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Tests phytochimiqueset évaluation de quelques activités biologiques de ’extrait

méthanolique de Moringa oleifera

RESUME

La médecine traditionnelle reste tres répandue dans toutes les régions du monde en développement et
son usage ne cesse de croitre dans les pays industrialisés. Dans le but de valoriser une plante
médicinale cultivée dans la région de Meniaa, nous nous sommes intéressés a 1’identification des
composés phénoliques ainsi qu’a 1’évaluation des activités biologiques caractéristiques des feuilles de
Moringa oleifera.

Les tests phytochimiques préliminaires réalisés sur différents extraits (aqueux, éthanolique et éthéré)
ainsi que sur la poudre végétale ont révélés la richesse des feuilles en métabolites secondaires. Le taux
d’humidité et la pureté de la drogue végétale ont été évalués, ils sont respectivement de 7,6% et 1,8%.
Le meilleur rendement d’extraction est celui de 1’extrait méthanolique par soxhlet avec 5,7% contre
3,2% pour I’extrait méthanolique par sonication.

Le dosage quantitatif par spectrophotométre UV-Vis des extraits méthanoliques par soxhlet et par
sonication ont exprimés des teneurs variées en polyphénols. Ces teneurs sont respectivement de
(19,2mg EqAG/g de la matiere végétale) pour I’extrait méthanolique obtenu par soxhlet et (74,5mg
EqAG/g de la matiére végétale) pour I’extrait méthanolique obtenu par sonication.

Une considérable activité antioxydante des extraits organiques des feuilles du Moringa oleifera a été
révélée, la plus prononcée est celle de I’extrait méthanolique obtenu par soxhlet qui a exprimé une
valeur d’ICsy de I’ordre de 0,009 mg/ml. Il s’agit d’un remarquable pouvoir antioxydant, qui reste
cependant moins prononcé que celui de I’antioxydant de référence acide ascorbique, avec une ICg, de
I’ordre de 0,003mg/ml.

L’examen pharmaco-toxicoligique a révélé une activité anti-inflammatoire modérée avec un
pourcentage d’inhibition de 1’cedéme de 35,3% comparé a 50,3% pour le diclofenac sodique produit de
référence.

L’activité antimicrobienne a été évaluée par la méthode des disques. Les résultats obtenu nous ont
permis de noter que I’activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique obtenu par Sonication était
plus importante que celle de I’extrait méthanolique obtenu par soxhlet notamment les souches

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans et Bacillus subtilis

Mots clés : Moringa oleifera, phytochimie, polyphénols, activités biologiques.



Phytochemical tests and evaluation of some biological activities of the methanolic extract
of Moringa oleifera
ABSTRACT

The traditional medicine remains very wide-spread in developing countries and its use is increasing in
developed countries. In order to valorise a medicinal plant cultivated in the Meniaa region, we were
interested in the identification of phenolic compounds as well as in the evaluation of biological
activities characteristic of Moringa oleifera leaves.

Preliminary phytochemical tests carried out on different extracts (aqueous, ethanolic and etheric) as
well as on the plant powder revealed the richness of the leaves in secondary metabolites. The moisture
content and the purity of the plant drug were evaluated; they are respectively 7.6% and 1.8%. The best
extraction yield was for the methanolic extract by soxhlet with 5.7% against 3.2% for the methanolic
extract by sonication.

Quantitative determination by UV-Vis spectrophotometer of the methanolic extracts by soxhlet and by
sonication expressed various contents of polyphenols. These contents are respectively (19.2mg
EgAG/g plant material) for the methanolic extract obtained by soxhlet and (74.5mg EqAG/g plant
material) for the methanolic extract obtained by sonication.

A considerable antioxidant activity of Moringa oleifera leaf organic extracts was revealed; the most
pronounced is obtained from the methanolic extract by Soxhlet, which expressed an IC50 value of
about 0.009 mg/ml. This represents a significant antioxidant power, which is however less pronounced
than that of the reference antioxidant ascorbic acid, with an 1C50 of around 0.003mg/ml.

The pharmaco-toxicological investigation revealed a moderate anti-inflammatory activity with a
35.3% oedema inhibition percentage compared to 50.3% for the reference product diclofenac sodium.
The antimicrobial activity was evaluated by the disc method. The results obtained allowed us to note
that the antibacterial activity of the methanolic extract obtained by sonication was more important than
that of the methanolic extract obtained by sonication in regard to Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Candida albicans and Bacillus subtilis, whereas the methanolic extract obtained by
Soxhlet.

Keywords :

Moringa oleifera, phytochemistry, polyphenols, biological activities.
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Introduction

La phytothérapie correspond a ’utilisation de plantes a des fins thérapeutiques dans le but de
prévenir ou traiter certains troubles. Elles peuvent étre utilisées spontanées ou cultivees
(Létard et al., 2015).

Les plantes médicinales ont été utilisées depuis I'antiquité pour leurs valeurs médicinales ainsi
que pour influencer la saveur des aliments (Baydar et al., 2004). Elles sont considérées
comme matiere premiere essentielle pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires
pour la mise au point de nouveaux médicaments plus efficaces avec moins d’effets

secondaires (Bidie et al., 2011),

Beaucoup de plante médicinale contiennent un large spectre des substances phytochimiques
qui sont des sources d’antioxydants naturels tel que I’a tocophérols, les acides phénoliques,
les flavonoides et les tanins. Ces composés possedent en plus de leurs activités antioxydantes
d’autres  propriétés biologiques, activité anti-inflammatoire ; antimicrobienne et

anticancéreuse (Rached, 2009).

L’Algérie, par la richesse et la diversit¢ de sa flore, constitue un véritable réservoir
phylogénétique, avec environ 4000 espéces et sous-especes de plantes vasculaires .Cependant,
la flore médicinale algérienne reste méconnue jusqu’a nos jours, car sur les quelques milliers

d’especes végétales, seules 146 sont dénombrées comme médicinales (Baba Aissa 1999).

Actuellement 1’industrie pharmaceutique et la recherche scientifique cherchent a mieux
connaitre cette richesse. Leurs modes d’utilisations, leurs indications dans diverses
pathologies ainsi les principes actifs sont étudiés depuis une vingtaine d’année (Bouattoura,
1988 ; Maizak, 1993). L’une des exploitations possibles de cette richesse naturelle, est
I’extraction de leurs essences, produits tres recherchés par les industries de 1’aromatisation,
de la parfumerie, des cosmétiques, de la pharmacie, de la chimie,...etc. Dans le but de la
valorisation des plantes médicinales Algériennes et une meilleure exploitation de nos

ressources phylogénétique, notre choix s’est porté sur une espece végétale, Moringa oleifera.

Le Moringa oleifera est une plante médicinale cultivé en Algérie, elle a apparu ces derniéres
années par ses vertus diverses, grace a sa facilité de culture (Foidl et al., 2001). Elle est
connue par ses propriétés antioxydantes, antimicrobiennes, et anti-inflammatoires. Le
Moringa est cultivé pour ses gousses nutritives, ses feuilles, ses fleurs comestibles et peut étre

utilisée comme aliment, huile cosmetique et médicament (Vergara-Jimenez et al., 2017).



Introduction

L’objectif de cette étude consiste a évaluer I’activité antioxydante et quelques activités

biologiques de feuilles de Moringa oleifera. Le travail est subdivisé en 03 chapitres :

+ Le premier chapitre englobe des données théoriques sur la plante étudiée et ses
substances bioactifs, ainsi sur ses activités biologiques.

+ Le second traite la partie expérimentale ; qui comporte une description du matériel
végetal ainsi que du matériel et méthodes utilisés pour évaluer quelques activités
biologiques de Moringa oleifera

+ Le troisiéme chapitre est consacré aux analyses et a I’interprétation et la discussion des

résultats obtenus.
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1. Les plantes medicinales

1.1. Généralité sur les plantes médicinales

Les plantes médicinales constituent un patrimoine pour 1I’humanité, elles sont des usines
chimiques naturelle, produisant des substances actives biochimiques naturels : alcaloides,
flavonoides, tanins (Schauenberg et al., 1997). L’emploi des plantes médicinales en

phytothérapie est basé sur des connaissances issues de la tradition.

La Phytothérapie avant tout se definit comme étant une discipline allopathique, fondée sur
I’utilisation thérapeutique de la plante médicinale, qui est basée sur des connaissances issues
de la tradition. Elle est destinée a prévenir ou a traiter certains troubles fonctionnels mineurs
ou certains états pathologiques au moyen de plantes, de parties de plantes ou de préparations a

base de plantes, qu’elles soient consommées ou utilisées par voie externe (Bellamine ,2017).

1.2. Origine et réparation géographique
Le Moringa Oleifera est d’origine des piémonts himalayenset plus particulierement, de
I’UttarPradesh (Nord de 1’Inde) (Alido et al., 2015). Cette plante était utilisé par les grecs,
égyptiens et romains (Panchalet al., 2011). Elle est largement distribué dans denombreux pays
d’Afrique, d’Asie, d’Amérique et d’Australie (Gandji et al., 2018) (Figure 01). Le Moringa
pousse dans les zones arides et cotieres. Il est cultivé dans les zones tropicales semi arides,
tropicales et subtropicales de 250 a 1600 m d’altitude, il résiste a la sécheresse (Lim, 2012).
géme

Son introduction en Afrique de I’Est a eu lieu au début du 20""siecle par le biais du

commerce et des échanges maritimes durant cette période (foidl et al., 2001).

2000 0 2000 Km

P S

Figure 01. Répartition géographique du Moringa Oleifera, (indiqué en
couleur verte) (Gandji et al., 2018).
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Dans la nature il existe 13 espéces de Moringa , I’espéce Moringa oleifera étant la plus
connue (Laleye et al., 2015). Ces especes appartiennent a la famille monogénérique des
arbustes et arbres des Moringaceae (Foidl et al., 2001 ; Price et al., 2007).

1.3. Systématique et nomenclature

Tableau 1. La systematique de Moringa oleifera (Laleye et al., 2015).

Regne Plantae.
Sous-régne Tracheobiophyta.
Division Magnoliophyta.
Classe Mangoliopsida.
Sous-classe Dilleniidae.
Ordre Capparales .
Famille Moringaceae.
Genre Moringa

Espéce oleifera.

v" Nom scientifique : Moringa oleifera Lamark (Agroconsult, 2016).
v" Nom vernaculaire : « Moringa » vient de muringaen malayalam une langue indienne
(Fuglie, 2001).

v Quelques noms vernaculaires du Moringa oliefera.

Tableau 2. Quelques noms vernaculaires du Moringa oliefera Lam.

Région Nom vernaculaire Les réferences

Les pays anglophones | West Indian tree, (HEDJI et al., 2014).
Drumstick Tree, ou encore Never die
tree en référence a sa résistance a la

sécheresse
Les pays francophones | Ben ailé, Moringa ailé, morungue (FOIDL et al., 2001).
Les pays arabes Shagara Al Ruwag, (YONGABI et al.,

Habbah Ghaliah, Rawag 2012, YUSOFF, 2016).
Inde Shajnah pour rappeler la forme du

fruit qui ressemble a une baguette (POUSSET., 1999).
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1.4. Description botanique

Moringa oleifera ou « arbre miracle » est une plante a croissance rapide elle peut atteindre
jusqu’a 7 a 12 m de hauteur, c’est une espéce qui nécessite trés peu d’cau.Le tronc est
géneralement droit, mais parfois il est trés peu développé. En général, il peut atteindre 1,5 a
2m de haut avant de se ramifier et parfois il puisse atteindre les 3m. Les branches poussent de
maniére désorganisée et la canopée est en forme de parasol (Foidl et al, 2001). Le bois de
Moringa oleifera est utilisée comme une excellente pate a papier (Price et al., 2007) (Figure
02).

Figure 02. arbre, tronc de Moringa oleifera (Roloff et al., 2009).

e Racine
La racine de Moringa oleifera est une racine blanche gonflée, tubéreuse qui a une odeur
piquante caractéristique et dotée de racines latérales plutdt clairsemées. Les arbres cultivés a
partir de graines développent une profonde racine pivotante robuste avec un systeme a large
diffusion composée d’épaisses racines latérales tubéreuses (Agroconsult, 2016). La racine
permet de traiter les inflammations, les douleurs articulaires, les douleurs lombaires ou
rénales (Anwar et al., 2007) (Figure 03).
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Figure 03. Racine de Moringa oleifera (Agroconsult, 2016).

e Feuilles
Les feuilles de Moringa oleifera sont alternes, et bi ou tripennées se développent
principalement dans la partie terminale des branches (Foidl et al.2001). Elles mesurent 20 a
70 cm longs .Les feuilles comptent 2 a 6 paires de pinnules comprenant chacune 2 a 5 paires
de pinnules secondaires (Agroconsult, 2016).Les feuilles de Moringa oleiferasont utilisées en
médecine traditionnelle pour traiter les maladies inflammatoires et infectieuses, les
gonflements, les coupures, les maladies de la peau, I'hypertension et le diabéte (Leone et al.,

2015) (Figure 04).

Figure 04. Feuilles de Moringa oleifera (Roloff et al., 2009).

e Fleurs
L’arbre commence a fleurir aprés 8 a 12 mois sur une base continue tout au long de 1’année.
Ses fleurs de 2,5 cm de large se développent en panicules axillaires et tombantes de 10 a

25cm. Elles sont agréablement parfumées, de couleur blanche ou crémeuse, avec des points

5
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jaunes a la base. Les fleurs attirent les oiseaux et de nombreux insectes butineurs. Le miel de
Moringa est généralement de bonne qualité (Agroconsult, 2016 ; Foidl et al.2001).Les fleurs
sont utilisees comme un excellent tonique a base de plantes pour l'infertilité fonctionnelle des

hommes et des femmes (Arise et al., 2014) (Figure 05).

Figure 05. Fleurs de Moringa oleifera (Roloffet al., 2009).

e Fruits et grains
Les fruits de Moringaoleiferasont en forme de gousses a trois lobes, mesurant 20 a 60 cm de
long qui pendent des branches.Lorsque les fruits sont secs, ils s’ouvrent en trois parties, en
libérant 12 a 35 graines de forme ronde, a trois angles (Foidl et al., 2001) . Les graines sont
rondes, noires, empilées sur trois rangéescentrales. Elles ont un diamétre de 10 a 12 mm
(Agroconsult, 2016). lls Sont consommées pour traiter les maux d’estomac, la mauvaise
vision, les douleurs articulaires, I’anémie et I’hypertension, le diabéte, les maux de dents, les

hémorroides et les troubles utérins (Leone et al., 2015) (Figure 06).

Figure 06. Graines et gousses mdres de Moringa oleifera (Agroconsult, 2016).
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1.5. Ecologie de Moringa oleifera

Moringa oleifera est un arbre peu exigeant en eau et en matiéres minérales. Ainsi, son

introduction dans un environnement riche en biodiversité est bénéfique a la fois pour

I’exploitant et pour I’écosystéme environnant (Foidl et al., 2001) (tableau 3).

Tableau 3. Principales exigences écologiques de Moringa oleifera (Louni, 2009).

Caractéristiques | Conditions Conditions optimales
Altitude 0-1500m 100-700m

T° moyenne 8°C-45°C 22°C-25°C
Précipitation 100-1500mm 700-900mm

Type de sols

Tous les sols sauf les Vertisols

Les sols sablonneux ou limoneux bien drainés

pH du sol

45¢et8

Neutres et Iégérement acide

2. Les métabolites secondaires et stress oxydant

A coté des métabolites primaires classiques (glucides, protines et lipides), les végétaux

accumulent fréguemment des métabolites dits « secondaires » qui représentent une source

importante de molécules utilisables par I'nomme dans des domaines aussi différents que la

pharmacologie ou I'agroalimentaire (Macheix et al., 2005) (Tableau 4).

Tableau 4. Composition des feuilles de Moringa oleifera en métabolites secondaires.

Métabolite Composition Référence
Alcaloides (mg/gm) 0.38
Flavonoides (mg/gm) 0.21
Terpeénoides (mg/gm) 0.32 (Gokilaetal ., 2017)
Saponines (mg/gm) 0.23
Phénols totaux(%) 3.4 (Foidl et al ., 2001)
Tanins (%) 1.4

Les feuilles du Moringa contiennent une trés grande concentration de métabolites primaires

et phénomene assez rare pour une plante, elle posséde les acides amines et les acides gras

essentiels (Broin, 2005).En effet, la teneur en ces éléments est élevée pour 100grammes de

matiére séche (Tableau 5).
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Tableau 5. Composition moyenne des feuilles de Moringa oleifera (Broin, 2005).

Données pour 100 grammes de matiére séche

Composition Globale Acides amineés (mg)

Calories (kcal) 300 Arginine 1600
Protéines (Q) 25 Valine 1400
Glucides (g) 40 Isoleucine 1140
Lipides (g) 8 Leucine 2050
Minéraux () 12 Lysine 1200
Fibres (g) 15 Thréonine 1080
Teneur en eau 75% Phénylalanine 1400

Minéraux (mg) Acide aspartique 1670
Calcium 2100 Acide glutamique 2470
Sodium 100 Alanine 1260
Fer 27 Proline 1230
Potassium 1300 Acides gras
Magnésium 405 C16:0 530
Phosphore 310 C18:3 1140
Manganese 8 C18:2 170
Soufre 740 Vitamines
Sélénium 2,6 Vitamine A (Ul) 14300
Zinc 2,6 Vitamine C (mg) 850

2.1. Différentes classes des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont présents dans toutes les plantes supérieures (Hartmann,
2007). lls peuvent étre créés par des voies synthétiques modifiées a partir de metabolites
primaires, ou partager des substrats d'origine primaire. Ces composeés sont utilisés comme des
médicaments, des ardmes, en particulier les huiles essentielles. (Kabera et al., 2014).Trois
grandes familles de métabolites secondaires ont été définies, en fonction de leurs voies de
biosynthéses : les composés phénoliques, les terpénoides, et lesalcaloides (Macheix et al.,
2005).




Chapitre 1 Synthése bibliographique

s ™

Métabolites
secondaires

|
[

COMPOSES

T Terpénoides Alcaloides
phénoliques

b

Figure 07. Différentes classes des métabolites secondaires (Macheix et al., 2005).

2.1.1. Les composés phénoliques

L’élément structural fondamental qui caractérise les composés phénoliques est la présence
d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupement
hydroxyle ainsi que des groupes fonctionnels (glycoside, méthyle ester, ester ...etc.)
(Bruneton., 2009).

2.1.1.1. Principaux groupes des polyphénols

Les composés phénoliques peuvent étre divisés en plusieurs catégories. D'abord par la
complexité du squelette de base (du simple C6 aux formes tres polymérisées) (Macheix et al.,
2005). Un acide phénolique est un composé organique possédé au moins une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique (Singla et al., 2019). Les acides phénoliques sont

divisés en deux classes :

» Acides hydroxycinnamiques (C6-C3)
L’Acide hydroxycinnamique est un dérivé appartient a la famille des phénylpropanoides, qui
représentent une classe trés importante dont la structure de base (C6- C3) provient de celle de
I’acide cinnamique. Les molécules de base de la série hydroxycinnamiques sont l’acide

caféique, p-coumarique, ferulique et I’acide sinapique (Bijalwan et al., 2016) (figure 08 ).
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Cinnamic Acid Derivatives Substitutions

R 1

Ry~ /> -CH==CH—COOH R1 R2 RS
R4

Cinnamic acid H H H

p-Coumaric acid H OH H

Caffeic acid OH OH H

Ferulic acid CH;30 OH H

Sinapic acid CH30O OH CH10O

Figure 08. Dérivés de 1’acide hydroxycinnamique (Calinoiu et Vodnar, 2018).

» Acides hydroxybenzoiques (Cg-C)
Les acides hydroxybenzoiques sont dérivés de 1’acide benzoique (dérivent par hydroxylation

de I’acide benzoique) et ont une formule de base de type CgC1 (figure 09).

Bankole Al Substitutions
Derivatives
R,
Ra- Q ) COOH R1 R2 R3
RJ
Benzoic acid H H H
p-Hydroxybenzoic acid H OH H
Protocatechuic acid 8] OM OFl
Vanillic acid CHLO O/ H
Syringic acid CHLO OH CH;0
Gallic acid OH OH OH

Figure 09. Dérivés de I’acide hydroxybenzoique (Calinoiu et VVodnar, 2018).

2.1.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires issus des plantes, occupant une trés large
gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols. Ce sont des pigments
quasiment universels des végétaux responsables de la coloration des fleurs, des fruits et
parfois des feuilles (Bruneton, 1999).Les flavonoides renforcent les effets de la vitamine C et

fonctionnent comme des antioxydants (Patel et al ., 2014) ( figure 10).
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Figure 10. Structure de base des flavonoides (Boubakeri, 2014).

+ Classification de flavonoides
Les différentes classes de flavonoides différent par le modele de substitution du cycle C et le
niveau d'oxydation, tandis que les composés individuels au sein d'une classe different par le
modéle de substitution des cycles (Perez et Fraga, 2018) (figurell).

F &b i = ~o

Figure 11. Les différentes classes de flavonoides (Crozier et al., 2006).

2.1.1.3. Les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structures variées. Ces substances ont en
effet la propriété de se combiner aux protéines ce qui explique leur capacité a tanner la peau.
Ils sont localises dans les vacuoles, quelques fois combinés aux protéines et aux alcaloides
(Roux et Catier, 2007). Les structures chimiques des tannins sont variées et rassemblées en

famille en fonction d’activités communes (Dahmani, 2013) (Figure 12).
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Figure 12. Structure de base des tannins (Dahmani, 2013).

Le mot tanin est utilisé pour faire référence a deux classes de composés phénoliques avec des
natures chimiques différentes :

» Les tanins hydrolysables.

» Les tanins condensés.

2.1.1.4. Les coumarines

Ce sont des composés phénoliques cyclisés qui dérivent des acides t-cinnamique et p-
coumarique pour la majorité d’entre eux. Cependant, leur voie de biosynthése peut varier
d’une espéce a I’autre (Hoffmann, 2003) La coumarine est utilisée en parfumerie. Son odeur

se rapproche de la vanilline et du foin fraichement coupé (Cowan, 1999).

2.1.1.5. Les lignines

C’est un polymere naturel aromatique, Elle est rattachée aux composés phénoliques en raison
de sa structure chimique et des voies de biosynthése qui sont directement liées a celle des
phénylpropanoides (Edeas et al., 2007). Ses principales fonctions sont de rendre la rigidité et

I’imperméabilité des parois des cellules (Hopkins, 2003).

> Les propriétés biologiques des composés phénoliques
L’activité antioxydant des composés phénoliques est due a leur capacité a piéger les radicaux
libres, donner I’atome d’hydrogeéne et un électron (Balasundram et al., 2006). Pour les
flavonoides, la relation structure activité antioxydant est généralement plus compliquée que
les acides phénoliques a cause de la complexité de la molécule de flavonoides (Bors et al.,
1997).
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Tableau 6. Activités biologiques des composeés phénoliques (Senani ,2018).

Les composes phenoliques Les activités
Acides phénoliques simples Antibactériens, Antifongiques, Antioxydantes
) VasoprotectricesAnticedémateuses,
Coumarines ) o ]
Antitumorales,Anti-inflammatoires
Antitumorales, Anti-inflammatoires, Antioxydant
Flavonoides Hypotenseurs et diurétiques

Tannins galliques et condenses ) o
Antioxydants Antibactérienne

2.1.2. Les alcaloides

Les alcaloides ce sont des substances organiques souvent d’origine végétale comportant un ou
plusieurs atomes d’azote de structure basique. Ils existent rarement a I’état libre dans la plante
mais le plus souvent ils sont combinés a des acides organiques ou a des tanins (Roux et
Catier, 2007).

2.1.3. Les terpénes
Les terpénes constituent le groupe le plus important et le plus diversifié de composés
secondaires végétaux. lls sont tous dérivés chimigquement d'unités isoprenes a 5 atomes de

carbone, assemblées de différentes maniéres (Hoffmann, 2003).

2.2. Stress oxydant et radicaux libres

Les métabolites secondaires ce sont des antioxydants naturels qui possédent la capacité de
protéger I'organisme contre les dommages causés par le stress oxydatif induit par les radicaux
libres. Ils sont présents dans les plantes médicinales et alimentaires, qui pourraient aider a

prévenir les dommages oxydatifs (Ozsoy et al., 2008).

2.2.1. Stress oxydant

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les capacités antioxydantes et les
systémes oxydants d’un organisme, d’une cellule ou d’un compartiment cellulaire. Cette
situation peut étre due a une augmentation de production des radicaux libres ou a diminution
des défenses antioxydants (Orban, 2010) (Figure 13).


http://www.sciepub.com/reference/113185
http://www.sciepub.com/reference/113185
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Figure 13. Le stress oxydant, toute une question d’équilibre (Ros et al., 2013).

2.2.2. Les radicaux libres
Les radicaux libres sont des espéces chimiques qui manquent d’un électron au niveau de la
couche électronique la plus externe ce qui les rend instables et deviennent trés réactives afin

de se combiner a d’autres molécules et d’obtenir un état stable. (Dacosta, 2003).

2.2.2.1. Les principales sources des radicaux libres

» Exogéne
L’humain est soumis a 1’agression de divers agents capables d’induire la synthése des
radicaux libres parmi ces agents citant les rayonnements UV, Des médicaments ,pesticides,
température élevée, le tabac, solvants industriels et cuisson a l'alcool qui sont capable de

donner naissance au radicaux libres (Pham-Huy et al., 2008) (Figure 14).

g »
[Radlcaux llbres] ‘a
'<9 S

\\,

@m | aNTas
PP R I

- L) LN

Figure 14. Différentes sources exogenes des radicaux libres (Chellouai ,2019).

» Endogénes
Les mitochondries constituent la principale source de production des ERO dans les systemes

biologiques. Pendant la respiration cellulaire 1’oxygéne est transformé en anion superoxyde
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(0;7) (Di Meo et al., 2016).La NADPH oxydase des cellules non phagocytaires, produise
aussi des radicaux libres en faible quantité (Ewald et al., 2017).La dismutation de Oye-
spontanée ou catalysée par les superoxydes dismutases est la source majeure de H,O,(Zhao et
al., 2019).

2.2.2.2. Les espéces réactives de ’oxygene

Les especes réactives d’oxygeéne (ERO) ; est un terme collectif utilis€ pour un groupe
d’oxydants, qui sont soit des radicaux libres, soit des espeéces moléculaires non radicalaires
facilement transformés en radicaux libres (dérivés primaires non radicalaires) (Kunwar et
Priyadarsini., 2011).Les espéces réactives de I'oxygéne sont de petites molécules dérivées des

molécules d'oxygene (Bedard et Krause ., 2007) (Tableau 7).

Tableau 7. Espéces réactives de I’oxygene (Mittal, 2014).

Les espéces réactives de ’oxygene radicalaires

Radical perhydroxyle HO;’ Radicalsuperoxyde 02

Radical peroxyle RO, Radical hydroxyle OH’

Les espéces réactives de I’oxygéne non radicalaires

Le peroxyde d’hydrogene H,0,

2.3. Mécanismes de défense contre le stress oxydatif

Les antioxydants sont définis comme des substances qui retardent ou empéchent I'oxydation
des substrats biologiques (Boyd et al., 2003). C'est une molécule qui réagit et neutralise les
formes réactives de I'oxygene. Il aide également a maintenir au niveau de la cellule et de

I’organisme des niveaux non cytotoxiques de radicaux libres (Mates et al., 1999) ( Figure 15).
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Enamatic antioxidants

Non-e:

Minerals
Zinc, Selenium

matic Antioxidants

Vitamins
Vitarmin A, Vitamin C,

Vitamin E, Vitamin K
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SOD, catalase, — -
glutathione peroxidase Carotenoids Organosulfur compounds
P-carotene, lycopene, s alliurn, allyl sulfide, indoles
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Secondary Enzymes
iLtaftione reductase, - Low i
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s - glutathione, uric acid 2 il
Polyphenols |‘_
Flavonoids Phenolic acids
I Hydroxy-
‘ { ey CiNNamic acids
E L ferulc,
Flavonols Flavanols Flavanones p-Coumaric
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genistein cyanidin chrysin — gallic acid
pelagonidin N
elagic acid

Figure 15. Classification des antioxydants (Ratnam et al., 2006).
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3. Activités biologiques et complément alimentaire

Les métabolites secondaires sont réputés par leurs activités biologiques nombreuses comme
activité antibactérienne, activité antifongique, activité anti-inflammatoire (Bruneton, 2009).
Le Moringa oleifera est considéré comme un arbre polyvalent .1l a de nombreuse applications
agricoles, médicales et surtout industrielles, notamment la fabrication d’aliments pour

animaux et de compléments alimentaires.

Les feuilles, Les graines et les fruits de Moringa oleifera sont des sources appréciable des
tanins, des flavonoides et des acides phénoliques .lls présentent diverses propriétés

biologiques : anticancéreuse, antibactérienne anti-inflammatoire (Leone et a/., 2015).

3.1. Activité antimicrobienne

Diverses recherches ont été étudiées les espéces de Moringa pour leur activité
antimicrobienne. Ces espéces ont été largement utilisées comme purificateurs d'eau et
antiseptiques pour le traitement de l'eau en raison de leur forte activité antimicrobienne
(Walter et al., 2011). Les préparations aqueuses de poudre de feuilles de M. oleifera ont
montré une plus forte inhibition microbienne que les préparations séchées, I'étude a rapporté
que cette activité pourrait étre due a la présence de saponine dans I'extrait qui avait des

propriétés tensioactives (Torondel et al., 2014).

3.2. L’activité anti-inflammatoire

Une étude a rapporté qu'un extrait méthanolique de feuilles de M. oleifera réduisait I'effet
cedématogene de I'eedéme de la patte induit par la carragénine et par I'histamine (Adedapoet
al., 2015).La réponse inflammatoire apres I'administration d'un extrait éthanolique de feuilles
de M. oleifera a été observée sur des souris atteintes de dermatite atopique et des
kératinocytes humains (Choi et al., 2016).Un extrait de M. oleifera a réduit les lésions
gastriques provoquées par l'acide acétylsalicylique, la sérotonine et I'indométacine (Pal et al.,
1995).

3.2.1. Inflammation

L’inflammation est un mécanisme physiologique de défense de 1’hdte contre 1’invasion par
des agents pathogénes. Cependant, elle peut avoir des effets néfastes si elle n’est pas régulée.
Elle est accompagnée par la production de divers mediateurs inflammatoires tels que les

cytokines, les leucotriénes et les prostaglandines (Noak et al., 2018). En outre, les cellules


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2018.00108/full#B201
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2018.00108/full#B190
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inflammatoires peuvent produire des especes réactives de 1’oxygene (ROS) et de nitrogeéne
qui peut déclencher des réactions d’oxydation toxiques, conduisant a des Iésions tissulaires
(Majdalawieh et Fayyad, 2015).L’inflammation peut étre aigue ou chronique. La premiére est
une réponse immediate de courte durée, habituellement, elle disparait spontanément ou avec
un traitement. Toutefois, elle peut évoluer vers une inflammation chronique a laquelle

plusieurs maladies peuvent étre liées (Roifman et al., 2011; Noak et al., 2018).

3.2.2. Anti-inflammatoires naturels

Les plantes anti-inflammatoires regroupent des especes de diverses familles dont les principes
actifs présumés responsables de 1’activité anti-inflammatoire sont de nature chimique variée.
Cependant ces plantes ont toutes en commun la présence de composés phénoliques, qui sont
des molécules a plusieurs activités biologiques connues et reconnues. Les polyphénols
présentent une capacité trés importante a prévenir et traiter les maladies inflammatoires, et
encore a éliminer les causes de I'inflammation comme par exemple élimination des aliments

pro-inflammatoires (graisses saturés, exces de sucre...etc) (Bierhaus, 1997).
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Dans le but de valoriser et d’exploiter les plantes poussant en Algérie et qui sont réputées par
leurs vertus médicinales, nous avons choisi Moringa oleifera en raison de son utilisation
croissante par la population locale.

Le travail a été effectué au Centre de Recherche et de Développement CRD du groupe
SAIDAL.

1. Matériel utilisé
On a utilise un matériel biologique et un matériel non biologique.

1.1. Matériel biologique

1.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal est représenté par la partie aérienne du Moringa oleifera récoltée au mois
de mars (2022) en phase de floraison dans la wilaya de Meniaa. L’espéce est identifiée au
niveau du Département de Botanique de I *Ecole Nationale Supérieure Agronomique d’El —
Harrach (ENSA). Aprés le nettoyage et le séchage de la plante, des feuilles de M. oleifera ont

¢été broyées a 1’aide d’un moulin électrique. La poudre obtenue est conservée dans un bocal en

verre fermé hermétiquement est stocké a I’abri de la lumiére jusqu'a son utilisation (Figure
16).

(A) (B) (€)
Figure 16. Feuilles fraiches(A) feuilles séchées (B) poudre de feuilles (C) (photos originales).

1.1.2. Souches microbiennes testées

Pour évaluer I’activité antimicrobienne de 1’extrait méthanolique de Moringa oleifera, cinq
souches microbiennes ont été testées dont quatre bactéries soit Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis et une levure ; Candida

albicans.
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Tableau 8. Caractéristiques générales des microorganismes utilisés.

Nom de la souche Référence Gram Famille
ATCC

Escherichia coli 8739 - Enterobacteriaceae
ATCC

Staphylococcus aureus 6538 + Micrococcaceae

Pseudomonas aeruginosa Aé-l(;;c - Pseudomonadaceae

Bacillus subtilis ATCC

6633 + Bacillaceae

ATCC

Candida albicans 10231 / Cryptococcaceae

1.1.3. Matériel animal

Il s’agit de souris Swiss Albinos males et femelles avec un poids moyen 23g (figure. 17).

Elles ont été placées dans des cages plastiques contenant des copeaux de bois. Ainsi, elles ont

été mises a jeun pendant 17 heures avant I’administration de 1’extrait aqueux. Elles ont accés

libre a I’eau et I’alimentation. Ces animaux ont été procurés aupres de I’Institut Pasteur. Les

animaux expérimentaux sont utilisés pour évaluer I’activité anti-inflammatoire de I’extrait

aqueux des feuilles.

P—

—

Figure 17. Souris Swiss Albinos
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1.2. Matériel non biologique
Le matériel non biologique est constitué d’un ensemble de réactifs, de produits chimiques,

d’appareils, et de verreries. Il est utilisé tout le long de 1’expérimentation.

2. Méthodes
2.1. Séchage du matériel végétal
Les feuilles de Moringa oleifera récoltée sont séchés a une température ambiante dans un

endroit aéré et ombragé pendant 15 jours, et ce afin d’éviter tout dépbt de moisissures

2.2. Broyage de la plante

Apres le séchage le broyage est réalisé a 1’aide d’un mixeur électrique (Figure 18). Le
broyage de la plante permet I’augmentation de la surface de contact solvant échantillon et une
meilleure infiltration du solvant au sein du matériel végétal ce qui a pour conséquence une

augmentation de 1’extraction (solide-liquide).

Figure 18. Broyage de la plante

2.3. Détermination de la teneur en eau (Taux d’humidité)
Afin de déterminer les taux de pertes en eau pour avoir une idée sur le séchage et la possibilité
de conversation, une prise d’essai de 1 g exactement pesée de la partie aérienne de plante

étudiée est séchée dans une étuve réglée a une température comprise entre 100 et 105° C,

pendant 2 heures (Pharmacopée Européenne 2020, 10°™ édition).

La teneur en eau est déterminée selon la formule suivante :

ml —m2

X 100
m1l )

H(%) = (
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H(%b) : teneur en eau (humidité).
m1 : masse (en g) de la prise d’essai avant le séchage.
M2 : masse (en g) de la prise d’essai aprés séchage.
La matiére seche (MS) est obtenue comme suit :
MS% = 100 — H%

2.4. Pureté de la drogue végetale

La pureté de la drogue végeétale étudiée consiste a rechercher les éléments étrangers et les
parties étrangeéres dans cette dernicre, une prise d’essai de 100g de la plante étudiés est
débarrassée de tout élément étranger. Elle est ensuite pesée pour déterminer le pourcentage

par la formule suivante :

m
% des élements étrangers = M x 100

m : masse (en g) des éléments étrangers.

M : masse (en g) de la prise d’essai au départ de la plante étudiée.

2.5. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques réalisées sur la poudre et I'infusé des feuilles et des fruits de
Moringa oleifera ont pour objectif de rechercher les métabolites secondaires existants. Le
protocole de la recherche de ces métabolites est résumé par Bruneton et al.; (1993) et
Harborne et al (1998).

2.5.1. Préparation de I’infusé
20g de poudre sont placé dont 100ml d’eau bouillant. On laisse infuser pendant 20 minutes.

Apreés le mélange est filtré par un papier filtre.

2.5.2. ldentification des anthocyanes
Pour ce test, on rajoute quelques gouttes d’acide chlorhydrique (HCI) a 5 ml de I’infusé. La

réaction donne une coloration rouge en présence des anthocyanes.

2.5.3. Identification des tanins
On rajoute quelques gouttes de (FeClsa 5%) a 5 ml de I’infusé. La réaction donne une

coloration bleue noir en présence des tanins.

@



Chapitre 2 Materiel et Méthodes

2.5.4. Tanins condensés
15 ml de I’infusé sont additionnée a 7 ml de réactif de Stiasny (2 volumes de formol a 30% et
1 volume acide chlorhydrique concentré). La réaction donne une coloration rouge en présence

de tanins condensés.

2.5.5. Tanins galliques
A 15 ml d’infusé, on ajoute 2 g d’acétate de sodium et quelques gouttes de FeCls. La réaction

donne une coloration bleu foncée.

2.5.6. Identification des saponosides
Dans un tube a essai, on introduit 5 ml d’HCI a 0,1 N. Dans un deuxiéme tube, on ajoute 5 ml
de NaOH a 0,1N. Ensuite, on rajoute dans chaque tube quelques gouttes de 1’infusé aprés une

bonne agitation. La formation de mousse indique la présence des saponosides.

2.5.7. Identification des flavonoides
A 5 ml d’infusé, on ajoute 5 ml d’HCI, un copeau de magnésium et 1 ml d’alcool iso-

amylique. La réaction donne une coloration rouge orangé en présence de flavonoides.

2.5.8. Identification des alcaloides
L’identification est réalisée en utilisant le réactif de Dragendorff qui se prépare comme suit :

Reéactif de Dragendorff :

- sousnitrate de bismuth...................... 0.85¢g

- acide acétique glacial...............coooii 30ml
- iodure de potassium (KI).............ooooiiiiiiiiii, 8g

- eaudistillée. ... 60ml

Préparation :
- Solution A : dissoudre 0.85¢g de sous nitrate de bismuth dans un mélange composé
de 10ml d’acide acétique glacial et de 40ml d’eau distillée.

- Solution B : dissoudre 8g d’iodure de potassium dans 20ml d’eau distillée.

Immeédiatement avant I’emploi, mélanger 15ml de la solution A et 15ml de la solution B, puis
ajouter 20ml d’acide acétique glacial et compléter a 100ml avec de I’eau distillée. (La solution
de Dragendorff doit étre fraiche et conservée dans des flacons jaunes, a I’abri de la lumiére).

Test d’identification :

@
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5 g de poudre végétale sont humectés avec de I’ammoniaque '2 pendant 24 h dans 50 ml d’un
mélange (éther/chloroforme, 3V/1V) et ce dans un récipient bien fermé. Le filtrat est épuisé
par I’acide chlorhydrique 2 N. Le réactif de Dragendorff donne un précipité rouge en présence

d’alcaloides.

2.5.9. Identification des coumarines

On fait bouillir a reflux 2 g de poudre dans 20 ml d’alcool éthylique pendant 15 minutes. Puis,
on procede a une filtration. A 5 ml de filtrat, on ajoute 10 gouttes de la solution alcoolique de
KOH a 10 %.

La formation d’un trouble indique la présence des coumarines.

2.5.10. Identification des leuco-anthocyanes
2g de poudre végétale sont introduite dans 20 ml d’un mélange (propanol / acide
chlorhydrique, 50mI/50ml). Le mélange est porté au bain-marie bouillant pendant quelques

minutes .Une coloration rouge se développe en présence de leuco-anthocyanes.

2.5.11. Identification des quinones libres
A 2g de poudre, on ajoute 2ml de HCI 1IN et 20 ml de chloroforme bien fermé, afin d’éviter
I’évaporation de ce dernier. Aprés trois heures, on proceéde a une filtration. Le filtrat est agité

avec Sml d’ammoniaque’s. On remarque une coloration rouge en présence de quinones libres.

2.5.12. Identification de quinones combinées

A 2 g de poudre, on ajoute 15 ml de H,SO,4 2N, porté a reflux pendant 15 min. On filtre et on
rajoute 20ml de chloroforme. On laisse le chloroforme s’évaporer. Puis, on rajoute en exces
de I’ammoniaque 2. La réaction donne une coloration rouge en présence de quinones

combinées.

3. Extraction des polyphénols

3.1. Extrait méthanolique par Soxhlet

L’extraction est effectuée par épuisement du matériel végétal en utilisant le méthanol. La
guantité de solvant doit étre appropriée a la quantité de la matiére végétale dont nous
disposant. Dans notre cas nous avons utilisé 25g de plante broyée contre 400 ml de méthanol.

Le Soxhlet (figure 19) est composé d'un corps en verre, dans lequel est placée une cartouche
en papier-filtre épais (matiére pénétrable pour le solvant), d'un tube siphon et d'un tube de

distillation.

@
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Dans le montage I'extracteur est placé sur un ballon contenant le solvant d'extraction. Le
solvant est chauffé a ébullition. Les vapeurs ainsi produite passent par la cartouche contenant
le matériel végétal a extraire. Le réfrigérant placé au-dessus du dispositif servira a condenser

les vapeurs du solvant.

Figure 19. Schéma de I’extraction par Soxhlet (originale, 2022)

Ensuite, le condensat retombe dans le corps de I'extracteur sur la cartouche, faisant ainsi
macérer le solide dans le solvant. Le solvant condensé s'accumule dans I'extracteur jusqu'au
niveau du sommet du tube-siphon, suivi par le retour dans le ballon du liquide de I’extracteur
accompagné de substances extraites. Ainsi le solvant dans le ballon s'enrichit progressivement
en composants solubles. L’extraction continue jusqu’a 1’épuisement de la matiére solide
chargée dans la cartouche. L’extraction est compléte lorsque le solvant d’extraction devient
limpide. Aprés filtration sur papier filtre, I’extrait obtenu est introduit dans un ballon pré- pesé
pour étre ensuite concentré par évaporation sous pression réduite a 1’aide d’un évaporateur
rotatif, jusqu’a élimination du solvant. Le résidu sec est repris dans 20 ml de méthanol
(Zygler et al., 2012).

3.2. Extrait méthanolique par sonication

Cette technique est basée sur ’utilisation des ultrasons pour 1’extraction des principes actifs.
Afin de réaliser une étude comparative entre deux méthodes d’extraction, nous avons choisi
de procéder a une extraction par sonication. 10g de matériel végétal sont mis en contact avec

100ml de méthanol dans un bain a ultrason et ce pendant une durée totale de 60 minutes.
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Figure 20. Schéma de 1’extraction par sonication

Apres filtration sur papier filtre, I’extrait obtenu est introduit dans un ballon pré- pesé pour
étre ensuite concentré par évaporation sous pression réduite a 1’aide d’un évaporateur rotatif,
jusqu’a ¢élimination du solvant. Le résidu sec est repris dans 20 ml de méthanol (Wang et
Weller, 2006)

3.3. Calcul du rendement
Le rendement de I’extraction est calculé en pourcentage du rapport de la masse d’extrait

obtenu apres extraction sur la masse totale de la plante utilisée dans 1’extraction.

R% =Mx 100
MT

M : Masse du ballon apres évaporation du solvant et récupération de 1’extrait
MO : Masse du ballon vide

MT : masse de plante, apres élimination du taux d’humidité

MT = MVF x (1-H)

MVF = Masse de la plante fraiche

H : Taux d’humidité

4. Dosage des polyphénols totaux
Le dosage des polyphénols pour les différents extraits de plantes a été réalisé par la méthode
(Singleton et Rossi, 1965).
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Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitu¢é d’un mélange d'acide phosphotungstique
(H3sPW12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMo012040). Il est réduit, lors de I'oxydation
des phénols, en un melange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdene. La coloration
produite, dont I'absorption maximum est a 750 nm, étant proportionnelle a la quantité de
polyphénols présents dans les extraits végétaux.

0,2 ml de I’extrait est introduit dans un tube qui contient initialement 1,8 ml d’eau distillée,
0,2ml de réactif Folin-Ciocalteu est ajouté. Le mélange est homogénéisé a I’aide d’un vortex.
Aprés 5 min, 2 ml d’une solution de carbonate de sodium Na,CO3 (7%) sont ajoutés. Le
mélange réactionnel est finalement laissé¢ a incuber durant 90 min a I’obscurité. L’absorbance
est lue a 750 nm (Arnous et al., 2002)

Une droite d’étalonnage est préalablement réalisée avec de 1’acide gallique dans les mémes
conditions que les échantillons a analyser. La quantité de polyphénols totaux de I’extrait testé
est calculée a I’aide de I’équation de la droite d’étalonnage.

La quantité des composes phénoliques totaux est exprimée en mg Equivalent Acide Gallique
EAG /g de plante seche.

5. Analyse de la capacité antioxydante par le piégeage du radical libre 2,2 diphényle-1-

picrylhydrazyl DPPH* (DPPH scavenging activity)

Dans le cas des composés phénoliques, le mécanisme principal d’action est le piégeage des
radicaux libres par le transfert de I’atome H sur le DPPH", alors, transformé en une molécule
stable DPPH-H. Dans cette analyse, le radical libre stable DPPH® de couleur pourpre est

réduit par les molécules dites antioxydantes en hydrazine jaune pale.

DPPH (violet) DPPH (jaune)
e o =3 o
' N—O ! N—O'
:O' — — : (o} - -/
I N N N = AH ——=' N NH—N + A
lo —_— | 0 —
I 1 o
I N=0 | N=0
\ 0 — (o) W/

Figure 21. Réduction du radical DPPH’

La capacité de piégeage est généralement évaluée dans les milieux organiques en suivant la

diminution de 1’absorbance a 517nm jusqu’a ce que 1’absorbance demeure constante (Brand-
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William et al., 1995). L’activité antioxydante de D’extrait est comparée a celle d’un
antioxydant de référence en termes de concentration inhibitrice de 50% (I1Csp).

100ul de chaque extrait de plante a différentes concentrations, sont ajoutés a 2ml d’une
solution méthanloique de DPPH® a 0,04mg/ml. Aprés incubation a I’obscurité pendant 30min
et a température ambiante, la lecture des absorbances est effectuée a 517nm a 1’aide d’un
spectrophotometre.

Pour réaliser cette mesure, on a utilisé 1’acide ascorbique comme référence. Le controle
négatif est composé de 100 pl de méthanol et de 2ml d’une solution méthanolique de DPPH"®

a 0,04mg/ml.

Les pourcentages d’inhibition sont calculés par la formule suivante :
% inhibition = [(Ac-AT)/Ac] % 100
Ac : Absorbance du contréle négatif

Ag : Absorbance du test effectué

6. Evaluation de I’*activité anti-inflammatoire
La recherche de la propriété anti-inflammatoire a été réalisée sur I’infusé des feuilles de

Moringa oleifera.

6.1. Principe

Le principe de cette étude consiste a injecter sous I’aponévrose plantaire de la patte gauche de
la souris de la carragénine a 0,1% pour évaluer ses propriétés anti-inflammatoires. Les
produits testés ont été administrés par injection intramusculaire 30 min avant ’injection de la
carragénine. Cette étude permet la comparaison de 1’cedéme plantaire aprés administration de
doses égales du produit anti-inflammatoire a tester soit I’extrait de la plante a 10% et du
produit de référence correspondant (diclofenac sodique) (Amezouar et al., 2013).

6.2. Protocole expérimental
Les souris ont été réparties en 3 lots. Chaque lot contient 5 souris dont le poids corporel est
compris entre 27 et 32g. 11 s’agit d’un lot témoin, d’un lot de réference et d’un lot essai.

Premiére étape : Au temps Ty
Les souris ont été mises a jeun pendant 16 heures. Au temps Ty, On a mesuré 1’épaisseur de la
patte gauche de chaque souris a 1’aide d’un pied a coulisse digital. Ensuite, on a administré

par voie intra-gastrique (gavage) pour les trois lots les suspensions suivantes. Pour le lot

@
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témoin, chaque souris regoit 0,5ml de ’eau distillée. Ce qui est du lot de référence, chaque
souris recoit 0,5ml de I’Tbuproféne & 400 mg. Enfin, au niveau du lot essai, chaque souris

recoit 0,5ml de I’infusé de la Moringa (Fig. 21).

(a) (b)
Figure 22. Administration orale de I’infusé (a), et injection sub-plantaire de la carragénine

d’administration (b).

Deuxiéme étape : (aprés 30min)
Les souris des trois lots ont recu 0,025 ml de la carragénine 0,1% sous 1’aponévrose plantaire

de la patte arriére gauche.

Troisieme étape (Apres 4 heures)
Les animaux sont sacrifiés par rupture de la nugue. Puis les pattes postérieures sont coupées a

hauteur de I’articulation et pesées sur une balance analytique (Fig. 22).

Figure 23. Pattes gauches et droites coupées et mesure du poids des pattes



Chapitre 2 Materiel et Méthodes

Expression des résultats
On a calculé les moyennes arithmétiques des poids des pattes gauches et des pattes droites
pour chaque lot pour évaluer le pourcentage d’augmentation des poids de la patte (%

d’cedéme) selon Amezouar et al., (2013) par la formule suivante :

Moyenne des poids de la patte gauche—moyenne des poids de la patte droite

x100

% d’cedéme= : :
moyenne des poids de la patte droite

On a calculé le pourcentage de réduction de 1’cedéme chez les souris traitées par rapport aux

témoins par la formule suivante d’aprés Amezouar et al., (2013)

%deL’cedéme témoin—% de L'cedéme essai

x 100

% de réduction de 'cedeme= —
% de l'cedéeme témoin

Selon Amezouar et al., (2013), on a calculé le pourcentage de réduction de I’cedéme chez les

souris traitées par I’extrait de la plante par rapport a I’Ibuproféne

_ %deL’cedémetémoin—%deL’ cedémederéférence

% de réduction de I’cedéme = YR ———— x 100
(1] ceae (S

7. Evaluation de P’activité antimicrobienne

Elle se fait a travers les différentes étapes suivantes :

7.1. Revivification des souches microbiennes

La revivification des souches a pour objectif ’obtention d’une culture jeune et pure. Elle
consiste a ensemencer quelques colonies de souches conservées en stries la surface de la
gélose préalablement coulée et solidifiee dans des boites de Pétri. 1l s’agit de Mueller-Hinton
pour les bactéries et de Sabouraud pour les levures. Les boites de Pétri renfermant chacune
une souche microbienne sont incubées a 35°C + 2°C pendant 24h pour les bactéries et a 25°C

+ 2°C pendant 48h pour les levures (Pharmacopée européenne, 2020, 10°™ édition).

7.2. Aromatogramme
L’aromatogramme ou la méthode de diffusion sur milieu gélosé consiste a mesurer in vitro le
pouvoir antibactérien des extraits. Cette méthode est 1’équivalent d’un antibiogramme ou

I’antibiotique est remplacé par 1’extrait a etudier.
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L’aromatogramme s’effectue par un dépot de disques en cellulose stériles, imbibés de
d’extrait a étudier, sur un milieu gélosé préalablement coulé dans une boite de Pétri. Il est a
noter que chaque boite de Pétri est ensemencée par 108 UFC/ml du microorganisme testé.
Aprés incubation, I’évaluation du pouvoir antimicrobien de I’extrait se fait par la mesure du
diamétre de la zone d’inhibition, qui se traduit par un halo clair autour du disque absorbant
(Pharmacopée européenne, 2020, 10°™ édition).

7.3. Protocole expérimental

7.3.1. Préparation de I’inoculum

On a préparé des tubes stériles contenant 5 ml d’eau physiologique stérile. Ensuite, on préléve
guelques colonies soit 3 a 5colonies de bactéries ou de levures bien isolées et identique, et on
les additionne a cette eau pour réaliser une suspension microbienne. On agite les tubes
pendant quelques secondes. Aprés, on réalise une lecture de la densité optique (DO) de
chacune des suspensions préparées. A 1’aide d’un spectrophotométre a une longueur d’onde
de (A= 620 nm) et qui doit étre comprise entre 0,22 et 0,32 pour les bactéries et entre 2 et 3
pour les levures, ce qui correspond & une concentration de 107 & 10% germes/ml. 1l s’agit de la
concentration minimale qui assure la croissance microbienne.

I1 faut noter que I’incubation peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture si la concentration
de la suspension est trop faible, ou bien de I’eau physiologique stérile si elle est trop forte.
Ainsi, I’ensemencement doit se faire dans les 30 minutes qui surviennent la préparation de
I’inoculum (Pharmacopée européenne, 2020, 10°™ édition).

7.3.2 Préparation des milieux de culture avec des suspensions microbiennes

Préparation de la premiére couche du milieu

Les milieux géloses MH et SAB sont fondus dans un bain-marie a 95 °C. On verse
aseptiqguement une premiére couche dans les boites de Pétri a raison de 15 ml par boite avec 3
répétitions par souche. On laisse ce milieu refroidir et se solidifier sur la paillasse
(Pharmacopée européenne, 2020, 10°™ édition).

Préparation de la deuxiéme couche

Les milieux gelosé MH et SAB sont fondus dans un bain-marie a 95 °C encore une seconde
fois. Ensuite, on fait baisser la température jusqu’a 45 °C. Aprées, on remplit des flacons en

verres stériles avec 50 ml de MH et 50 ml de SAB. On ensemence les milieux de culture avec

200 pul de la suspension dans chaque flacon.
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On agite manuellement les flacons. Ensuite, on transverse rapidement 5 ml de chaque milieu
inoculé en 2°™ couche sur la surface des boites contenant déja la 1" couche de gélose. On
étale rapidement en faisant pivoter la boite sur elle-méme pour avoir une surface uniforme.

Enfin, on laisse solidifier sur la paillasse (Pharmacopée européenne, 2020, 10°™ édition).

Figure 24. Préparation de la 1*° et la 2™ couche du milieu

7.3.3. Dépot de disques
Une fois que les milicux sont solidifiés, on préléve a I’aide d’une pince stérile un disque
absorbant stérile et imbibé avec I’extrait, en mettant seulement en contact avec le bout du
disque. Celui-ci va absorber progressivement I’extrait jusqu’a imprégnation totale du disque.
On dépose les disques imbibés sur la surface de la gélose. Enfin, on laisse ces boites sur la
paillasse pendant 30 minutes pour permettre la diffusion de I’extrait (Pharmacopée
géme

européenne, 2020, 1 édition).

Figure. 25. Dép6t de disques

7.3.4. Incubation
On incube les boites de Pétri a 35 °C + 2 °C pendant 24 h pour les bactéries et a 25 °C+2 °C

pendant 48 h pour les champignons (Pharmacopée européenne, 2020, 10emé édition).
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7.3.5. Lecture

Apres incubation, la sensibilité des germes a I’extrait se traduit par la présence d’une zone
claire autour des disques (zone d’inhibition en mm) :

- Présence de zone clair autour du puits = présence de 1’activité inhibitrice

- Absence de zone claire autour du puits = absence de 1’activité inhibitrice

Selon Vaquero et al., (2007), les pouvoirs antimicrobienne ont été classés en fonction des
diametre des zones d’inhibition de la croissance microbienne en quatre classes. L’échelle

d’estimation de ’activité antimicrobienne est donnée dans le tableau 9.

Tableau 9. Echelle d’estimation de I’activité antimicrobienne selon Vaquero et al., (2007).

Diamétre de la zone d’inhibition Pouvoir antimicrobien
>28mm Fortement inhibitrice
16mm < diametre < 28mm Modeérément inhibitrice
10mm < diametre < 16mm Légérement inhibitrice
<10mm Non inhibitrice
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1. Détermination de la teneur en eau (Taux d’humidité)

Les vegetaux sont riches en eau. Ainsi, les plantes fraiches renferment 60 a 80 % d’eau. Pour
assurer une bonne conservation, la teneur en eau doit étre inférieure ou égale a 10 % (PARIS
et MOYSE, 1965). On a utilisé la méthode pondérale pour déterminer la teneur en eau dans la
poudre des feuilles seches de la plante. 11 s’agit de la détermination de la perte de masse par
dessiccation a 1’étuve. Les résultats de cette analyse ont révélé un taux d’humidité inférieure a
10% correspondant a 7,6%. Cette teneur en eau, inférieure a 10% confére a la poudre une
meilleure conservation a long terme, alors qu’une humidité résiduelle (supérieur a 10%)
favorise la prolifération des microorganismes a savoir les bactéries, les levures, et les

moisissures.

7,6%

mMS

M Eau

92,4%

MS: la matiére séche

Figure 26. Teneur en eau des feuilles de Moringa

2. Pureté de la drogue végétale

Les résultats obtenus apres élimination de tous éléments étrangers de la partie aérienne de la
plante ont révélé un pourcentage d’éléments étrangers de 1,8% (Figure 27).

Selon la Pharmacopée Européenne (2020), les éléments étrangers sont séparés en deux
catégories a savoir les parties étrangeres qui font partie de la plante-mere et les matieres
étrangeres a la plante mére qui sont d’origine végétale ou animale. La Pharmacopée tolere en

général un taux maximal de 2 % d’¢léments étrangers.

1,8%

H plante
pure

M élément
étranger

98,2.%

Figure 27. La pureté de drogue végétale
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3. Etude phytochimique
Plusieurs métabolites secondaires ont été mis en évidence dans les feuilles du Moringa, les

résultats sont représentés dans le tableau n° 10.

Tableau 10. Résultats des tests phytochimiques

Tests Réactions positives Résultats
Anthocyanes Coloration bleue -
Leuco-anthocyanes Coloration rouge -
Tanins Coloration bleue ++
Tanins galliques Coloration bleu foncé +++
Tanins catéchiques Coloration rouge -
Saponosides Formation de mousse ++
Flavonoides Coloration rouge orange +++
Glucosides Coloration rouge puis violette ++
Coumarines Apparition d’un trouble +++
Quinones libres Coloration orange -
Quinones combinées Coloration rouge -
Alcaloides Précipité rouge -

Les tests phytochimiques consistent & détecter les différentes familles de composés existants

dans la partie étudiée de la plante par les réactions qualitatives de caractérisation. Ces

réactions sont basées sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs

spécifiques a chaque famille de composés

v" Présence forte du métabolite secondaire, représentée par : +++

Présence moyenne du métabolite secondaire, représentée par : ++

v
v" Présence a I’état de race du métabolite secondaire, représentée par : +
v

Absence du métabolite secondaire, représentée par : -

L’étude phytochimique a fait ressortir la présence de métabolites secondaire majoritaire a

savoir les tanins galliques, les flavonoides, et les coumarines, confirmant les différentes vertus

thérapeutiques attribuées a la plante.

Nous notons également la présence des tanins et des saponosides a des teneurs moyennes,

alors que les anthocyanes, les leucoanthocyanes, les tanins catéchiques, les quinones et les

alcaloides sont inexistant dans notre plante (Moringa oleifera).
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Nos résultats sont comparables & ceux obtenus par Issa et al.; (2021), qui ont travaillé sur la
méme plante récoltée dans la région d’llorin (Nigéria). Ces auteurs ont noté la présence des
tanins, des flavonoides et des saponines. En revanche, ils difféerent Iégérement de ceux de
Patel et al. ; (2014) traitant la plante de la région de Gujarat (Inde), qui ont noté la présence
des alcaloides, des flavonoides, des stéroides et des saponines et I’absence totale des tanins,
des sucres réducteurs et des glucosides. D’autre part, les résultats de Bagheri et al (2020),
montrent la présence des alcaloides, des tanins, des composés phénoliques et des terpenoides.
Cette différence de compositions est due a plusieurs facteurs notamment la région, les

conditions climatiques, la dessiccation et la période de récolte.

Les composés phénoliques possédent un grand nombre de propriétés biologiques, Selon la
littérature les polyphénols sont des agents antioxydants, antimicrobiens, anti-inflammatoires,
anti- analgésiques, antiallergiques (Diebolt, 2003). Les flavonoides renforcent les effets de la
vitamine C et agissent comme des antioxydants. Ils sont également connus pour étre
biologiquement actifs contre les toxines du foie et les tumeurs. Les tannins ont montré des
effets potentiels antiviraux, antibactériens et antiparasitaires. Les saponines provoquent
I'hnémolyse des globules rouges (Patel et al ., 2014).

4. Rendement d’extraction
L’extraction des composés phénoliques a été effectuée par soxhlet et par sonication a 1’aide

d’un bain ultrason. Les rendements en extrait sec sont regroupés dans le tableau n° 11.

Tableau 11. Rendement en extrait sec

Extraits Rendement (%)
Extrait méthanolique par soxhlet 5,7%
Extrait méthanolique par sonication 3,2%

Ces résultats restent inférieurs a ceux de Jacob Olalekan Arawande et al., 2021 qui soulignent
un rendement de 8% pour I’extrait méthanolique des feuilles du Moringa ainsi qu’a ceux de
Awa et al., 2018 qui rapportent un rendement de 14% pour 1’extrait alcoolique des feuilles de
Moringa. En générale cette variabilité du rendement pourrait étre due a plusieurs facteurs, tels
que I’origine géographique, les facteurs écologiques notamment climatiques (la température et

I’humidité) et la période de récolte.
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5. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols a été effectué par la méthode spectrophotométrique au réactif

Folin Ciocalteu comme décrit dans la partie matériel et méthodes (tableau 12).

Tableau 12. Récapitulatif des absorbances de la gamme d’étalonnage de 1’acide gallique

Concentration en acide gallique (mg/ml)

0,1 0,2 0,3 04

0,5

Absorbance

0,156 | 0,649 | 1,057 1,42

1,665

Les résultats obtenus sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par

gramme de la matiere végétale (mg EQAG/g de la maticre végétale) en utilisant I’équation de

la régression linéaire de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique :

Y=3,789X-0,1473 avec R*= 0,9855 (figure 28)

Courbe d'étalonnage de l'acide gallique

2
1,8
1,6
1,4
1,2

1
0,8

Absorbance

04 -
0,2 o
0
0 0,1 0,2

0,6 ‘

y =3,789x - 0,1473

R?=0,9855
o
LS
0.
03 0,4 0,5 0,6

Concentratons (mg/ml)

Figure 28. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau n°13 :

Tableau 13. Teneur en polyphénols totaux des feuilles du Moringa oleifera

Extraits T (mg EqQAG/g de la matiére)
Meéthanolique soxhlet 19,2
Methanolique ultrason 74,5

Ces résultats confirment la richesse des feuilles du Moringa en composeés phénoliques.
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6. Analyse de la capacité antioxydante par le piégeage du radical libre 2,2 diphényle-1-
picrylhydrazyl DPPH®* (DPPH scavenging activity):

Dans cet essai, le radical DPPH® fixe un radical H* qu’il arrache a ’antioxydant AH. Ainsi, il
perd sa couleur violette et son absorbance a 517 nm pour se transformer en DPPH-H de
couleur jaunatre (Figure N°29).

NO, /a\
@ ; QC S B
i ﬁ‘ \_,( \/?—-
TNO, NOy >
oPp DPPH-H
(violet) (Jaunatre)

Figure 29. Réaction du radical DPPH® avec un antioxydant AH

6.1. Mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH*® « Moringa oleifera »
Le tableau n°14 représente la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la

concentration de I’extrait méthanolique obtenu par soxhlet.

Tableau 14. Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de 1’extrait

méthanolique par soxhlet

Extrait méthanolique par soxhlet
Concentration
0,0001 0,001 0,01 0,1 1
(mg/ml)
Pourcentage
d’inhibition
8,18 16,44 54,90 85,34 90,20
(%)

Ces résultats sont représentés dans la figure 30 qui représente la variation du pourcentage
d’inhibition en fonction de différentes concentrations de 1’extrait méthanolique des feuilles de

Moringa oleifera obtenu par soxhlet.
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Extrait méthanolique par soxhlet

120,00

Pourcentage d'inhibition

100,00

0,00000

0,20000

0,40000

0,80000

Concentration (mg/ml)

1,00000

y =10,117In(x) + 97,603
R? = 0,9422

1,20000

Figure 30. Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration

(extrait méthanolique par soxhlet des feuilles du Moringa oleifera)

Le tableau n°15 représente la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la

concentration de 1’extrait méthanolique obtenu par sonication.

Tableau 15. Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de 1’extrait

méthanolique par sonication.

Extrait méthanolique par sonication

Concentration

0,0001 0,001 0,01 0,1 1
(mg/ml)
Pourcentage
d’inhibition
9,07 14,98 44,78 69,15 80,65
(%0)

Ces résultats sont représentés dans la figure 31 qui représente la variation du pourcentage

d’inhibition en fonction de différentes concentrations de 1’extrait méthanolique des feuilles de

Moringa oleifera obtenu par sonication.
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. 7 . y = 8,5698In(x) + 83,19
Extrait méthanolique par ultrason

2 _
90,00 R*=0,9643

80,00 | °
7000 ® e
60,00

50,00

40,00

30,00

20,00 }

10,00 :

0,00
0,00000 0,20000 0,40000 0,60000 0,80000 1,00000 1,20000

Concentration(mg/ml)

% d'inhibition
®

Figure 31. Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration

(extrait méthanolique par sonication des feuilles du Moringa oleifera)

Le tableau n°16 représente la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la

concentration de I’acide ascorbique.

Tableau 16. Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de 1’acide

ascorbique
Acide ascorbique
Concentration
0,0001 0,001 0,01 0,1 1
(mg/ml)

Pourcentage

d’inhibition
23,89 27,85 54,66 96,14 96,99

(%)

Ces résultats sont représentés dans la figure 32 qui représente la variation du pourcentage

d’inhibition en fonction de différentes concentrations de 1’acide ascorbique.
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Acide ascorbique y=9,3151In(x) + 102,8
R2=0,9127

120,00

100'00 S S BT S .‘

80,00
60,00
40,00

20,00 3

Pourcentage d'inhibition

0,00
0,00000 0,20000 0,40000 0,60000 0,80000 1,00000 1,20000

Concentration (mg.ml)

Figure 32. Variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration (acide

ascorbique)

6.2. Détermination de la concentration inhibitrice de 50% des radicaux

L’ICsp est un parametre utilisé pour estimer 1’activité antioxydante, elle exprime la quantité
d’antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la valeur
de I’ICsy est petite, plus I’effet antioxydant est tres élevé. Les ICso ont été évaluées a partir des
équations qui déterminent le pourcentage de réduction en fonction de la concentration des

extraits en question.

Les résultats de 1’activité anti-radicalaire exprimée en ICsy sont représentés dans le tableau
n°17.

Tableau 17. Evaluation de I’'IC50 des extraits méthanoliques par soxhlet et par sonication

ainsi que celle de I’acide ascorbique

Extraits 1Cs0 (Mg/ml)
Extrait méthanolique soxhlet 0,009
Extrait méthanolique ultrason 0,02
Acide ascorbique 0,003

Les polyphénols possédent une structure chimique idéale pour capturer les radicaux libres et

d’apres certaines études, ils sembleraient étre responsables de l'activité de piégeage de ces

derniers (Santos-Gomes et al., 2002; Babu et al., 2006).
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Il ressort de cette étude que I’extrait méthanolique des feuilles de Moringa oleifera possede
une activité antioxydante significative qui est dose-dépendante. L’activité la plus importante
ait été observée avec I’extrait méthanolique obtenu par soxhlet avec une concentration
inhibitrice 1C50 de 9 ug/ml, bien qu’elle reste moins importante que celle de 1’acide
ascorbique avec 3ug/ml. 1l est a noter que ces résultats ne rejoignent pas celui de Awa et al
(2018), qui a souligné une IC50 d’une valeur de 87,8 pg/ml. Il a été également établi une
corrélation entre la teneur en composés phénoliques et I’activité antioxydante des extraits de

plantes (Ouattara et al., 2011).

Ces résultats suggerent que les feuilles de Moringa oleifera contiennent des substances a
propriétés antioxydantes qui pourraient contribuer a la prévention de certaines maladies

chroniques telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires entre autres (Awa et al., 2018).

7. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire

Le tableau 18 regroupe I’ensemble des résultats de 1’activité anti-inflammatoire

Tableau 18. Résultats de ’activité anti inflammatoire

Poids des pattes Poids des % de réduction
) % d'cedéme
gauches pattes droites de I'cedéeme
Témoin
] ] 109mg 76mg 43,42% 0%
« Eau physiologique »
Référence
) ) 169mg 139mg 21,58% 50,3%
« Diclofenac sodique »
Extrait aqueux
) _ 155mg 121mg 28,1% 35,3%
Moringa oleifera

Ces résultats montrent que les souris prétraitées par l'extrait aqueux de Moringa oleifera a
10%, correspondant a 2000 mg/kg marquent une réduction significative de I'cedéme des pattes
gauches postérieures avec un pourcentage de réduction est de 35,3%. Cependant les souris
traitées par diclofenac sodique manifestent un effet nettement supérieur a celui engendré par
I'extrait aqueux de la plante avec un pourcentage de réduction de 1’cedéme de 50.3%. Ces
résultats rejoignent ceux de Sy, Awa Ndiaye et al., 2016 dont les résultats suggérent que les
feuilles de Moringa oleifera pourraient constituer une source potentielle d’anti-

inflammatoires dans le traitement des pathologies ayant une composante inflammatoire.
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8. Evaluation de ’activité antimicrobienne

Les résultats de I’activité antimicrobienne sont répertoriés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 19. Diametre des zones d’inhibition (mm)

Souches bactériennes Extrait Méthanolique par Extrait Méthanolique
soxhlet ultrason
12
Pseudomonas aeruginosa <9mm 12
13
15
Staphylococcus aureus 15 <9mm
15
12 13
Escherichia coli 13 13
12 13
15 23
Bacillus subtilis 14 23
14 22
11
Candida albicans. <9mm 11
11

L’exploitation des résultats énumérés dans le tableau 19 nous a permis de noter que I’extrait
méthanolique obtenu par Soxhlet possede une activité légérement inhibitrice vis-a-vis de
Staphylococcus aureus, d’Escherichia coli et de Bacillus subtilis avec un diamétre de la zone
d’inhibition qui varie entre 12 et 15mm. Sur les deux souches bactériennes Pseudomonas
aeruginosa et Candida albicans, aucune activité antimicrobienne n’a été enregistré
(Z1<9mm).

Pour ce qui est de I’extrait méthanolique par sonication Vvis-a-vis de Bacillus subtilis, nous
avons enregistré un diametre de 23 mm, cela suggére que le pouvoir antimicrobien est
moderé. Nous notons également une activité antimicrobienne Iégérement inhibitrice vis-a-vis

de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, et Candida albicans (10mm < diamétre <
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16mm). En revanche, aucune activité n’a été signalée avec Staphylococcus aureus (diametre

<9mm)/

Les résultats expérimentaux de I'effet antimicrobien des extraits de notre plante indiquent que
ces souches présentent plus ou moins une résistance du fait que les diameétres de la zone

d'inhibition varient entre nul, faible et modéré.
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Conclusion générale

Les substances naturelles occupent de plus en plus une place de choix en thérapeutique.
L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét dans la
recherche biomédicale, une telle thérapie prévient 1’apparition des effets secondaires observés
lors de I'utilisation des médicaments de synthése chimique. Mais encore aujourd’hui, de
nombreuses substances naturelles dont 1'usage médical est traditionnellement répandu sont
mal connues des praticiens.

Notre travail s’inscrit dans une démarche visant a contribuer a I'étude phytochimique et a
évaluer quelques activités biologiques d'une plante médicinale originaire de I'Inde, mais qui
est également indigéne dans de nombreux pays d'Afrique. Il s’agit du Moringa oleifera
cultivée dans la wilaya de Meniaa, sur laquelle trés peu d’investigations scientifiques ont été
entrepris.

Les résultats obtenus ont révélés la richesse de la plante en métabolites secondaires
notamment les tanins galliques, les flavonoides, et les coumarines, confirmant les différentes
vertus thérapeutiques attribuées a la plante. En effet, I’extraction des métabolites secondaires
est une étape préliminaire essentielle pour la valorisation des principes actifs a effet
thérapeutique, cette étape dépend de la méthode et du solvant approprié qui préservent leurs
propriétés biologiques.

Cette ¢tude montre aussi qu’en raison de la diversité et de la complexité des mélanges naturels
en composés phénoliques dans les extraits de plantes, il est difficile de corréler
systématiquement une forte teneur en polyphénols totaux avec une meilleure activité
antioxydante. Les résultats obtenus montrent que 1’activité antioxydante de ’extrait analysé
dépend de la teneur en polyphénols totaux sans pour autant en étre proportionnelle, en effet,
bien que la teneur en polyphénols totaux est plus prononcée dans 1’extrait méthanolique
obtenu par sonication, I’effet antioxydant est plus prononcé pour I’extrait méthanolique
obtenu par soxhlet. Le Moringa oleifera peut étre considéré comme une Véritable source
quotidienne d’antioxydant naturel.

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne par méthode de diffusion en milieu solide a montré
d’une part que I’extrait méthanolique obtenu par Soxhlet posséde une activité 1égérement
inhibitrice vis-a-vis de Staphylococcus aureus, d’Escherichia coli et de Bacillus subtilis. En
revanche il n’a aucune activité antibacterienne vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa et
Candida albicans. D’autre part, I’extrait méthanolique par sonication a enregistré une activité
antimicrobienne modérée vis-a-vis de Bacillus subtilis, une activité légérement inhibitrice vis-
a-vis de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, et Candida albicans, en revanche,

aucune activité n’a été enregistrée vis-a-vis Staphylococcus aureus.



Conclusion générale

L’étude pharmaco-toxicologique de I’extrait aqueux a mis en évidence la présence d’une
activité anti-inflammatoire moderée.
Au terme de ce travail, nous pouvons dire que notre plante manifeste des vertus
thérapeutiques importantes, grace a la présence de plusieurs catégories de métabolites
secondaires.
Les perspectives envisagées dans les prochaines recherches concernant la plante M. oleifera :
- Extraire les autres principes actifs de la plante et tester leur pouvoir antibactérien sur
un large panel de souches bactériennes et fongiques, devenues a 1’heure actuelle multi
résistantes aux antibiotiques.
- Déterminer les composants actifs responsables de chaque activité thérapeutique
- Développer les activités biologiques avec d’autres extraits aqueux des racines, des
fleurs et les graines de M. oleifera
- Développer des produits a base des substances naturelles a usage pharmaceutique afin

de réaliser des tests cliniques pour confirmer les vertus citées dans le présent travail.
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