., 2014). Le jus des feuilles de
Moringa oleifera est connu pour avoir un effet stabilisateur de la pression artérielle (Laleye et al.,
2015). De plus, la consommation de 2 graines par jour régulerait également I’hypertension artérielle

(Atakpama et al., 2014).

Les racines et les fleurs préparées sous forme de tisane seraient utilisées comme diurétique.
Laleye et al. (2015) ont démontré le potentiel anti-hypertensif de 1’huile de M. oleifera chez des
rats. Chumark et al. (2007) ont montré que la plante possede une activité hypolipidémique et un
potentiel thérapeutique pour la prévention des maladies cardiovasculaires. Dans la méme optique,
Nambiar et al. (2010) ont prouvé son activité hypolipidémique chez les humains hyper-

lipidémiques.
11.6.2. Activité anti-hyper-glycémique

La décoction des feuilles fraiches (un grand verre, 2 fois par jour), ou le délayage de la poudre
ou encore préparées sous forme de sauce, diminuerait le taux de glycémie. Une ingestion de
I’extrait des feuilles abaisserait, apres 3 heures de temps, la glycémie. La consommation de graines

chaque jour contribuerait a la réduction de la glycémie (Atakpama et al., 2014).

Les études ont montré que I'extrait aqueux de feuilles de Moringa oleifera posséde une activité
hypoglycémiante significative chez les rats diabétiques (Nambiar et al., 2013). D'autre études ont
confirmeées les propriétés hypoglycémiantes chez des patients atteints de diabéte de type Il (Kumari,
2010 ; Giridhari et al., 2011).

11.6.3. Activité antibactérienne et antifongique

Des extraits de racines de Moringa oleifera ont montré une activité antibactérienne contre

Pseudomonas sp et une activité antifongique contre Pencillium sp (Raj et al., 2011).

L'aglycone de désoxy niazimicine (Nbenzyl, thioformate S-éthyl) isolé de la fraction

chloroformique de I’extrait de I'écorce de la racine S'est avéré responsable des activités

S
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antibactériennes et antifongiques (Nikkon et al., 2003). Caceres et al. (1991) et Suarez et al. (2005)
ont démontré que le jus de feuilles fraiches et les extraits de graines de M. oleifera inhibent la

croissance de Pseudomonas aeruginosa et de Staphylococcus aureus.

Une activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Escherichia coli a

été détectée dans des extraits aqueux et éthanoliques de Moringa (Viera et al., 2010).

Par ailleurs, Peixoto et al. (2011) ont détecté de plus la sensibilité de Staphylococcus aureus,

Aeromonas caviae, Vibrio parahaemolyticus, Enterococcus faecalis aux extraits de feuilles.
11.6.4. Activité anticancéreuse

Quelques études effectuées ont montré 1’action préventive des feuilles contre le cancer (Fahey,
2005). Budda et al. (2011) ont montré que les extraits de la plante ont une action préventive contre
le cancer du cdlon, alors que Singhal et al. (2012) ont rapporté I’action anticancéreuse de la gomme
sur le cancer du c6lon. Dans une autre étude, Bharali et al. (2003) ont prouvé ’activité préventive

contre les tumeurs de la peau suite a I'ingestion des extraits de ses graines.
11.6.5. Activité antioxydante

L'étude de Torres-Castillo et al. (2013) a montré que les feuilles de Moringa oleifera ont une
activité antioxydant forte. Cette activité a été évaluée par Siddiq et al. (2005) sur différents extraits
de feuilles a I'aide du vieillissement accéléré de I'huile de tournesol. Les résultats de cette étude ont
révélé que les feuilles de M. oleifera pourraient étre explorées comme source viable d'antioxydants
naturels. La recherche de Putri et al. (2017) sur I'analyse des antioxydants a montré que la graine du

Moringa présente une activité considérable.
11.6.6. Autres effets pharmacologiques de M. oleifera

Des travaux effectues sur les feuilles de M. oleifera ont montré qu’elles peuvent traiter I'herpés
de type 1 (Lipipun et al., 2003). Les fleurs et les feuilles ont aussi une activité antihelminthique
(Trapti et al., 2009). Elles servent aussi a traiter des inflammations, des maladies musculaires, de
I'nystérie et I'agrandissement de la rate (Laleye et al., 2015). La gomme de M. oleifera, mélangée a
I’huile de sésame permet de soulager les maux de téte et d’oreilles. L’huile des graines agit comme
fortifiant et purgatif et est appliquée pour soigner la prostate et les troubles de la vessie (Fuglie,

1999). De méme, Les racines du Moringa possédent une activité antispasmodique (Caceres et al.,

1992).
=]
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Une des particularités des végétaux est de former de nombreux composés dont le réle au
niveau de la plante n'est pas encore parfaitement élucidé (Merghem, 2009).

Le fait que beaucoup de ces composés ne se rencontrent chez toutes les especes montre qu'ils
n'entrent pas dans le métabolisme général : ce sont des métabolites secondaires, qui n'exercent
aucune fonction directe aux niveaux des activités fondamentales de I'organisme végétal (croissance,
développement, reproduction...) mais peuvent jouer différents roles pour la survie du végétal lui-

méme, rble de défense ou de résistance (Merghem, 2009).

Ces métabolismes sont classes en trois grandes classes :

-Les composes aromatiques ou polyphénols (acides phénoliques, flavonoides, tanins) et les
quinones.

-Les terpénoides et leurs dérivés.

-Les alcaloides (Merghem, 2009).

111.1. Composés phénoliques
111.1.1. Polyphénols
111.1.1.1. Définition

Les composés phénoliques ou polyphénols forment une grande famille de composés chimiques
tres divers depuis les simples acides des phénoliques jusqu'aux grands polymeres complexes que
sont par exemples, les tanins et la lignine. La structure de base est le phénol un cycle aromatique
hydroxylé (Hopkins, 2003) (Figure 3).

OH

Figure 3. Structure du noyau phénol (Achat, 2014).
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111.1.1.2.Classification

Les composés phenoliques peuvent étre classes en fonction de la longueur de la chaine

aliphatique liée au noyau benzénique en:

*|es dérivés en C6-C1,

*les dérivés en C6-C3 ou phenylpropanoides,

*les composés en C6-C3-C6 sont les plus importants.

Les tanins, composes provenant de la polymérisation de ces dérivés aromatiques feront l'objet de

partie séparée (Merghem, 2009).

Tableau 2. Principales classes des composés phénoliques (Merghem, 2009).

Structure de base Classe Exemples/origine
Cs Phénols simples Hydroquinine, catéchol
Cs-Cy Acides phénols Acide salicylique
Cs-C3 Acide cinnamique Acide cafféique (café)
Coumarines Esculétine, scopolétine
(citron), Eugénol
Phénylpropénes (giroflier)
(C6-C3)2 Lignane Pinorésinol (pin)
(C6-C3)n Lignines Bois, noyau des fruits
Flavonoides Apigénine, lutéoline,
quercitine (fruits)
Isoflavonoides
Génistéine (soja)
Cs-C3-Cs Anthocyanes
Pélargonidine,
cyanidine (fleurs, fruits
rouges)
(C6-C3-Co)2 Biflavonoides amentoflavone
Proanthocyanes (tanins) | Procyanidines,
prodelphinidines (raisin
(C6-C3-Cé)n rouge)
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Les phénols simples

Les phénols simples sont décrits comme des composés ayant au moins un groupe hydroxyle
attaché a un cycle aromatique en tant que squelette de base. Dans la classe des phénols simples on
distingue le catéchol, le résorcinol et le phloroglucinol (Daniel, 2006).

Les phénols simples (Catéchol, phloroglucinol) (Figure 4) sont plutdt rares dans la nature a
I'exception de I'nydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceaes, Rosaceae), le plus
souvent & l'état de glucoside du diphénol (arbutoside) ou de son monométhyléther (Bruneton,
2009).

OH OH
%’J HO MO H
catéchal phioroglucing

Figure 4. Exemples des phénols simples (Bruneton, 2009).
Les acides phénols

Les acides phénoliques appartiennent a deux groupes, les acides hydroxybenzoiques (formule
de base de type C6-C1) et les acides hydroxycinnamiques (de structure de base (C6-C3) dérive de
celle de I’acide cinnamique) (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006) (Figure 5).

i
GOH =
R
T '__.-' 'E' e
I »
B Tf ey Pt
ka R
Acites hydroxybenzoigues Acides hydroxycinmamigues
Rl=Rd=H, R2={Hs, B3=0H Acide vanallsquoe Bl=f3=f], BZ?=(3H Acide peooumancuoe
Fl=H EF=R3=Fd =1 Acide gallique Rl= R2=0H, B3 =H Acide caféigue
RI=0H, R1=R3=Rd4=H Acsde salicylique R1=(H;, RI=0H, B3=H Acude ferulique

Figure 5. Structure des acides hydroxybenzoiques et hyroxycinnamiques (Macheix et al., 2005).
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111.1.2. Les flavonoides
111.1.2.1. Définition

Le terme flavonoide (de flavus, <gaune» en latin) désigne une trés large gamme de composés
naturels appartenant a la famille des polyphénols. Ils constituent des pigments responsables des

colorations jaune, orange et rouge de différents organes végetaux (Yezza et Bouchama, 2014).

Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous forme libre (aglycone) ou sous forme de
glycosides. On les trouve, d’une manic¢re générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils
peuvent étre localisés dans divers organe : racine, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits (Yezza et

Bouchama, 2014).

Les flavonoides se trouvent également dans plusieurs plantes médicinales (Yezza et Bouchama,

2014).
111.1.2.2. Structure

La structure d’un flavonoide s’organise toujours autour d’un squelette 1,3-diphénylpropane C6-
C3-C6. Les deux cycles benzéniques sont nommeés cycle A et cycle B. Le chainon propyle C3 peut
étre complété par une fonction éther formant ainsi un cycle central, appelé cycle C (Harborne et
Williams, 2001 ; Li et al., 2001 ; Williams et Grayer, 2004 In Isorez, 2007) (Figure 6).

&

C ]

Figure 6. Structure de base des flavonoides (Dacosta, 2003).
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111.1.2.3. Classification

Les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes (Figure 7), qui sont déterminées
par I’état d’oxydation de 1’unité de liaison (C), et la position du noyau benzénique (B) (Bruneton,
1993 ; Narayana et al., 2001), tandis que les composes de la méme classe sont déterminés par le
point d’hydroxylation, ou d’autre substitution du noyau A ou B (OH, OCH3 et/ou glycosyl)
(Verpoorte et Alfermann, 2000 ; Havsteen, 2002).

flavanone RT flavone

flavanonol i flavonol /3

Figure 7. Les différentes classes des flavonoides (Gamet-Payrastre, 1999).
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111.1.3. Tanins
111.1.3.1. Définition

Le mot Tanin est un terme provenant d'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de plantes
pour tanner les peaux d'animaux (Hopkins, 2003). Les tanins naturels sont des molécules
polyphénoliques hydrosolubles, de masse moléculaire comprise entre 500 et 300 et, qui outre les
réactions habituelles des phénols, provoquent la précipitation des protéines (ou autres polymeres)
(Merghem, 2009).

111.1.3.2. Classification

On distingue 2 classes structurales distinctes qui pouvant étre présentes simultanément chez les

veégétaux:

> Tanins hydrolysables: sont abondants chez les dicotylédones et certains arbres en
sont des sources industrielles : tanins de chéne, de chataignier, tanin de Chine ou de Turquie
extraits respectivement d'un arbuste de genre Rhus ou de Quercus tinctoria (Macheix et al.,
2005) .

Ils sont des hétéro-polymeéres dont I'hydrolyse chimique ou enzymatique libére outre la
molécule de glucose, de I'acide gallique (cas de gallotanins) ou ses formes dimériques : acide

m-digallique, acide ellagique (cas des ellagitanins) (Merghem, 2009).

Une forme simple de tanins hydrolysables est le penta-galloyglucose qui est a l'origine de la

plupart des formes complexes, et la castalagine chez le chataignier ou le chéne (Figure 8).

©
OH ol OEl

HIO OH H

HO O o=C
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Pentagalloylglucose - .
- Lo Casialagine

Figure 08. Structure de deux tanins hydrolysables (Macheix et al., 2005).
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> Tanins condensées (tanins vrais ou tannoides): Résultent de la condensation de
molécules élémentaires de types flavane 3 ol (catéchines) ou flavane 3-4 diols (leuco-
anthocyanidines). Les liaisons formeées sont de type carbone-carbone ce qui rend ces molécules
difficilement hydrolysables. Les tanins condensés sont également appelés proanthocyanidines ;
en effet leur oxydation en milieu alcool —acide a chaud entraine la formation de pigments

anthocyaniques tels que cyanidine et delphinidine (Merghem, 2009) (Figure 9).

R H unité procwyanidine, dénvée de la catéchine
R = OH : unité prodelphinidine, dérivée de la gallocatéchine

Figure 9. Structure d'un tanin condensé (Macheix et al., 2005).
111.1.4. Propriétés biologiques des composés phénoliques

111.1.4.1. Propriété antioxydante

Les antioxydants d’origine alimentaire contribuent vraisemblablement & la défense de
I’organisme contre le stress oxydant et ses conséquences. A ce titre, les polyphénols,
particulierement abondants dans une alimentation riche en produits végétaux, pourraient jouer un

role protecteur important (Achat, 2014).

La capacité antiradicalaire de ces métabolites secondaires, plus particulierement les flavonoides
fait sujet de nombreuses études récentes dans le domaine des thérapeutiques antioxydantes, pour
compenser I’insuffisance des moyens naturels de protection dans certains désordres comme le

vieillissement cellulaire, le cancer... (Madi, 2010).

[
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Les flavonoides peuvent empéchés les dommages oxydatifs soit par capture des radicaux
hydroxyles, superoxydes, alkoxyles et peroxydes (Zeghouane, 2014) ; soit par chélation des métaux
(le fer et le cuivre) ; soit I’inhibition des enzymes responsables de la génération des radicaux libres

(Van Acker et al., 1996).

Les acides phénols possédant les activités antioxydante et antiradicalaire sont 1’acide caféique,

I’acide gallique et 1’acide chlorogénique (Bossokpi, 2002).

Concernant le pouvoir antioxydant des tanins, cette propriété est trées remarquable due a leurs
noyaux pheénols et la présence des groupes di- ou trihydroxyles sur le cycle B et les groupes méta 5,
7 dihydroxyles sur le cycle A. Les tanins catéchiques du thé vert : gallate d’épicatéchine, gallate
d’épigallocatéchine et 1’épicatéchine sont des puissants extracteurs des radicaux libres, ils inhibent
les ions Cu™® qui catalysent Ioxydation des lipoprotéines dans les macrophages in vitro

(Zeghouane, 2014).
Les composés phénoliques exercent une activité antioxydante via plusieurs mécanismes:
- Le piégeage direct des espéces réactives de I'oxygeéne (ERO) ;
- L’inhibition des enzymes génératrices d’ERO ;
- La chélation des ions de métaux de transitions, responsables de la production des ERO ;
- L’induction de la biosynthése d’enzymes antioxydantes (Achat, 2014).
111.1.4.1. Activité antibactérienne

En présence de bactéries, les composés phénoliques sont reconnus par leur toxicité vis-a-vis de
ces organismes. Le mécanisme de toxicité est peut étre 1ié a I’inhibition des enzymes, 1’inactivation
des adhésines ou le blocage des protéines de transport et de la paroi cellulaire (Cowan, 1999). Selon
Harikrishna et al. (2004) les flavonoides sont actifs sur les bactéries & Gram positif et a Gram

négatif.

L'activité anti-bactérienne intense (Salmonelles, Bacillus cereus) de gallotanins a été mise en
évidence par Tian et al. (2009). Rauha et al. (2000) rapportent également une activité
antibactérienne envers Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Basillus subtilis,

Micrococcus luteus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa pour la quercitine et la

=

naringénine.
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Parmi les acides phénoliques, l'acide caféique, I'acide gallique et l'acide protocatéchique ne
présentent qu'une légére activité antibactérienne envers Pseudomonas aeruginosa (Rauha et al.,
2000).

111.2. Alcaloides

111.2.1. Définition

Un alcaloide est un composé d’origine naturelle (le plus souvent végétale), azoté, plus ou moins
basique, de distribution restreinte. L’appartenance aux alcaloides est confirmée par les réactions

communes de précipitation avec les réactifs généraux des alcaloides (Merghem, 2009).

111.2.2. Classification

On distingue :

» Les pseudo-alcaloides : Ne possédent pas d’azote intra cyclique et 1’incorporation de

’azote dans la structure se fait en phase finale : exemple la coniine (Figure 10) (Merghem, 2009).

Ner, s PN,

Figure 10. Structure de Coniine (Vetter, 2004)

» Les proto-alcaloides: L’azote n’est pas inclus dans un systéme hétérocyclique. Ils sont
¢laborés a partir d’acides aminés, exemples: mescaline, hordénine, éphédrine, colchicine
(Merghem, 2009).

» Les alcaloides vrais: que I’on classe suivant la nature de leur cycle. L’atome d’azote est

inclus dans un hétérocycle ; Biosynthétiquement formés a partir d’acides aminés (Merghem, 2009).

=
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I11.3. Terpénoides

Avec les polyphénols, les terpenoides sont classés aussi parmi les substances secondaires
importantes du métabolisme chez les végétaux. Les terpénes peuvent étre considérés comme étant
des dérivés de l'isopréne (Figure 11) d'ou le nom d'isoprénoides sous lequel ils sont parfois

désignés. Selon le nombre d'unités isopréniques qui les constituent, on distingue :
-Les monoterpenes (C10).
-Les sesquitrpénes (C15).
-Les diterpénes (C20).
-Les triterpenes (C30).
- Les tetraterpenes (C40).
-Les polyterpénes (C4000) (Merghem, 2009).

Les composés terpenoides constituent un groupe de molécules trés différentes tant d'un point de
vue structurel que fonctionnel. Avec pres de 15000 structures moléculaires connues, ils constituent
probablement la classe la plus vaste et plus diversifiée de composes organiques vegétaux (Hopkins,
2003).

HaC_ //CH2

/ \
Hzc/ H

Figure 11. Structure de l'unité isoprénique (Side Larbi, 2016).
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I. Matériel
I.1. Matériel végétal

Le matériel vegétal utilisé dans notre étude est la partie feuilles de Moringa oleifera. Ces feuilles
ont été récoltées durant la période d’Octobre- Novembre en 2017, de la région de Hassi El F'hel,

wilaya de Ghardaia.

Apres récupération des échantillons, les feuilles ont été séchées de fagon naturelle a I’abri de la
lumiere et de I’humidité et a température ambiante, sur un morceau de toile durant 15 jours, afin de

préserver au maximum ’intégrité des molécules.
1.2. Préparation des échantillons

Le matériel végétal obtenu (les feuilles séchées) a été trié puis une partie a été broyée par un
broyeur (model M20) et tamisée a fin d’obtenir une poudre trés fine, pour augmenter la surface
d’échange entre le solide et le solvant et faciliter ’extraction. Par la suite la poudre obtenue et
’autre partie de feuilles séchées ont été conservées dans un flacon opaque a I’abri de la lumiere et
de I'numidité (Figure 12).

Figure 12. Les échantillons utilisées de la plante. A : les feuilles, B : la poudre
(original).
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Méthodes d’analyse

11.1. Préparation des extraits

La préparation des extraits a été faite selon le protocole de Konkon et al. (2006).
11.1.1. Méthode des solvants successifs

Extraction par solvant est une technique consistant a transférer une espece chimique d'une
premiére phase, liquide ou solide, vers une deuxiéme phase, généralement liquide : solvant (Simon
et Bagard, 2008) (Figure 13).

La poudre végétale obtenue a été épuisée successivement par des solvants de polarité

croissante.

Vingt gramme (20g) de poudre de feuilles séchées a été introduite dans une fiole conique de 500
ml et une quantité de 60 ml de chloroforme a été ajouté. Le mélange a été mis sous agitation
pendant 15 minutes, puis filtré a 1’aide d’un papier filtre n°3. Cette opération a été répétée deux
autres fois de suite sur le marc qui résidu, puis les trois filtrats sont réunis et concentrés a 25 ml sur

un bain de sable. La solution finale obtenue est appelée extrait chloroformique (Chloro).

Le marc préalablement séché a été introduit dans une fiole conique de 500 ml et une quantité de
60 ml de méthanol (100%) a été ajouté. Le mélange a été mis sous agitation pendant 15 minutes,
puis filtré a I’aide d’un papier filtre n°3. Sur le marc qui reste, cette derniere opération a été répétée,
puis les deux filtrats sont réunis et concentrés a 25 ml sur un bain de sable. La solution finale

obtenue est appelée extrait Méthanolique (Méth).
11.1.2. Méthodes d'extraction par infusion

Pour cette méthode d’extraction on a utilisé les feuilles seches ou 5g de poudre de feuilles
séchées a eté introduite dans une fiole conique puis une quantité de 50 ml d'eau distillée bouillante a
été ajoutée. Le mélange a été laissé infuser pendant 15 min et la solution a été filtré par papier filtre

wattman n°3. La solution récupérée est la solution infusée (extrait infusé (Inf)).
11.1.3. Méthode préconisee en medecine traditionnelle (décoction)

Dans un ballon de 2 L, 70g de feuilles entiéres séchées a été introduite puis 1000 ml d'eau

distillée a été ajouté. Le tout a été porté a I'ébullition dans un chauffe ballon (ES305) pendant une
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heure et 30 min. A la fin de "opération environ 500 ml de décocté a été obtenue et filtré et la

solution récupérée est appelée extrait décocté.

Matériel vegétal
Les feuilles séchées de Moringa oleifera

%

1) Extraction des principaux constituants chimiques

—

ethode d'extraction Méthode préconisée en

Méthode des N _ o
So|vants Successrfs par InfUSIOIj medeC|ne tl’adltlonnelle

¢ (décoction)

I

La poudre est épuisée ) ) ¢
On introduit 5 g de

successivement par des )
solvants de polarité croissante. ,oud,re de feuilles
séchees dans une

On introduit dans un
récipient adapté,
environ 70 g de

v fiole conique et on _ z9
: : . 50 ml d feuilles séchees et on
On introduit 20 g de poudre de ajoute 50 ml d'eau aioute environ 1000
feuilles séchées dans une fiole bouillante. On JI d 0] te |
laisse infuser m ?a}u. _n_por e
conique de 500 ml et on ajoute pendant 15 minutes tout a ébullition
o . . endant 30 a 45
60 ml de chloroforme. Agitation puis on filtre la ‘r)ninutes ot on obtient
pendant 15 minutes, puis ¢ a la fin environ 500
filtration de la solution. - - ml de décocté.
Hitration de la solution. Cette Solution I11: Infusé (Inf)
opération est répétée deux fois \L
de suite, puis les trois filtrats Solution 1V: Décocté (Déc)
sont réunis et concentres a 25 ml
sur un bain de sable. =3 Solution I: Solution Chloroformique (Chloro)
|
Le Marc

Le Marc préalablement séché est introduit dans une fiole

conique et on ajoute 60 ml de méthanol. On agite le tout

Solution I1: Solution

pendant 15 minutes puis on filtre la solution obtenue. On
—_— Meéthanolique (Méth)

répete cette opération avec 60 ml de méthanol, puis on

réunit les deux filtrats et on les concentre a 25 ml.

Figure 13. Protocole de préparation des différents extraits.
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11.2. Détermination du rendement

Le rendement des extraits a été calculé par la formule suivante:

R (%): 100 Mext/Méch

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

Meéch: est la masse séche de 1’échantillon de la plante en g.
11.3. Analyses des extraits de Moringa oleifera

11.3.1. Analyse qualitatif: Screening phytochimique
11.3.1.1. Caractérisation des composés phénoliques

Selon Konkon et al. (2006), a 1 ml de chaque extrait, quelques gouttes de solution alcoolique de
chlorure ferrique (FeCls) & 2% (Annexe 3) sont ajoutées. L'apparition d'une coloration bleu-noiratre
ou verte plus ou moins foncée indique la présence de polyphénols.

11.3.1.2. Caractérisation des flavonoides

Dans des tubes a essai 1 ml de chacun des quatre extraits est mis, 2,5 ml d'alcool chlorhydrique
(Annexe 3) est ajouté puis quelques copeaux de magnésium sont ajoutés dans chaque tube a essai.
Un dégagement de chaleur puis une coloration rose orangé ou violacée apparait implique la
présence des flavonoides. A l'aide d'une gouttiere quelques gouttes d'alcool isoamylique sont

ajoutées pour intensifier cette coloration (Mibindzou et Mouellet, 2004 ; Konkon et al., 2006).
11.3.1.3. Caractérisation des tanins
a- Les tanins catéchiques

Dans des tubes a essai 1ml de chacun des 4 extraits est versé puis 3 ml du réactif de Stiasny
(Annexe 3) est ajouté puis mélangé. Le mélange est maintenu au bain marie a 80 °C pendant 40 min
ensuite les tanins catéchiques sont caractérisés par I'observation d'un précipité en gros flocons
(Konkon et al., 2006).

=
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b- Les tanins galliques

un volume de 1 ml de chaque extrait a été saturé par 1 ml d'acétate de sodium (1%) puis 3
gouttes de chlorure ferrique (FeCls) a 1% (Annexe 3) sont ajoutées. L’apparition d’une coloration

bleu-noiratre intense indique la présence de tanins galliques (Konkon et al., 2006).
11.3.1.4. Caractérisation des alcaloides

Dans des tubes a essai 1 ml de chacun des 4 extraits est déposé puis 1ml de méthanol a 60%
(Annexe 3) est ajouté dans chaque tube. Quelques gouttes du reéactif de Mayer sont ajoutées sur la

solution. L'apparition d'un précipité blanc indique une réaction positive.

Les mémes étapes sont répétées avec l'ajout de quelques gouttes de réactif de Wagner.
L'apparition d'un précipité de coloration brun-rougeatre indique une réaction positive (Benzahi,
2001 ; Konkon et al., 2006).

11.3.1.5. Caractérisation des terpénoides

Un volume de 400 pl de chloroforme est ajouté a 1ml de chacun des 4 extraits puis 600 pl
d'acide sulfurique concentré est ajouté. La formation de deux phases et un anneau de couleur

marron a l'interphase indique la présence de terpénoides (Khan et al., 2011).
11.3.1.6. Caractérisation des composés réducteurs

Un volume de 0,5 ml de chacun des 4 extraits est traité avec 1 ml d'eau distillée et 1 ml de la
liqueur de Fehling puis les tubes sont chauffés au bain marie de 40 & 60°C. Un test positif est révélé

par la formation d'un précipité rouge-brique (Bentabet-Lasgaa, 2015).

Pour I'extrait décocté, 1 ml de liqueur de Fehling est préchauffé puis 0,5 ml de I'extrait décocté

y’est ajouté. Le mélange est ensuite chauffé au bain marie pendant quelques minutes.
11.3.1.7. Caractérisation des saponines
Les saponines ont été détectees par deux méthodes en utilisant les extraits aqueux:
1°" méthode:

Dans des tubes a essai 10 ml de chaque extrait aqueux (Inf et Déc) ont été introduits. Les tubes

ont été agités de maniére violente et horizontale pendant 15 secondes puis laissé au repos durant 15

I+
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min. Une hauteur de mousse persistante, supérieur a 1 cm indique la présence de saponosides
(Daoudi et al., 2015).

2° méthode:

Dans un bécher, 100 ml d'eau distillee a été ajouté a une quantité de 2g de matériel végétal sec
(feuilles séchées), le mélange a été porté a I'ébullition pendant 30 min. Apres refroidissement, la

solution a été filtré par un papier filtre et le filtrat a été ajusté a 100 ml avec de I'eau distillée.

Une série (10 tubes) de dilutions (1-10%) de bouilli a été preparée puis les 10 tubes ont été agités
de maniére violente et horizontale pendant 15 secondes. Aprés 20 min de repos, le tube dans lequel

la hauteur de la mousse est plus proche de 1 cm a été marqué selon Alilou et al. (2014).

La présence des saponosides est indiquée par un indice de mousse supérieur a 100. Ce dernier est

calculé selon la formule suivante:

I = hauteur de la mousse (en cm) dans le x tube * 5/ 0,0x

ou:
I: indice de mousse.
Hauteur de la mousse dans le tube x: hauteur de mousse dans le tube plus proche de 1cm.

X: numero de tube dans lequel la mousse plus proche de 1 cm.
11.3.2. Analyse quantitative: Dosage des composées phénoliques

Des déterminations quantitatives des principaux groupes de métabolites secondaires: les
polyphénols totaux, les flavonoides et les tanins condensés ont été effectuées sur les quatre extraits
de Moringa oleifera. Le choix du dosage de ces substances réside dans le fait que la majorité des
propriétés biologiques de la plante lui sont attribués (Boizot et Charpontier., 2006 ; Wong et al.,
2006).

11.3.2.1. Dosage des polyphénols totaux
» A/ Principe:

La méthode utilisee est celle rapportée par Skerget et al. (2005). Il s’agit d’'une méthode pour

déterminer la teneur en acides phénoliques attachés aux parois cellulaires, phénols solubles totaux,

=

phénols non attachés a la cellulose et les phénols simples non attachés a la proteine.
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Le reactif de Folin Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMO1,040). Il est réduit, lors de I’oxydation des
phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (W8023) et de molybdene (MO8O3). La
coloration bleue produite, dont I'absorption maximale est a 765nm, est proportionnelle a la quantité

de polyphénols présents dans le milieu réactionnel (Boizot et Charpentier, 2006).
» Mode opératoire:

Le dosage des polyphénols totaux (Figure 14) a été déterminé par le protocole suivant : 200 ul de
chaque solution d’extrait ont été introduit a I’aide d’une micropipette dans des tubes a essai, suivis
par I’addition de 1 ml du reéactif de Folin-Ciocalteu (a 0,1N) (Annexe 3). Apres 5 min, 0,8 ml de
carbonates de sodium (75g/l) (Annexe 3) ont été ajouté et le mélange ainsi obtenue est incubé a 50
°C pendant 5 min et a I’obscurité. L.’absorbance de chaque solution a ét¢ mesurée a 760 nm a I’aide
d’un spectrophotometre UV-VIS. Le blanc de la réaction est réalisé avec les mémes réactions et

conditions précédentes. Toutes les mesures sont répétées 3 fois.

Les concentrations en polyphénols sont déterminées par référence a une courbe d’étalonnage
obtenue avec de I’acide gallique a différentes concentrations (0,005 & 0,6 mg/ml) (Annexe 3, 4,5) a
partir d’une solution mere (1mg/ml) et dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage.
Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme de poids sec

(mg EAG/g de poids sec).

200 pl de solution d’extrait végétal
(Chloro/Méth/infusé/Déc)

Ajouter 1ml FCR (0,1N)

Ajouter 0,8 ml Na,CO, (75g/l)

Incubation pendant 5 min
a50°C et a ’obscurité

Lecture a 765nm

Figure 14. Différentes étapes du dosage des polyphénols totaux.
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11.3.2.2. Dosage des flavonoides
»  Principe:

La quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode de Zhishen et al. (1999) avec le
trichlorure d'aluminium (AICI3). En présence de trichlorure d'aluminium, les flavonoides sont
capables de former un complexe acide stable de couleur jaunatre absorbant dans le visible a 510
nm, grace a la présence des groupements ortho-dihydroxyles sur les noyaux A ou B et les
groupements hydroxyles libres en position C-3 et C-5 ou le groupement cétonique en position C-4

des flavonoides.
»  Mode opératoire:

Pour 1,5 ml de chaque concentration de solution des extraits, 1,5 ml de chlorure d'aluminium
(AICI3) a 2% (Annexe 3) sont ajouté. Les mélanges sont incubés pendant 10 min a température
ambiante et I'abri de la lumiére. L'absorbance est mesurée a 430 nm par un spectrophotometre UV -
VIS. Toutes les mesures sont répétées 3 fois (Figure 15).

Les concentrations en flavonoides sont déterminées par référence a une courbe d’étalonnage
obtenue avec la rutine et exprimées en milligramme d’équivalent de rutine par un gramme de
matiére seche (mg ER/g de matiere seche). A cet effet, la gamme d'étalonnage a été réalisée avec
différentes concentrations de la rutine (0,01 a 0,08 mg/ml) a partir d'une concentration mere

(Img/ml) et avec les mémes étapes et conditions que le dosage (Annexe 3, 6, 7).

1,5 ml de solution d’extrait végétal
(Chloro/Méth/infusé/Déc)

Ajouter 1,5 ml d’AICl; & 2%

Incubation pendant 10 min
a température ambiante et a ’obscurité

Lecture a 430nm

Figure 15. Différentes étapes du dosage des flavonoides.
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11.3.2.3. Dosage des tanins condensés
» Principe:

Le dosage des tanins condensés est effectué par la méthode de la vanilline décrite par Deshpande
et al. (1986) qui utilise la propriété des tanins a se transformer en anthocyanes par chauffage en
milieu acide (Lacampagne, 2010). La vanilline réagit avec les flavan 3-ols libres et les unités
terminales des proanthocyanidines donnant une coloration rouge dont 1’intensité est proportionnelle
aux taux de flavanols présents dans le milieu et qui présente un maximum d’absorption a 500 nm de

longueur d’onde (Ghedadba et al., 2014).
» Mode opératoire:

Pour 0,5 ml de chaque concentration d’extrait ou du standard 2 ml de Vanilline-HCI (Annexe 3)
sont ajoutées. Aprés homogenéisation, le mélange a été incubé pendant 20 min a 30 °C puis

I'absorbance a été mesurée a 500 nm (Figure 16). Toutes les mesures ont fait 1’objet de 3 répétitions.

Les concentrations en tanins sont déterminées par référence a une courbe d’étalonnage obtenue
avec la catéchine comme standard et exprimées en milligramme d’équivalent de catéchine par un

gramme de matiere seche (mg EC/g de matiére séche).

La gamme d'étalonnage a été réalisée avec différentes concentrations de catéchine (0,1 a 0,6

mg/ml) a partir d'une concentration mere (Lmg/ml) (Annexe 3, 8, 9).

0,5 ml de solution d’extrait végétal
(Chloro/Méth/Inf/Déc)

Ajouter 2 ml de Vanilline- HCI

Incubation pendant 20 min
a30°C

Lecture a 500nm

Figure 16. Différentes étapes du dosage des tanins condensés.
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11.4.1. Activité antioxydante

L'évaluation de l'activité antioxydant doit étre effectuée par plusieurs tests (au minimum trois
tests) pour cela deux tests ont été utilisées pour évaluer I'activité antioxydant des extraits et qui sont
le test de DPPH et le test de 'ABTS.

11.4.1.1. Test de 1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH)
» Principe:

Le 1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre, stable et centré par I’azote qui
porte un électron impair. Il est de couleur violette foncée. En présence d’antioxydants, il réagit avec
eux par l'intermédiaire de deux mécanismes différents : une abstraction directe de I'hydrogene des
groupes d'hydroxyles ou un processus de transfert d'électron, pour former un produit final stable qui
est le diphényl-b picrylhydrazine coloré en jaune et qui donne une absorption forte a 515 nm
(Figure 17) (Akowuah et al., 2005 ; Kumaran, 2006 ; Amrouche et Yaya, 2017).
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Figure 17. Réduction du radical DPPH (Chelghoum, 2016).

» Mode opératoire:

Le test du pouvoir antiradicalaire est réalisé selon la méthode de Brand William et al. (1995).
1,95 ml de reactif DPPH sont ajoutés a 50 ul d’extrait (Chloro, Méth, Inf, Déc) prépare a differentes
concentrations (Annexe 10), le mélange est incubé pendant 30 minutes a I’obscurité ; un contrdle
négatif (blanc) est préparé avec 50 pl de méthanol et avec les mémes étapes et conditions que les

extraits. La lecture se fait au spectrophotomeétre UV-Visible a 515 nm contre une référence (le

=

méthanol). Les mesures ont fait I’objet de 3 répétitions.
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Un témoin positif avec I’acide ascorbique a différentes concentrations est réalisé dans les mémes
conditions que les échantillons (Annexe 10 (Tableau I)). L'activité antioxydante de nos échantillons

est exprimée en pourcentage d’inhibition du radical DPPH en suivant 1’équation :

% Inhibition = (Abs contrdle — Abs échantillon / Abs contréle) * 100

Abs controle: correspond a I’absorbance du controdle.
Abs échantillon: correspond a I’absorbance de 1I’échantillon (le standard acide ascorbique ou les

extraits).

La valeur de I’ICsp a €té déterminée pour l'acide ascorbique et pour chaque extrait, est définie

comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de I'activité de DPPH.

Ou encore, c’est la concentration de 1'échantillon exigé pour donner une diminution de 50% de

I'absorbance de la solution controle constitué de DPPH.

Les valeurs de I’ICsp ont été calculées par les régressions linéaires, ou I'abscisse est représentée
par la concentration des composeés testés et I'ordonnée par le pourcentage d'inhibition (de réduction)

a l'aide du logiciel Excel 2010.
11.4.1.2. Test de I'acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS)
» Principe:

Le radical cation de 1’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS) est
stable sous sa forme libre. Ce radical est facilement formé a partir de I’acide correspondant par
oxydation en présence de persulfate de potassium (Figure 18). D’autres oxydants peuvent étre
utilisés, tels que le dioxyde de manganese (MnO,) (Nadal, 2009).
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Figure 18. Production et réduction du radical ABTS™.

Ce radical est utilisé pour évaluer le pouvoir antioxydant de fluides biologiques, de mélanges
complexes ou de composés purs. 1l est capable de réagir avec des antioxydants classiques de type
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phénols et thiols, mais aussi avec tout composé donneur d’hydrogeéne ou d’électron. Ce radical est
caractérisé par un spectre UV avec des maximums d’absorbance a 416, 650 et 734 nm. L’addition
d’un antioxydant a une solution de ce radical cation entraine sa réduction et une diminution de
I’absorbance a 734 nm. Cette diminution dépend de I’activité antioxydante du composé testé mais

souvent aussi du temps et de la concentration (Nadal, 2009).
» Mode opératoire:

Selon le protocole rapporté par Youmbai (2015), I'ABTS & 7 mM et le persulfate de potassium
(K2S,0g) a 2,45 mM sont mélangés avec des volumes égaux, le mélange est incubé pendant 16 h,
puis une dilution par I'éthanol a été réalisée jusqu'a I'obtention d'une absorbance a 0,700 £ 0,01 a
734 nm juste avant l'utilisation (Barahona et al., 2011). Ensuite, pour 50 pl d'extrait Chloro, Méth,
Inf, Déc) préparé a des concentrations différentes (Annexe 10) 1,95 ml de la solution de I'ABTS
d'absorbance 0,700 est ajouté. Le mélange est agité et incubé a I'obscurité pendant 6 min.

L'absorbance est lue a 734 nm. Les essais sont répétés 3 fois.

Un contrble négatif (le blanc) est préparé par 50 ul de I'éthanol et 1,95 ml de solution ABTS.
Une gamme d'étalons (témoin positif) (Annexe 10 (Tableau 1)) est préparé par l'acide ascorbique a

différentes concentrations (0,01 a 0,1 mg/ml).

L'activité antioxydante de nos échantillons est exprimée en pourcentage d’inhibition du radical

ABTS™ suivant I’équation:

% Inhibition = (Abs contrdle — Abs échantillon / Abs contréle) * 100

Abs controle: correspond a I’absorbance du controle.
Abs échantillon: correspond a 1’absorbance de 1’échantillon (le standard acide ascorbique ou les

extraits).

La concentration (ICso) des extraits et de l'acide ascorbique permettant de réduire 50% de
I'ABTS™ est déterminée en tracant une courbe de pourcentage de réduction en fonction de la

concentration a l'aide du logiciel Excel 2010.

B
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11.4.2. Activité antibactérienne

L’évaluation de I’activité antibactérienne de différentes concentrations des extraits (Chloro,
Méth, Inf, Déc) a été effectuée selon la méthode de diffusion des disques en milieu gélosé (Treki et
al.,, 2009 ; Liao et al., 2010). Cette méthode a exactement le méme principe que celui des tests
d’antibiogramme. C'est-a-dire, ’application de disques imprégnés de principes actifs sur des
milieux de culture ensemencés de microorganismes. La présence de I’activité antimicrobienne, se
manifeste par I’apparition d’une zone circulaire transparente autour du disque qui correspond a

I’absence de la croissance. Plus le diameétre de cette zone est grand, plus la souche est sensible.

L’Objectif de ce test est de déterminer in vitro parmi les extraits de Moringa (Chloro, Méth, Inf,
Déc) préparés celui qui a la plus grande activité inhibitrice vis-a-vis des deux bactéries utilisées :
Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa provenant de la collection de I’hopital de Métlili.

11.4.2.1. Préparation des dilutions des extraits (concentrations)

Différentes concentrations des extraits de Moringa oleifera (0,25 ; 0,5 ; 1 ; 5mg/ml) (Annexe 11)
ont été préparées. Les concentrations de I’extrait Chloro et Méth ont été préparées par le DMSO

alors que celles de I’extrait Inf et de I’extrait Déc ont été préparées dans de 1’eau distillée stérile.
11.4.2.2. Préparation des disques

Des disques (patchs) de 6mm de diameétre ont été découpés sur du papier Wattman n°1 puis ils
sont mis dans un tube a essai et stérilisés dans 1’autoclave a 120°C pendant 15min et conservés

jusqu’a utilisation.
11.4.2.3. Préparation de milieu de culture

Le milieu de culture utilisé pour le test de 1’activité antibactérienne est le milieu de culture
standard Mueller-Hinton (Annexe 11). Apres préparation et stérilisation a 1’autoclave pendant 15
min a 121°C, le milieu a été versé dans des boites de pétri a environ a 4 mm de hauteur puis laisser

quelques minutes jusqu'a la solidification.
11.4.2.4. Préparation de I’inoculum

A partir d'une culture pure des deux bactéries a tester sur milieu gélose nutritive (Annexe 11)
préalablement incubées dans I’étuve a 37°C environ 24h, quelques colonies bien isolées de

bactéries ont été raclée par une anse de platine et déchargées dans de 1’eau physiologique stérile a

=
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0,9 % (Annexe 11). La suspension bactérienne par la suite a été bien homogénéisée puis
I’absorbance de cette suspension a été mesurée dans I’intervalle de 0,08 & 0,12 a 625 nm afin

d’avoir une concentration bactérienne de 108UFC/m.

L’utilisation de I’inoculum (I’ensemencement) doit étre faite dans les 15 min qui suivent sa

préparation a la température ambiante.
11.4.2.5. Ensemencement

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

bactéries utilisées (E. coli et Pseudomonas aeruginosa).

A I’aide d’une pince stérile et sous une hote bien propre et stérilisée, les disques contenant les
différentes concentrations des extraits ont été déposés sur la surface du milieu ensemencé. Un

témoin négatif a été préparé avec de I’eau distillée stérile pour les extraits aqueux et le DMSO pour

Un disque de I’antibiotique (Gentamicin, 10ug) a été utilisé et deposé dans les boites de pétri

ensemencées comme un témoin positif.
11.4.2. 6. Incubation

Apres incubation pendant 18-24 heures a 37°C dans de I’étuve, les résultats de 1’activité
antibactérienne de nos extraits ont €té observés tout en mesurant a 1’aide d’une regle les diametres
d’inhibition des différentes concentrations des extraits et des témoins. Les tests ont €été répétés trois

fois.
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Résultats et Interprétations

I. Analyse des quatre extraits des feuilles de M. oleifera
I.1. Analyse qualitative: Screening phytochimique

Les tests du criblage phytochimique ont détecté la présence de quelques meétabolites
secondaires dans les quatre extraits des feuilles de Moringa oleifera. Ces tests ont été réalisés par
des réactions baseés sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs

spécifiques.
1.1.1. Les polyphénols

L'apparition d'une coloration verte légérement foncé dans I'extrait Chloro et verte moins foncé
dans l'extrait Déc et Inf, et une coloration bleu noiratre dans l'extrait Méth (Figure 19) signifie la

présence des polyphénols.

—
II

Figure 19. Mise en évidence chimique des polyphénols (original).
1: Chloro ; 2: Méth ; 3: Inf ; 4: Déc.

1.1.2. Les flavonoides

L'observation d'une coloration rose orangé (clair) dans I'extrait Déc et moins foncé dans I'extrait
Inf, foncé dans I'extrait Méth, et pas bien clair dans I'extrait Chloro (Figure 20) indique la présence
des flavonoides. Cela signifie que notre plante contient des flavonoides libres qui peuvent étre de

type flavones.
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1 2
3 4

Figure 20. Mise en évidence chimique des flavonoides (original).
1: Chloro ; 2: Méth ; 3: Inf ; 4: Déc. T: témoin

1.1.3. Les tanins condensés

La formation d'un précipité de couleur verte, jaune ou marron en gros flocons respectivement au
fond des tubes des extraits Méth, Inf et Déc (Figure 21) révele la présence des tanins condensés

alors que I’extrait Chloro le résultat pas bien clair.
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Figure 21. Mise en évidence chimique des tanins condensés (original).
1: Chloro ; 2: Méth ; 3: Inf ; 4: Déc.

1.1.4. Les terpenoides

Un anneau marron apparait a l'interphase dans les extraits Méth, Inf et Déc (Figure 22) indique la

présence des terpenoides, alors qu'il est absent dans I'extrait Chloro.

.
Figure 22. Mise en évidence chimique des terpenoides (original).
1: Chloro ; 2: Méth ; 3: Inf ; 4: Déc.

1.1.5. Les saponosides

L’apparition dans I'extrait Déc (Figure 23), d’une mousse persistante avec une hauteur supérieur

a 1cm (plus de 2 cm) indique une présence assez importante des saponines dans la plante. Par contre

on a noté son absence dans l'extrait Inf.
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1: Infusé 2: Decocte
aprés 20 min aprés 20 min

Figure 23. Mise en évidence chimique des saponosides (Méthode 1)

(original).

Selon la 2° méthode, dans le tube 03 (figure 24) la mousse est mesurée a 0,9 cm qui est proche de
lem. L’indice de mousse est calculé avec un résultat de 150 qui est supérieur a 100 et ceci montre la

présence des saponines dans les feuilles de la plante.

Figure 24. Aspect de la mousse dans la série des tubes aprés 20 min (Méthode 2) (original).

1.1.6. Les sucres réducteurs

Un précipité rouge briqué a été observé dans les quatre extraits (Figure 25) ce qui indique que les

feuilles de notre plante contiennent des sucres réducteurs.
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Figure 25. Mise en évidence chimique des sucres réducteurs (original).
1: Chloro ; 2: Méth ; 3: Inf ; 4: Déc.

1.1.7. Les alcaloides

A travers des résultats de criblage des alcaloides réalisé par le test du réactif de Wagner, une
apparition d’une couleur de précipité brun-rougeatre dans 1’extrait Déc, tandis que dans les extraits
Méth et Inf transmettent des traces d’une couleur de précipité. Alors que dans 1’extrait Chloro
aucune couleur de précipité n’est apparue. Par contre des résultats des alcaloides par le test du

réactif de Mayer dans les quatre extraits sont apparus négatif.

Les résultats du criblage phytochimique récapitulées dans le Tableau (3), montrent la présence
des polyphénols et flavonoides, les sucres réducteurs dans tous les extraits. Les terpenoides et tanins
condensés sont présents dans l'extrait Méth, Inf et Déc en quantité importante, alors ils ont été
absents dans I'extrait Chloro. Les tanins catéchiques ont été aussi absents dans ce dernier extrait
(Chloro) et présents dans les trois autres extraits (Méth, Inf, Déc).

La révélation de la présence des alcaloides par le test au réactif de Mayer a donné un résultat
négatif pour les quatre extraits alors que I’utilisation du réactif de Wagner a montré qu'ils sont
faiblement présents dans I'extrait Déc. Les saponosides ont été trouvés en quantité assez importante
dans l'extrait Déc.

La présence ou I'absence d'un métabolite dans un extrait revient au type du solvant et la méthode
d'extraction et le temps ; dont les métabolites apolaires (les terpénoides) sont plus solubles dans les

|«
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solvants organiques apolaires et moins solubles dans les solvants polaires alors que les métabolites
polaires (polyphénols, tanins polysaccharides...) sont plus solubles dans les solvants polaires

(méthanol, éthanols, eau...) et moins solubles dans les solvants organiques apolaires.

D’aprés les résultats obtenus des tests préliminaires du screening phytochimique, nous pouvons
prédire que les feuilles de Moringa oleifera contiennent une diversité de métabolites secondaires

importante.

Tableau 3. Résultats des tests préliminaires de mise en évidence de quelques métabolites

secondaires des quatre extraits de feuilles de Moringa oleifera.

Résultats
. _ Extrait Extrait Extrait | Extrait
Metabolites chloroformique | méthanolique | infusé | décocté
Terpénoides - +++ + i+
Polyphénols + +++ ++ ++
Flavonoides + /- +++ ++ +
Tanins galliques - - - -
Tanins condensés - ++ ++ ++
Alcaloides (réactif de Mayer) - - - -
Alcaloides (réactif de Wagner) - +/- +/- +
Saponosides | 1% méthode / / - .
2° méthode / / / +
Sucres réducteurs ++ ++ + ++

(+++): Fortement présent ; (++): Moyennement présent ; (+): Faiblement présent ;

(-): Absence ; +/- Traces ; /: non déterminé.
1.2. Détermination du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction, qui est exprime en % et calculé par rapport au poids de la matiére
seche de depart utilisee de M. oleifera, varie en fonction du solvant utilise et de la méthode

d’extraction. Il varie de 4,26 % a 78,66% respectivement chez 1’extrait Chloro et Inf.

Les rendements les plus élevés ont été observes dans les extraits aqueux (Inf et Déc) par rapport

aux extraits Chloro et Méth qui sont moins élevés. Le résultat le plus élevé est observé dans 1’extrait

Inf (Tableau 4).
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On peut constater que le rendement d'extraction augmente avec la polarité des solvants et differe

entre les méthodes d’extraction pour le méme type de solvant.

Tableau 4. Aspect, couleur, poids sec et rendement des quatre extraits de feuilles de

Moringa oleifera.

Extrait L'aspect La couleur Poids sec (g) | Rendement (%)
Chloroformique | Pateux Vert foncé 0,85 4,26
Méthanolique Pateux Vert foncé 1,25 6,23
Infuse Poudre Marron 7,87 78,66
Décocté Poudre | Marron jaunatre 18,95 27,07

Les extraits obtenus par solvants organiques (Chloro et Méth) présentent généralement apres
leurs séchage un aspect pateux de couleur verte foncé et les extraits aqueux présentent un aspect
poudreux de couleur marron foncé pour I’extrait Inf et jaunatre pour I’extrait Déc (Tableau 4 ;
Figure 26).

Figure 26. Aspect et couleur des quatre extraits aprés séchage (original).

1: Chloro ; 2: Méth ; 3: Inf; 4: Déc.
1.3. Analyse quantitative: Dosage des composees phénoliques

Un dosage des polyphénols totaux (PTS), des flavonoides (FI) ainsi que des tanins condensés
(TC) a été réalisé sur les quatre extraits (Chloro, Méth, Inf, Déc) préparés a partir des feuilles de

Moringa oleifera.

Le contenu en polyphénols totaux a été déterminé par la méthode du Folin-Ciocalteu avec
utilisation de I’acide gallique comme standard (765nm). Les flavonoides ont été dosés par
utilisation de la méthode du trichlorure d’aluminium tout en utilisant la rutine comme standard

(430nm) alors que les tanins condensés ont été quantifiés selon la méthode de Deshpande et al.

(1986) par la vanilline en utilisant la catéchine comme standard (500nm).
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Les résultats du dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés dans les
quatre extraits spectrophotomeétre UV-Visible sont représentés dans le Tableau5 et les
diagrammes (Figure 27). Les gammes d’étalonnage des trois standards sont représentées dans les
Annexe 5, 7, 9.
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Figure 27. Les teneurs en polypnénols, en flavonoides et en tanins des quatre extraits

de feuilles de M. oleifera.

Les résultats obtenus montrent une présence des polyphénols totaux, des flavonoides et des
tanins condensés dans les quatre types d’extraits avec une variabilité des teneurs constatées entre
eux. Pour les PTS, les teneurs dans les quatre extraits sont proches mais nous pouvons distinguer la
teneur la plus élevée dans I'extrait Méth avec 348,61 + 7,55 mg EAG/g de MS et la faible teneur
dans I'extrait Chloro avec 318,37 + 2,52 mg EAG/g de MS. Ces résultats confirment le test du
criblage phytochimique qui a indiqué la présence des PTS dans tous les extraits et fortement dans
I'extrait Méth.

Pour les teneurs en Fl, les teneurs les plus faibles ont été enregistrées dans les extraits aqueux
avec 70,27 + 0,14 et 83,84 £ 0,96 mg ER/g de MS respectivement dans les extraits Inf et Déc, alors
que les teneurs les plus élevee ont été enregistrée dans les extraits obtenus par les solvants
organiques avec 444,32 + 0,82 et 178,93 £ 1,10 mg ER/g de MS respectivement dans les extraits
Chloro et Méth.
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Les teneurs en TC ont été trouvent en quantité plus importante dans tous les extraits en
comparaison avec les PTS et les FI ce qui peut indiquer que les feuilles de notre plante sont tres
riches en tanins. Les extraits aqueux (Inf et Déc) ont présentés des quantités moyennement élevée
avec 522,50 + 20,53 et 587,81 + 30,79 mg EC/g de MS respectivement par contre la teneur la plus

faible a été obtenue dans l'extrait Méth.

Donc, on peut dire que I'extrait Déc obtenu par la méthode préconisée en médecine traditionnelle
donne des quantités élevees de polyphénols, de flavonoides et de tanins que I'extrait d'infusion (Inf)
et que les teneurs en ces métabolites peut dépendre de plusieurs facteurs comme : la solubilité de
ces composes dans les solvants, la méthode de dosage et la méthode d'extraction.

Tableau 5. Teneurs en composées phénoliques dans les quatre extraits de feuilles de Moringa

oleifera.
Chloroformique Meéthanolique Infusé Décocté
Polyphénols (a) 318,37 £ 2,52 348,61 + 7,55 | 335,27 + 16,35 | 341,49 +2,52
Flavonoides (b) 444,32 £ 0,82 178,93 +1,10 | 70,27 0,14 83,84 £ 0,96
Tanins (c) 1727,14 + 115,20 130,62 + 41,05 | 522,50 + 20,53 | 587,81 + 30,79

(a) exprimée en mg EAG/g d'extrait ou MS
(b) exprimée en mg ER/g d'extrait ou MS
(c) exprimée en mg EC/g d'extrait ou MS

I1. Activité antioxydante des extraits
I1.1. Test du DPPH

L'activitée antioxydante des différents extraits de feuilles de Moringa oleifera vis-a-vis du radical
DPPH a éte évaluée par spectrophotometre UV-visible en suivant la réduction de ce radical qui

s'accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 515 nm.

Les résultats du standard (Acide ascorbique) (Figure 28) et des quatre extraits (Chloro, Méth, Inf,
Déc) sont présentés dans les Figures (29, 30, 31, 32). Une augmentation du pourcentage d'inhibition
de DPPH a été noté avec l'augmentation des concentrations des extraits, dont les extraits Déc, Inf et
Méth présentent respectivement une activité anti-radicalaire tres importante et presque similaires
avec des pourcentages maximales de 87,28 + 1,30; 83,96 + 0,81; 82,28 + 7,27% et des
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concentrations de 18,95; 17,06 ; 105,35 mg/ml. Alors que I'extrait Chloro posséde une faible
activité avec 31,91 + 0,90% et une concentration de 4,86 mg/ml.

Acide ascorbique
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Figure 28. Variation du pourcentage d'inhibition de DPPH en fonction de la
concentration (mg/ml) de I'acide ascorbique.
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Figure 29. Variation du pourcentage d'inhibition de DPPH en fonction de la
concentration (mg/ml) de I'extrait Chloro.
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Extrait Méthanolique
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Figure 30. Variation du pourcentage d'inhibition de DPPH en fonction de la
concentration (mg/ml) de I'extrait Méth.
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Figure 31. Variation du pourcentage d'inhibition de DPPH en fonction de la
concentration (mg/ml) de I'extrait Inf.



Résultats et Interprétations

Extrait Décocté
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Figure 32. Variation du pourcentage d'inhibition de DPPH en fonction de la

concentration (mg/ml) de I'extrait Déc.

Les valeurs de I'lCso présentés dans le Tableau (6) et calculés a partir des courbes de tendance

nous ont permis de distinguer : parmi les quatre extraits de notre plante, I’extrait Déc représente la

meilleure activité inhibitrice avec une ICsy de 5,2 mg/ml suivi par 1’extrait Méth avec une 1Csq de

9,04 mg/ml, I’extrait Chloro avec une 1Csy de 7,41 mg/ml et ’extrait Inf avec I1Csq de 56,63 mg/ml.

En comparaison avec 1’ICsq du standard (acide ascorbique) qui est de 0,07 mg/ml, les quatre extraits

montrent une activité importante mais reste toujours faible par rapport a 1’antioxydant le plus

puissant qui est 1’acide ascorbique.

Tableau 6. Valeurs de I'Csy (mg/ml) pour le test DPPH de I'acide ascorbique et les

quatres extraits des feuilles de Moringa oleifera.

Extrait ICs0 (mg/ml)
Chloroformique 7,41
Meéthanolique 9,04
Infusé 56,63
Décocte 5,2
Acide ascorbique 0,07
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I1.2. Test de PABTS "

L'activité antioxydante des différents extraits de feuilles de Moringa oleifera vis-a-vis du radical
cation ABTS a été évaluée par spectrophotometre UV-Visible, en suivant la réduction de ce radical

qui est de couleur verte foncée et commence a devenir verte claire mesurable a 734 nm.

Les résultats in vitro (Figure 33) montrent qu’une activité antiradicalaire importante a été obtenu
dont I’extrait Déc avec un pourcentage d’inhibition maximal de 74,19 + 1,45% qui est supérieure au
pourcentage d’inhibition de I’extrait Inf avec 56,23 + 1,97%, au pourcentage d’inhibition de
I’extrait Méth avec 38,07 = 0,54%, et au pourcentage d’inhibition de I’extrait Chloro qui est de

29,47 £ 0,59%. Ces pourcentages des extraits sont obtenus avec la concentration de 1mg/ml.
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Figure 33. Variation du pourcentage d'inhibition de I'ABTS ™ en fonction de la
concentration des quatre extraits de feuilles de Moringa oleifera.

Pour I’acide ascorbique, on a obtenu un pourcentage d’inhibition maximal de 57,56% avec la
concentration de 0,08 mg/ml qui est inférieur au pourcentage d’inhibition d’extrait Déc et supérieur

aux pourcentage d’inhibition des extraits Inf, Méth et Chloro (Figure 34).
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Figure 34. Variation du pourcentage d'inhibition de I'ABTS " en fonction de la
concentration de I'acide ascorbique.

Les valeurs d’ICsq définies dans le Tableau (7) expriment une activité antiradicalaire intéressante
dont I’extrait Déc avec une concentration de valeur 0,66mg/ml par rapport aux extraits Inf, Méth et
Chloro dont leurs 1Csq sont respectivement de 0,85 mg/ml, 1,24 mg/ml et 1,35 mg/ml.

En comparant 1’ICsp du standard (de 1’acide ascorbique) qui est de 0,07 mg/ml avec nos quatre
extraits, on peut dire que 1’acide ascorbique reste toujours I’antioxydant le plus puissant du fait qu’il
posséde une activité antiradicalaire trés élevée par rapport aux activités des quatre extraits malgré
que ces derniers possédent des activités antiradicalaires (des 1Csp) trés intéressantes surtout pour les

extraits aqueux.

Tableau 7. Valeurs de I'lCso (mg/ml) pour le test ABTS de I'acide ascorbique et les quatres

extraits des feuilles de Moringa oleifera.

Extrait 1Cs0 (mg/ml)
Chloroformique 1,35
Méthanolique 1,24
Infusé 0,85
Décocté 0,66
Acide ascorbique 0,07

Les résultats du test de ’ABTS et du DPPH confirment les uns des autres avec des ICsq des

extraits Chloro et Méth supérieurs a celle des extrais aqueux (Inf et Déc) a I'exception de l'extrait

3
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Inf qui a présenté une activité antiradicalaire faible avec une ICsy supérieur aux 1Csqo des autres
extraits dans le test du DPPH. Ces résultats permettent de constater que les feuilles de notre plante
présentent un pouvoir antioxydant tres important, cela peut étre expliqué par les teneurs élevées en

polyphénols, flavonoides et en tanins condensés trouvées dans les quatre extraits.
I11. Activité antibactérienne des extraits

Pour étudier in vitro I’activité antibactérienne de nos quatre extraits obtenus a partir des feuilles

de Moringa oleifera, la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé a été utilisée.

Cette activité est estimée, apres 24 heures d'incubation a une température de 37°C, par mesure du
diamétre de la zone d'inhibition de la croissance microbienne autour des disques contenant les
différentes concentrations des quatre extraits (Chloro, Méth, Inf, Déc) vis-a-vis des deux bactéries

négatives testées (Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa).

Les résultats récapitulés dans le Tableau (8) ci-dessous montrent que les différentes
concentrations des extraits ont des activités antimicrobiennes de degrés variables contre les deux
bactéries testées. Une augmentation du diamétre de zones d'inhibition d'un extrait a été révélée avec

l'augmentation de la concentration.

Pour la bactérie E. coli, les zones d'inhibitions les plus élevées ont été de 15 ; 9,5 ; 7 mm
enregistrées dans I'extrait Déc (Figure 38) respectivement pour les concentrations 5 ; 0,5 ; 0,25
mg/ml. Les extraits Chloro et Méth (Figure 36) ont présentés des zones d’inhibition de diamétres
moyens (de 6 a 11 mm pour I’extrait Chloro et de 7 a 8 mm pour I’extrait Méth) pour des
concentrations variant de 0,25 a 5 mg/ml, alors que I'extrait Inf (Figure 37) n’a possédé aucune

zone d'inhibition (aucune activité antibactérienne) pour les quatre concentrations de 1’extrait.




Résultats et Interprétations

Figure 35. Photo représentative des zones d'inhibition (mm) de 1’extrait Chloro (A) et
Méth (B) sur E. coli (original).

Figure 36. Photo représentative des zones d'inhibition (mm) de I’extrait Inf sur E. coli
(original)

[
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Figure 37. Photo représentative des zones d'inhibition (mm) de I’extrait Déc
sur E. coli (original).

Concernant la bactérie Pseudomonas aeruginosa (Figure 39), nous remarquons que les extraits
Méth et Chloro possédent des zones d'inhibition presque similaires et les plus élevees par rapport
aux deux autres extraits avec des diametres allant de 6,5 ou 7 mm a 10mm respectivement pour les
concentrations des extraits variant de 0,25 a 5 mg/ml. Pour I’extrait Inf, nous n‘avons noté aucune
inhibition pour les concentrations de 0,25 et 0,5 mg/ml alors que des diamétres d’inhibition de 6,5
mm et 7 mm ont été observé respectivement pour les concentrations de 1 et 5 mg/ml. Ces derniers

diametres ont été aussi noteés dans 1’extrait Déc pour les concentrations allant de 0,25 a 5 mg/ml.

Il faut noter que ces zones d’inhibition obtenues pour les différentes concentrations des quatre
extraits contre les deux bactéries testées sont nettement faible en majorité par rapport au diameétre
d’inhibition de I’antibiotique (Gentamicin, 10ug) mais il ne faut pas oublier que la concentration de

ce dernier est plus élevée.

Donc, nous pouvons déduire que nos extraits possédent une activité antibactérienne non
négligeable voir importante pour les deux bactéries testées avec une sensibilité de E. coli plus
prononcée que Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis des quatre extraits. Cette activité antibactérienne
trouvée dans nos extraits peut étre due a la quantité importante en polyphénols, en flavonoides et en

tanins préalablement enregistrés.
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Tableau 8: Diametre des zones d'inhibition (mm) obtenus par les différentes concentrations des

quatre extraits de feuilles de M. oleifera contre les bactéries E. coli et Pseudomonas aeruginosa.

La bactérie Extrait Concentration (mg/ml)
5 1 0,5 | 0,25 | Gentamicin
10ug
Escherichia coli Chloroformique 1lmm | 10mm | 6,5mm | 6mm
Méthanolique 100% | 8mm 7mm | 7mm | 7mm
. 25,4 mm
Infusé 0 0 0 0
Décocté 15mm ND | 9,5mm | 7mm
Pseudomonas Chloroformique 10mm | 7mm | 7mm | 7mm
aeruginosa Meéthanolique 100% | 10mm | 7mm | 7mm | 6,5mm
21,125mm
Infusé 7mm 6,5 0 0
Décocté 7mm | 6,5mm | 6,5mm | 6,5mm

PD: Non déterminé

Figure 38. Photo représentative des zones d'inhibition (mm) des quatre extraits sur
Pseudomonas aeruginosa (original).

A: Chloro ; B: Méth ; C: Inf; D: Déc ; ED: eau distillée ; DMSO: Diméthylsulfoxyde.
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Discussion

La comparaison de nos résultats avec ceux de la littérature n’est pas facile en raisons de

I’influence de divers facteurs : I’origine géographique de 1’échantillon et la procédé d’extraction et

de dosage (Avallone et al., 1997 ; Hristov et al., 2013 ; Ladjemi et Ouhaddad, 2016).

Les tests préliminaires du criblage phyto-chimique ont permis la mise en évidence de quelques
métabolites dans la partie feuilles de notre plante comme les polyphénols, les flavonoides (flavone),

tanins, saponosides, terpénoides et composés réducteurs.

Shahriar et al. (2012) ; Roopalatha et Nair, (2013) ; Okumu et al. (2016) ; Sankhalbar et
Vernekar (2016) ; Udosen et al. (2016) ont aussi rapporté la présence de ces mémes coOmposés
chimiques au niveau des feuilles de Moringa oleifera ce qui rejoignent parfaitement les résultats du
criblage obtenu sur notre plante qui est M. oleifera.

L’effet des solvants sur le rendement d'extraction a été signalé dans de nombreuses études ou on
peut citer a titre d’exemple Hayouni et al. (2007) et Ben El Hadj Ali et al. (2014). Clara et al.
(2010) et Khlifi et al. (2011) ont montré que la polarité du solvant a une grande importance, ainsi, la
variation des rendements des divers extraits peuvent étre attribués aux polarités des différents

COmMpOsés.

De ce fait, les extraits aqueux (Inf et Déc) ont donné les meilleurs rendements (respectivement
78,66 et 27,07%) que les extraits organiques (Chloro et Méth) avec 4,26 et 6,23% respectivement.
Nous pouvons constater que le rendement augmente avec l'augmentation de polarité des solvants
d'extraction et que l'eau a réalisé I'extraction d'une grande quantité de composé que les autres

solvants.

Cela peut s'expliquer par le simple fait que I'eau est un solvant fortement polaire connu pour
extraire une large gamme de molécules dont une quantité importante de composes non phénoliques

comme les glucides et les protéines (Bonnaillie et al., 2012).

Le rendement obtenu dans notre extrait Inf a été révélé plus élevé que le rendement de I'extrait
aqueux (macére) de poudre (38,5%) obtenu par Khan et al. (2017), que le rendement de I'extraction
par la perfusion de poudre dans I'eau chaude (8,5%) obtenu par Tsala et al. (2013) et aussi de

I'extrait aqueux obtenu par la méthode de Soxhlet (11,78%) enregistré par Roopalatha et Nair

(2013).
=]
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De plus, le rendement enregistré dans I'extrait Déc est aussi plus important que les rendements
obtenus dans le perfusé (8,5%) (Tsala et al., 2013) et par Soxhlet (11,78%) (Roopalatha et Nair,
2013), mais inférieur au rendement obtenu par macération de feuilles de M. oleifera (38,5%)

rapportés par Khan et al. (2017).

L'extrait de feuilles obtenu par la méthode de Soxlhet en utilisant le chloroforme comme solvant
a donné un rendement de 3,43% (Roopalatha et Nair, 2013) qui est légerement inférieur au
rendement de notre extrait Chloro (4,26%). Par contre le rendement de notre extrait Méth est
inférieur que celui de I'extrait méthanolique obtenu par la méthode de Soxlhet (20%) enregistré
chez Roopalatha et Nair (2013).

Le dosage des phénols totaux a été réalisé par la méthode du Folin-Ciocalteau. Ce réactif n'est
pas spécifique des polyphénols. Il est extrémement sensible a la réduction de tous les groupes
d'’hydroxyles non seulement celles des composés phénoliques, mais aussi de certains molécules
comme les sucres et les protéines. L'analyse quantitative par ce réactif donne donc une évaluation

brute et approximative de toutes les composees phénoliques d'un extrait (Beddou, 2015).

Le dosage nos extraits a montré que les extraits de feuilles de notre plante (M. oleifera)
contiennent des quantités importantes de polyphénols (348,61 + 7,55 ; 341,49 + 2,52 ; 335,27 *
16,35 ; 318,37 + 2,52 mg EAG/g respectivement dans I’extrait Méth, Déc, Inf et Chloro).

Ces teneurs sont trés élevées en comparaison avec les résultats enregistrés par Pari et al. (2007)
dans I'extrait méthanolique (100%) de feuilles de M. oleifera avec 118 mg /g et ceux enregistrés par
Sankhalkar et Vernekar. (2016) dans le méme type d’extrait avec 2,18 mg/ml. Ben Hamouche et
Mohammedi (2016), en utilisant le méthanol 80% ont obtenus une teneur de 26,55 mg EAG/g dans
les feuilles de M. oleifera alors que Okumu et al. (2016) ont obtenus une teneur de 52,04 mg
EAG.g-1 dans les extraits de feuilles de M. oleifera séchées a l'air libre et cultivées au Kenya. Par
contre les teneurs enregistrées dans les feuilles de M. oleifera des zones urbaines (0,6 mg/g) et des
zones cotieres (0,4 mg/ g) utilisant ce méme dernier solvant (méthanolique 80%) (Babychan et al.,

2017) ont été nettement inférieurs a ceux enregistrées dans nos extraits.

Les teneurs de nos extraits aqueux sont aussi supérieurs aux résultats des extraits aqueux obtenus
par Okumu et al. (2016) avec une teneur de 35,42 mg EAG/g MS et par Amrouche et Yaya (2017)
avec des teneurs de 26,76 et 28,02 mg EAG/g MS respectivement dans deux poudres de feuilles de
M. oleifera récoltées au Sud de 1’Algérie et séchées dans deux endroits différents. Elles sont aussi
supérieures a ceux de Tsala et al. (2013) avec 0,06 mg EAG / g MS dans I'extrait aqueux de

feuilles de M. oleifera. Par ailleurs, nos résultats s'accordent bien avec la teneur enregistrée dans

s
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I’extrait aqueux obtenu par macération des feuilles de M. oleifera ou une dose de 31,62 g
EAG/100g a été noté (Khan et al., 2017).

Les résultats obtenus montrent que les quatre extraits contiennent des teneurs en flavonoides de
44432 +£ 0,82 ; 178,93 + 1,10 ; 83,84 £ 0,96 ; 70,27 + 0,14 mg ER/g respectivement dans 1’extrait
Chloro, Méth, Déc et Inf. Ces teneurs sont trés importantes en comparaison avec le résultat obtenu
avec l'extrait méthanolique (80%) de poudre de feuilles de M. oleifera ou une teneur de 1,63 mg
EQ/g d’échantillon a été enregistrée (Mouhoubi et Bachioua, 2017). Elles sont également
supérieures aux résultats des extraits aqueux obtenus par Ladjemi et Ouhaddad (2016) dans du
mucilage brut de la poudre de feuilles de M. oleifera avec une teneur de 1,56 mg EQ/g échantillon
et par Amrouche et Yaya (2017) avec des teneurs de 0,24 et 0,22 mg EQ/g MS enregistrées dans les

extraits méthanolique (80%) de poudre de feuilles de M. oleifera séchées a deux endroits différents.

Par ailleurs, nos résultats s’accordent bien avec la teneur totale en flavonoides enregistrée dans
I’extrait méthanolique a 80% (366,09 mg EC/g) et I’extrait aqueux (79,13 mg EC/g) dans les
feuilles de M. oleifera (Lam) (Okumu et al., 2016). Alors, ils sont supérieurs a la teneur de 1’extrait
méthanolique a 80% des feuilles de M. oleifera ou une teneur de 1,3 mg/g a été obtenu dans le
Moringa de la zone urbaine et de 1,1 mg/g a été obtenu dans le Moringa de la zone cbtiere
(Babychan et al., 2017).

Donc, nos résultats montrent que la teneur en flavonoides dans 1’extrait Chloro est supérieure a
celle de I’extrait Méth. Ces extraits possédent des teneurs plus élevées par rapport aux extraits Déc
et Inf, ce qui traduit que les feuilles de Moringa oleifera possedent des teneurs en flavonoides libres
plus solubles dans les solvants apolaires et des flavonoides glycosylés (hétérosides) qui sont plus

solubles dans les solvants polaires.

Les résultats obtenus montrent que nos extraits contiennent des teneurs en tanins condensés en
une quantité importante (1727,14 + 115,20 ; 587,81 + 30,79 ; 522,50 + 20,53 ; 130,62 + 41,05 mg
EC/g respectivement dans les extraits Chloro, Inf, Déc et Méth). Ces teneurs (spécialement les
extraits aqueux) sont trés élevées en comparaison avec les résultats des extraits méthanoliques
(80%) obtenus par Mouhoubi et Bachioua (2017) dans des poudres de feuilles de M. oleifera séchés
a deux endroits différents avec des teneurs de 1,18 mg EC/g Ech et 1,02 mg EC/g Ech). Elles sont
également supérieures aux résultats des extraits aqueux aussi de la poudre de feuilles séchées de M.
oleifera ou une teneur de 0,48 mg EC/g MS a éte obtenue (Amrouche et Yaya, 2017). Alors

qu’elles sont toujours supérieurs a la teneur des extraits méthanoliques (80%) de feuilles de M.
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oleifera de la zone urbaine (avec une teneur de 0,02 mg/g) et de la zone c6tiére (avec une teneur de
0,01 mg/g) (Babychan et al., 2017).

Les extraits Déc et Inf et Méth et Chloro présentent une activité antiradicalaire contre le DPPH
avec des pourcentages maximales obtenus de 87,28 £ 1,30 ; 83,96 + 0,81 ; 82,28 + 7,27 ; 31,91
0,90% et des IC5q de 5,2 ; 56,63 ; 9,04 ; 7,41 mg/ml respectivement.

Des études récentes ont montré que 1’extrait aqueux de feuilles de M. oleifera présente une
activité antioxydante contre le DPPH de 79,9% (Ben Hamouche et Mohammedi, 2016), de 55,1% a
une concentration de 100 mg/ ml d'extrait aqueux (macération) de feuilles séchées de M. oleifera
(Khan et al., 2017) et de 81% de poudre de feuilles de M. oleifera extraite dans de I'eau distillée en
utilisant un bain d'eau sous agitation (Fombang et Saa, 2016). Ces résultats trouvés sont presque
similaires au pourcentage obtenu avec notre extrait Déc. Par contre les pourcentages obtenus par
Fitriana et al, (2016) montrent que les extraits méthanoliques et dichlorométhanoliques de feuilles
de M. oleifera présentent un pouvoir antiradicalaire importante que notre extrait avec des
pourcentages d'inhibition de 90,59 ; 17,67% et des ICs, de 49,30 ; 1035,57 pg/ml respectivement.

Les résultats du test d’ABTS montrent que les extraits Chloro, Méth, Inf et Déc possedent une
activité antioxydante importante avec des ICso de 1,35; 1,24 ; 0,85 et 0,66 mg/ml respectivement.
Une ICx similaire a notre extrait Méth a été obtenue par Charoensin (2014) ou une valeur de 1,02
mg/ml a été enregistrée dans I’extrait méthanolique de feuilles de M. oleifera. Alors qu’une valeur
nettement inférieur (11,73 pg/ml) a été enregistrée dans I’extrait méthanolique de feuilles de cette

méme derniére plante (Fitriana et al., 2016).

Selon Leone et al. (2015), les feuilles de M. oleifera présentaient une capacité antioxydante
totale élevée, par conséquent a une teneur élevée en polyphénols totaux. Donc, une grande activité
antioxydante se trouve dans des composés tels que les flavonoides, les phénols, les tanins, les
saponines, les alcaloides, les terpenoides, qui induisent la restriction du stress oxydatif en piégeant
les radicaux libres par produire des électrons (Babychan et al., 2017). De cela, nous constatons que
le potentiel important de I’activité antiradicalaire obtenu est peut-étre di aux teneurs élevées en

composés phénoliques enregistrées dans nos extraits.

Le solvant d’extraction joue aussi un rble important dans 1’extraction des composés
antioxydants. Selon Okumu et al. (2016), le systeme de solvant aqueux-méthanol a un meilleur

potentiel d'extraction des composants antioxydants.
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Pour la bactérie E. coli, les zones d'inhibitions les plus élevées (15 ; 9,5 ; 7 mm) ont été mesurees
dans I'extrait Déc. L'extrait Chloro et Méth présentent des zones de diameétre entre 6 mm et 11 mm,
alors que I'extrait Inf ne posséde aucune zone d'inhibition pour les quatre concentrations utilisées
(0,25;0,5; 1 ; 5 mg/ml). Ces données s‘accordent avec les travaux sur les extraits aqueux (infusé et
maceré) de feuilles de M. oleifera ou un effet contre E. coli a été enregistré avec une zone
d'inhibition de 11mm (Pawaskar et Sasangan, 2017). Avec ces mémes conditions d’étude, Udosen
et al. (2016) n’ont obtenu qu’une zone de 3 mm alors que Vinoth et al. (2012) n’ont aucun effet

inhibiteur sur E. coli.

L’effet inhibiteur de 1’extrait Chloro de notre plante sur E. coli a aussi été observé par Devendra
et al. (2012) et Bukar et al. (2011) ou I’extrait chloroformique de feuilles de M. oleifera a donné un
diamétre d’inhibition d’environ 8 mm. Alors que 1’extrait méthanolique de Pawaskar et Sasangan
(2017) a donné une zone d’inhibition de 12 mm ce qui n’est pas le cas pour notre extrait contre E.

coli.

Les résultats de I’activité antibactérienne des extraits Chloro et Méth contre 1’espéce
Pseudomonas aeruginosa montrent que ces extraits possedent une activité antibactérienne avec des
zones d’inhibition élevées par rapport aux extraits aqueux (Déc et Inf). Ces derniers présentent des
zones d’inhibition similaires de diamétre 7 et 6,5 mm pour les concentrations de 5 et Img/ml et
différentes dans les concentrations 0,5 et 0,25 mg/ml (6,5 mm pour I’extrait Déc et 0 mm pour
I’Inf). L’absence d’effet de notre extrait Inf contre P. aeruginosa aux concentrations de 0,5 et
0,25mg/ml a aussi eté rapportée par Vinoth et al. (2012) dont I'activité antibactérienne a été aussi
réalisée avec un extrait aqueux des feuilles séchées de M. oleifera. Alors que Pawaskar et Sasangan
(2017) ont rapporté la présence d'une zone d’inhibition de 11 mm pour I'extrait aqueux de feuilles
de M. oleifera contre P. aeruginosa, qui est supérieur que celle trouvée avec nos extraits aqueux
(Déc et Inf). En outre, selon Mashiar et al. (2009), l'extrait d'eau froide de feuilles fraiches de M.
oleifera a montré un effet antibactérien relativement meilleur contre P. aeruginosa et Pseudomonas
spp avec des zones d'inhibition enregistrées de 15 et 27,5 mm respectivement, et qui sont aussi

supérieurs aux zones de nos extraits aqueux.

Un diamétre de la zone d’inhibition de 6,67 mm a été obtenu par Singh et Tafida (2013) avec un
extrait méthanolique a une concentration de 30 mg/ml contre P. aeruginosa, alors ce méme
diametre a été obtenu par notre extrait Méth a des concentrations seulement de 0,25 a 1mg/ml.
Tandis que, I'extrait methanolique de poudre de feuilles séchées de M. oleifera, a donné un

diamétre de 12mm par Pawaskar et Sasangan (2017).
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Ces méme derniers auteurs et Devendra et al. (2011) et par la méthode de diffusion de puits
d’agar ont rapportés une zone d’inhibition de 10 mm de l'extrait chloroformique de poudre de
feuilles de M. oleifera, ce qui s'accorde bien au diamétre de la zone de notre extrait une
concentration de 5mg/ml. Par contre, 'activité antibactérienne de ce méme type d’extrait n'a montré

aucun effet inhibiteur contre Pseudomonas aeruginosa (Vinoth et al., 2012).

L’activité antimicrobienne des extraits de plantes est due aux différents composés chimiques
présents dans ces extraits, y compris les huiles essentielles, les flavonoides et ainsi que d’autres
composés de nature phénolique, qui sont considérées comme des composés antibiotiques tres actifs.
La variation de la composition chimique explique donc les variations observées dans ’activité
antimicrobienne des extraits d’une méme plante. L’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre
due a un constituant actif principal, mais a I’action combinée (synergie) de différents composés
trouvées dans cet extrait (Yakhlef, 2010).

Pour cela, lI'activité antimicrobienne entre les extraits se différe par conséquent a la différence
dans les composés chimiques comme les polyphénols et tanins, flavonoides trouvant avec des

teneurs différents entre les extraits.

De méme, une tendance a été montrée indiquant que les extraits les plus riches en flavonoides
présentent des activités antibactériennes les plus élevées (Beddou, 2015). A cet effet, nous avons
trouvé qu’une activité antibactérienne considérable a été enregistrée dans les extraits Chloro et

Méth (les plus riches en flavonoides) par rapport aux extraits aqueux (Inf et Déc).
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Conclusion

Le Moringa oleifera est une plante consommée dans la plupart des régions du monde pour ses
nombreux bienfaits (medicinaux, nutritionnels...). Les feuilles de cette plante possedent des
propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales, antidiabétiques, antihypertensives et
antioxydantes (Idris et Adamu, 2018). C’est ainsi que 1’objectif de notre travail a visé de tester

I’activité antioxydante et antibactérienne des différents types d’extraits de feuilles de M. oleifera.

A cet effet, et dans la perspective d’approfondir les études sur le Moringa, notre travaille a porté
sur la réalisation des tests préliminaires pour analyser de fagon qualitative les quatre types d’extraits
de feuilles de Moringa oleifera obtenus a fin de faire un screening phytochimique suivie par un
dosage des composés phénoliques majoritaire dans les quatre extraits obtenus et terminons par une

étude des activités biologiques (antioxydante et antibactérienne) de ces méme extraits.

Les résultats obtenus nous ont permis de mettre en évidence, par le screening phytochimique, la
présence d’un nombre important de métabolites dans les quatre types d’extraits de feuilles de M.
oleifera a savoir les terpenoides, les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les alcaloides, les
saponosides et les composées réducteurs avec une fréquence ou abondance qui différe d’un type
d’extrait a un autre. La présence des composées phénoliques (Polyphénols totaux, flavonoides et
tanins condensés), terpenoides, saponosides et composés réducteurs des différents extraits de

feuilles de notre plante.

Les résultats de la détermination du rendement des extraits montrent que les extraits aqueux (Inf
et Déc) sont nettement plus rentables par rapport aux deux autres types d’extraits de feuilles de M.
oleifera. Un rendement de 78,66% et 27,07% a €té obtenu respectivement par les extraits Inf et Déc,
alors que les extraits obtenus par utilisation des solvants organiques (Chloro et Méth) n’ont donnés

qu’un rendement de 4,26% et 6,23% respectivement.

L’analyse quantitative par dosage des composés phénoliques des quatre extraits a revélé que la
teneur en polyphénols totaux est en quantité importante dans les extraits avec des teneurs presque
similaires pour les quatre extraits alors la teneur en flavonoides varie en fonction des extraits, elle
est élevée dans les extraits organiques avec des teneurs de 444,32 + 0,82 et 178,93 + 1,10 mg ER/g
de MS respectivement pour les extraits Chloro et Méth par rapport aux extraits. La teneur en tanins
condenses dans les extraits est trés élevée pour les quatre extraits ou 1’extrait Chloro contient la
teneur la plus élevée de 1727,14 + 115,20 mg EC/g de MS.
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Conclusion

Les tests de I'évaluation de l'activité antioxydant DPPH et ABTS ont montre que les feuilles de
Moringa oleifera possedent une activité antioxydante importante surtout pour les extraits aqueux et
plus précisément dans D’extrait Déc obtenu par la méthode préconisée dans la médecine

traditionnelle avec une ICsg trés importante de 0,66 mg/ml obtenue par le test de I’ABTS.

L'activité antibactérienne des quatre extraits de feuilles de M. oleifera contre la bactérie
Pseudomona aeruginosa montre des effets non négligeable des quatre extraits avec un effet
important des extraits Chloro et Méth a une concentration de 5 mg/ml. Par contre 1’effet
antibactérien des quatre extraits contre E. coli révéle que la majorité des extraits de feuilles de M.
oleifera donnent une activité contre cette bactérie ou l'extrait Déc donne une activité tres

considérable a 5 mg/ml de concentration par rapport autres.
Dans la perspective de poursuivre et d’approfondir ce travail, il serait judicieux de :

- Identifier, quantifier et caractériser les constituants non phénoliques solubilisés par les
solvants d’extraction.

- Optimiser les méthodes et les solvants d'extraction utilisés a fin d’obtenir des quantités
importantes des composés phénoliques.

- Optimiser les conditions de séchage des feuilles et des extraits a fin de maximiser les teneurs
en métabolites

- Evaluer ’activité antibactérienne des extraits de feuilles obtenus sur des bactéries a Gram
positif tel que les Staphylococcus et les Bacillus.

- Réaliser une étude ethnobotanique par des enquétes sur la méthode d’utilisation et de
consommation de la plante Moringa oleifera dans la Wilaya Ghardaia.

- Essayer d'incorporer les feuilles fraiches ou la poudre de feuilles de Moringa dans le régime
alimentaire et les préparations culinaires de la population dans la région de Ghardaia.
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Annexel. Composition en éléments nutritifs de la fleur de Moringa (AGROCONSULT HAITI

S A, 2016).

Eléments Composition dans Composition dans
100 g de produit 100 g de produit (fleur
(Fleur fraiche) séchée)
Humidité 81,97 -
Protéines (g) 8,64 47,97
Matiéres grasses(g) 1,14 6,34
Cellulose(g) 0,68 3,79
Cendre (g) 0,29 1,61
Glucide(g) 7,28 40,29
Energie (Kcal) - 410,10
Ca (mg) 15,76 87,47
Na (mg) 10,14 55,98
K (mg) 57,70 320,04
Mg (mg) 8,55 47,47
Fe (mg) 4,20 23,34
Zinc (mg) 0,15 0,86
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Annexe 2. Teneur en éléments de la feuille fraiche et de la poudre de Moringa (100g)
(AGROCONSULT HAITI S A, 2016)

Eléments Feuille fraiche Poudre de feuille
Calories 92 205
Protéine (g) 6,7 27,1
Lipides (g) 1,7 2,3
Glucides (Q) 13,4 38,2
Fibre (g) 0,9 19,2
Calcium (mg) 440 2003
Cuivre (mg) 1,1 0,57
Fer (mg) 7 28,2
Potassium (mg) 24 368
Soufre (mg) 137 870
Sélénium (mg) 0,09
Zinc (mg) 3,29
Acide Oxalique 101 1600
Vitamine A (mg) 6.8 18,9
Vitamine B (mg) 423
Vitamine B1 (mg) 0,21 2,64
Vitamine B2 (mg) 0,05 20,5
Vitamine B3 (mg) 0,8 8,2
Vitamine C (mg) 220 17,3
Vitamine E (mg) 113
Acides Aminés
Arginine (mg) 402 1325
Histidine (mQ) 141 613
Isoleucine (mg) 422 825
Leucine (mg) 623 1950
Lysine (mg) 288 1325
Méthionine (mg) 134 350
Phénylalanine (mg) 429 1388
Thréonine (mg) 328 1188
Tryptophane (mg) 127 425
Valine (mg) 476 1063
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Annexe 3. Les réactifs utilisés et leurs préparations.

Réactifs

Mode de préparation

Alcool de Chlorure ferrique a
2%

Dissoudre 2 g dans 100 ml d'alcool (méthanol).

Alcool chlorhydrique

Alcool (éthanol) + eau distillée +acide

chlorhydrique concentré en volumes égaux.

Formaldéhyde 40% + HCI concentré (2:1) (V/V)

Réactif de Stiasny Ex: 20 ml de formaldéhyde 40% est mélangé avec
10 ml de HCI.
) 40 ml de formaldéhyde concentré est complété
Formaldehyde 40%

par I'eau distillée jusqu'a 100 ml.

Acétate de sodium 1%

1 g d'acétate de sodium est dissout dans 100 ml

d'eau distillée.

Chlorure ferrique (FeCls) 1%

1 g de FeClj; est dissout dans 100 ml d'eau

distillée.

Alcool 60 %

60 ml de méthanol ou éthanol est complet par

gsp d'eau distillée jusqu'a 100 ml.

Vanilline 5,8 %

Dissoudre 5,8 g de vanilline dans 100 ml de

méthanol.

HCl 24 %

24 g d'HCI est complété par gsp de méthanol
jusqu'a 100 ml.

Vanilline—HCI (La préparation
est juste avant l'utilisation)

Des volumes égaux de vanilline 5,8% et HCI
24% sont mélangé exemple : 20 ml de vanilline 5,8
+ 20 ml d'HCI 24%
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Carbonate de sodium C=75mg/ml

1,87 g est dissous dans 25ml d’eau distillée.

Réactif de Folin-Ciocalteu : 0,1N

C; : concentration 2N de R. Folin ; V3 : volume
prélevé de R. Folin 2N ; C, : concentration
0,IN; V5 : volume de R. Folin qui resulte de
I’ajout d’eau distillée au V; afin d’atteindre V,

de R. Folin 0,1N

C,*V=C,*V, Donc:C,= (Cl*Vl)/Vz
C, = (2N*1,8ml)/36
=0,IN

Acide gallique :
C =1mg/ml

La mesure de rutine 0.01 g d’acide gallique est
diluée dans 10 ml d’eau distillée.

Trichlorure d’aluminium(AlCI3) a 2%

2g est diluée dans 100 ml d’eau distillée.

Rutine : C=1mg/ml

Dissoudre 0,01 g de rutine dans 10 ml d’eau
distillée.

Catéchine : C=1mg/ml

0,01 g de catéchine est diluée dans 10 ml d’eau

distillée.

Annexe 4. Dispositif expérimental de la gamme d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage

des polyphénols totaux.

Tubes 1 2 3 4
Concentration de I’acide gallique 0,2 0,3 0,4 0,5
(mg/ml)
Volume de I’acide ascorbique prélevé 200 300 400 600
(en pl) a partir de la concentration mére
Volume d’eau distillée ajouté (ul) 800 700 600 500
Volume total (ul) 1000 1000 1000 1000

v

_]
D)
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0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Gamme d'étalonnage de l'acide

gallique

0/’

y=0,7028x
R?=0,8534

4 Gamme d'étalonnage

de l'acide gallique

o« | |

0,2 0,4 0,6

gallique)

Linéaire (Gamme
d'étalonnage de I'acide

Annexe 5. Gamme d’étalonnage de I’acide gallique

Annexe 6. Dispositif expérimental de la gamme d’étalonnage de la rutine pour le dosage des

flavonoides

Tubes 1 2 3 4 5 6
Concentration de la rutine 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,08
(mg/ml)
Volume de la rutine prélevé 50 100 150 200 250 350
(en pl) a partir de la
concentration mére
Volume de méthanol ajouté 4950 4900 4850 4800 4750 4650
(uh)

VVolume total (pl) 5000 5000 5000 5000 5000 5000
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' F4 -
Gamme d'étalonnage de la rutine
0,9
y=10,317x
08 A 4 R? = 0,9903
0,7
0,6 4 Gamme d'étalonnage
0.5 ,/ de larutine
0,4 b
f Linéaire (Gamme
0,3 d'étalonnage de la
0,2 /’/ rutine)
0,1 2
0 / T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Annexe 7. Gamme d’étalonnage de la rutine

Annexe 8. Dispositif expérimental de la gamme d’étalonnage de catéchine pour le dosage des

tanins
Tubes 1 2 3 4 5
Concentration de la catéchine 0,05 0,1 0,2 0,3 0,5
(mg/ml)
Volume de la catéchine prélevé 100 200 400 600 1000
(en ul) a partir de la
concentration mere
Volume d’eau distillée ajouté (ul) 1900 1800 1600 1400 1000
Volume total (ul) 2000 2000 2000 2000 2000
Gamme d'étalonnage de la catéchine

0,08

0,07 V;_O 1378x

0,06 R 70,98%

+ Gamme d'étalonnage

0,05 ’/ de la catéchine

0,04

0,03 * Linéaire {(Gamme

d'étalonnage de la
0,02 / catéchine)
0,01
0 % T T 1
0 0,2 0,4 0,6

Annexe 9. Gamme d’étalonnage de catéchine
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Annexe 10: Activité antioxydante (préparation des réactifs et les concentrations des

extraits).
% Préparation du DPPH:

Dissoudre 25 mg dans 80 ml de MeOH (100%), puis ajouter 20 ml d'eau distillée a I'obscurité ou
dissoudre 25 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol (100%).

Une dilution de solution mere est effectuée juste avant le dosage par le méthanol jusqu'a

I'obtention d'une absorbance entre 1,1 et 1,2 a 515 nm.

Ensuite I’absorbance sera mesurée et diluée par le méthanol (100%) afin d’atteindre une

absorbance de 1.2 a 1.1 dans une longueur d’onde de 515 nm.
< Préparation de PABTS " et K,SO3:
Dissoudre 0,036 g 100 ml d’eau distillée calculée par la relation suivante:
Concentration massique = Concentration molaire* masse molaire
3,6 g/l = TmM*514,62g/mol
K2SO3 (2,45 mM): dissoudre 0,0662g dans 100ml d'eau distillée.

Me¢langer en volumes égaux 1’ABTS (7mM) et K,SO3de (2,43 mM) et incuber pendant 16 h,
ensuite I’absorbance sera mesurée dans une longueur d’onde de 734 nm. Ce mélange est dilué par

1’¢éthanol afin d’atteindre une absorbance de (0,700).

< Preparation de concentration mére 0,1 mg /ml de I’acide ascorbique (pour le
DPPH et ’ABTS):
Dissoudre 0,001g de I’acide ascorbique dans 10 ml d’eau distillée puis préparer une gamme

pour la courbe d'étalonnage (tableau I)

[ Vil
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Tableau I. La gamme d'étalonnage de l'acide ascorbique.

Tubes 1 2 3 4 5
Concentration  de I’acide 0,01 0,02 0,04 0,06 0,08
ascorbique (mg/ml)
Volume de I’acide ascorbique 100 200 400 600 800

prélevé (en pl) a partir de la

concentration mere
Volume d’eau distillée ajouté 900 800 600 400 200
(ul)

Volume total (ul) 1000 1000 1000 1000 1000

% Préparation des différentes concentrations des extraits pour le test de DPPH:

» Extrait chloroformique:
-Préparation de concentration mere 4,86 mg/ml : dissoudre 0,0243 g dans 5ml d’éthanol.

-Dilution % : préléevement de 1ml de la concentration mére associé avec 1ml d’éthanol pour

atteindre une concentration de 2,43 mg/ml.

- Dilution % : prélévement de 1ml de la concentration meére associé avec 3ml d’éthanol pour

atteindre une concentration de 1,215 mg/ml.
» Extrait méthanolique:
- Préparation de concentration mére 17,06 mg/ml : dissoudre de 0,0853g dans 5ml de méthanol.

-Dilution % : préléevement de 1ml de la concentration meére associé avec 1ml de méthanol pour

atteindre une concentration de 8,53 mg/ml.

- Dilution % : prélevement de 1ml de la concentration mere associé avec 3ml de méthanol pour

atteindre une concentration de 4,265 mg/ml.
» Extrait infusé:
- Préparation de concentration mére 210,7 mg/ml : dissoudre 0,2107g dans 1 ml d’eau distillée.

-Dilution % : prélevement de 0,25 ml de la concentration mere associé avec 0,25 ml d’eau

distillée pour atteindre une concentration de 105,35 mg/ml.
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- Dilution % : prélevement de 0,25 ml de la concentration mere associé avec 0,75ml d’eau

distillée pour atteindre une concentration de 52.675 mg/ml.

- Dilution 1/8 : prélevement de 0,25 ml de la concentration mere associé avec 1,75 ml d’eau

distillée pour atteindre une concentration de 26,337 mg/ml.
» Extrait décocté:

- Préparation de concentration mere 37,9 mg/ml : la mesure de 0,0379 est diluée dans 1ml d’eau
distillée.

-Dilution % : préléevement de 0,25 ml de la concentration mére associé avec 0,25 ml d’eau

distillée pour atteindre une concentration de 18,95 mg/ml.

- Dilution %4 : préléevement de 0,25 ml de la concentration mére associé avec 0,75ml d’eau

distillée pour atteindre une concentration de 9,475 mg/ml.

- Dilution 1/8 : prélevement de 0,25 ml de la concentration mere associé avec 1,75 ml d’eau

distillée pour atteindre une concentration de 4,7375 mg/ml.
Préparation des différentes concentrations des extraits pour le test de ’ABTS:
-Préparation des concentrations meres 1mg /ml:

-Dissoudre 0,01g de chaque extrait dans 10 ml d’éthanol pour 1’extrait chloroformique et 10 ml

de méthanol pour I’extrait méthanolique et 10 ml d’eau distillée pour les extraits infusé et décocte.

-Dilution %: prélévement de 1ml de la concentration mére associé avec 1ml d’éthanol pour
I’extrait chloroformique 1ml de méthanol pour I’extrait méthanolique et 1ml d’eau distillée pour les

extraits infusé et décocté.

- Dilution ¥a: prélévement de 1ml de la concentration meére associé avec 3ml d’éthanol pour
I’extrait chloroformique et 3ml de méthanol pour I’extrait méthanolique et 3ml d’eau distillée pour

les extraits infusé et décocté.

]
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Annexe 11: Activité antibactérienne (préparation des milieux de culture et les

concentrations des extraits).
< Préparation du milieu Gélose nutritive (GN):

Lors de la préparation du milieu Gélose nutritive 4,6088 g est dissout dans 200ml d’eau distillée,
puis chauffé et ajouté jusqu’a la dissolution totale. Cette préparation est autoclavée a 121°C

pendant 15 min.
% Préparation du milieu Gélose Mueller-Hinton:

Lors de la préparation du milieu Gélose Mueller-Hinton 36,0 g est suspendu dans 1litre d’eau
distillée, puis chauffé jusqu’a la dissolution totale. Cette préparation est autoclavée a 121°C pendant

15 min.
< Préparation de I’eau physiologique sterilisée (0,9%):

La mesure de 0,009g de NaCl est diluée dans 100ml d’cau distillée stérilisée a I’autoclave a une

température de 120°C pendant 15min.

*

% Préparation des différentes concentrations des extraits pour le test de ’activité

antibactérienne:

-Préparation des concentrations méres 5mg /ml des différentes concentrations s’articule

sur:

-Dissolution de 0,01g de chaque extrait dans 2ml de DMSO pour les extraits (chloroformique et

méthanolique) et 2ml d’eau distillée pour les extraits (infusé et décocte).
- Préparation des concentrations 1mg/mil:

0,4 ml de la concentration mere associé avec 1,6 ml de DMSO pour les extraits (chloroformique
et méthanolique) et 1,6 ml d’eau distillée pour les extraits (infusé et décocté) pour atteindre le

volume 2ml.
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- Préparation des concentrations 0,5 mg /ml:

(0,2 ml) de la concentration mére associé avec 1,8 ml de DMSO pour les extraits
(chloroformique et méthanolique) et 1,8 ml d’eau distillée pour les extraits (infusé et décocté) pour

atteindre le volume 2ml.

- Préparation des concentrations 0,25 mg /ml:

(0,1 ml) de la concentration mére associé avec 1,9 ml de DMSO pour les extraits
(chloroformique et méthanolique) et 1,9 ml d’cau distillée pour les extraits (infusé et décocté) pour

atteindre le volume 2ml.







