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Résumeé

Le Moringa Oleifera est considéré comme I'un des arbres les plus utiles au monde, car
presque toutes les parties de I'arbre Moringa peuvent étre utilisées a des fins alimentaires,

médicamenteuses et industrielles.

Dans le but de connaitre les activités biologiques des plantes médicinales utilisées
traditionnellement par la population, notre travail a porté sur 1’étude des extraits bruts des

feuilles de Moringa Oleifera par la méthode d’infusion et de macération méthanolique.

Le criblage phytochimique a mis en évidence une richesse de substances bioactives. La
caractérisation des alcaloides et des flavonoides sur plaques de CCM a révélé un nombre
important de spots, ce qui indique une richesse importante de composés de ces métabolistes

secondaires

Mots clé : Moringa Oleifera; screening phytochimique ; CCM.



Abstract

Moringa Oleifera is considered to be one of the most useful trees in the world, as almost any

part of the Moringa tree can be used for food, medicine and industrial purposes.

With the aim of knowing the biological activities of medicinal plants traditionally used by the
population, our work focused on the study of raw extracts of Moringa Oleifera leaves by the

method of infusion and methanolic maceration.

The phytochemical screening revealed a wealth of bioactive substances. The characterization
of alkaloids and flavonoids on TLC plagues revealed a large number of spots, indicating a

significant richness of compounds of these secondary metabolists

Keywords: Moringa Oleifera; phytochemical screening; CCM.
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Introduction

Introduction :

Le Moringa oleifera (MO) est une espece de la famille des Moringacées qui a des
valeurs médicinales et nutritionnelles [1]. Il est riche en nombre de nutriments importants et
de composés actifs, y compris les protéines digestibles, les acides aminés, les acides gras
insaturés, en particulier les acides linoléique, oléique et palmitique, les vitamines A, le
complexe B (B1, B3, B6 et B7), C, D, E et K, calcium, fer, glucosinolates, isothiocyanates,
polyphénols et antioxydants [2].

L'isolement et 1'identification des flavonoides, des glycosides, des tanins, des
alcaloides, des saponines et d'autres phytochimiques d'origine végétale ont été utiles

pour contrdler diverses réponses inflammatoires et allergiques [3].

Les flavonoides tels que la quercétine, la rutine, l'apigénine et le kaempférol

sont des contributeurs connus dans la prévention des infections [4].

Moringa oleifera Lam est un arbre résistant a la sécheresse qui appartient a la
famille des Moringacées. Elle est largement utilisée traditionnellement pour son

efficacité contre un large éventail de maladies et de troubles, notamment les infections.

Nous avons entamés trois chapitres, la partie de synthése bibliographique regroupe deux

chapitres :

* Le premier chapitre : comprend I’importance des substances naturellee dans le

traitement de plusieurs maladies et la présentation de la plante étudié.

* Le deuxieme chapitre : concerne les métabolites secondaires.
- La partie expérimentale présente les méthodes utilisées et les résultats obtenus, de

screening phytochimique.

Le présent travail est réalis¢ au niveau des deux laboratoires de biologie (microbiologie,
biochimie), de la faculté des sciences de la nature et de la vie, universit¢ L’ITA,

Mostaganem.
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Chapitre I : introduction a la phytothérapie

1. Définition

La phytothérapie désigne le traitement fondé sur les extraits de plantes et les principes actifs
naturels. Ce mot vient du grec « phytos » qui signifie plante et « therapeuo » qui signifie soigner.
C'est I’'une des formes de traitement les plus anciennes qui continue a jouer un role important

en Afrique et en Asie par l'usage de plantes médicinales [5].

Les plantes médicinales sont la synthése des expériences thérapeutiques de générations de
médecins praticiens des systemes de médecine indigenes depuis plus de centaines d'années, tandis
que les nutraceutiques sont des aliments améliorés sur le plan nutritionnel ou médicinal avec des
bienfaits pour la santé d'origine récente et commercialisés dans les pays développés. Les plantes
médicinales sont également trées demandées dans le monde développé pour les soins de santé
primaires en raison de leur efficacité, de leur sécurité¢ et de leurs effets secondaires moindres. Ils
proposent également des thérapies pour les troubles liés a I'dge comme la perte de mémoire,
l'ostéoporose, les troubles immunitaires, etc. pour lesquels aucun médicament moderne n'est

disponible.

L’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) a récemment défini la médecine traditionnelle (y
compris les médicaments a base de plantes) comme pratiques thérapeutiques qui existent, souvent
pour des centaines d'années, avant le développement et la diffusion des médicaments et sont encore
en usage aujourd'hui [6]. La médecine traditionnelle est la synthése de I'expérience thérapeutique de
générations de praticiens médecins des systémes de médecine indigenes. Les préparations
traditionnelles comprennent des plantes médicinales, des minéraux, des matieres organiques, etc. Les
médicaments a base de plantes ne constituent que les médicaments traditionnels qui utilisent
principalement des préparations a base de plantes médicinales a des fins thérapeutiques. Les
premicres preuves enregistrées de leur utilisation en indien, chinois, Les textes égyptiens, grecs,
romains et syriens remontent a environ 5000 ans. Les textes indiens classiques incluent Rigveda,
Atherveda, Charak Samhita et Sushruta Samhita. Les médicaments a base de plantes / médicaments
traditionnels ont donc été dérivés des riches traditions des civilisations anciennes et du patrimoine
scientifique. Il s'agit d'un terme d'origine récente (1979) qui comprend des aliments améliorés sur le

plan nutritionnel ou médicinal et bénéfiques pour la santé [7].

v
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2. Métabolites secondaires

2.1. Apercu historique
Du nombre prodigieux de composés de carbone, beaucoup sont des matériaux
produits par des organismes vivants. Ils sont appelés «produits naturels» et, de maniere significative,
sont responsables de la dénomination de la discipline de chimie organique. Les produits naturels
constituent un trés grand et diversifié groupe de composés difficiles a caractériser. Un sous-groupe
de I’ensemble comprend ce que la modernité des biologistes appelle «métabolites secondairesy.

Donc : Quels sont les métabolites secondaires? D'ou vient le terme «métabolite secondairex»?

2.2. Définition
Me¢étabolite général (d'ou métabolisme général). Un intermédiaire ou produit
métabolique, présent dans la plupart des systémes vivants, essentiel a la croissance et la vie, et bio
synthétisé par un nombre limité de biochimiques voies. Métabolite secondaire (d'ou métabolisme
secondaire). Un métabolique intermédiaire ou produit, trouvé comme produit de différenciation dans
des groupes taxonomiques, non essentiels a la croissance et a la vie des producteurs et bio synthétisé
a partir d'un ou plusieurs métabolites généraux par une plus grande variété de voies que celle

disponible dans le métabolisme général.

Le terme «métabolite secondaire», a été introduit par Albrecht Kossel en 1891, est utilisé
pour décrire une vaste gamme des molécules organiques complexes synthétisées a partir de
métabolites primaires (glucides, lipides et protéines) et accumulées en petites quantités par les
plantes autotrophes [8].Ces métabolites secondaires, ne sont pas toujours nécessaires a la survie de la
plante par opposition aux métabolites primaires qui alimentent les grandes voies du métabolisme
basal [9].

Les métabolites secondaires font I’objet de nombreuses recherches pour leur intérét multiple, ils sont
mis a profit aussi bien dans 1’industrie alimentaire, cosmétique que pharmaceutique. Ils sont
largement utilisés en thérapie comme vasculo-protecteurs, anti- inflammatoires, inhibiteurs
enzymatiques, antioxydants et anti-radicalaires.

Ces métabolites secondaires peuvent étre divisés en trois classes : les composés phénoliques, les

terpenes, et les alcaloides.

g



Chapitre I : introduction a la phytothérapie

3. Les polyphénols

Le terme de polyphénols ou composés phénoliques remplace I’ancien terme de tanin végétal. Ce sont
des composés synthétisés par les végétaux ou 1’élément structural fondamental qui les caractérise est
la présence d’un cycle aromatique (benzoique) portant au moins un groupement hydroxyle libre ou

engagé dans une autre fonction chimique (éther, méthylique, ester, sucre...) [10]

En effet, les composés phénoliques constituent le groupe le plus largement distribué chez les
végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques connues [11].Les polyphénols sont les
antioxydants les plus abondants dans 1'alimentation. Leur apport alimentaire total pourrait atteindre 1
g /], ce qui est beaucoup supérieur a celui de toutes les autres classes de composés phytochimiques
et antioxydants alimentaires. Pour la perspective, c'est 10 fois plus que I'apport de vitamine C et 100
fois plus ¢élevé que les apports de vitamine E et de caroténoides (1, 2). Les polyphénols sont présents

dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racines, tiges, feuilles, fleurs, fruits [12].

Ils sont concentrés dans la vacuole ou ils se trouvent sous formes simples et solubles ou
polymérisées plus ou moins solubles (tanins). Par contre, les formes insolubles (lignines) sont
directement associées a la paroi. Différents facteurs (lumicre, rayonnement U.V., température,
hormones, agents pathogenes ...etc.) sont fortement impliqués dans la régulation de l'expression du
métabolisme phénolique, se traduisant par des différences qualitatives et quantitatives considérables

entre les especes, les organes et les stades physiologiques [13].

Les diverses classes des composés phénoliques sont: les flavonoides, les lignanes, les stilbénes, les

coumarines et les tannins [14].

v



Chapitre I : introduction a la phytothérapie

Figure01: les principales classes de composés phénoliques.

Composes phénoliques

Squelette o
i Classe Exemple Structure COrigine
carboné
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OH
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OH
CsC3
=
Coumarines ombelliferone Carottes, coriandre
HO o "0
o
Cg-Cy Naphtoquinones juglon Noix
OH ©
OH
g : HO
Cs-Ca-Cs Stilbenoides trans-resveratrol Raisin
OH
OH
~ 3 HO. O\/[j’ .
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le tableau dans cette figure

(2006), ainsi que de Bruneton (1999).

s'inspire de Macheix et al. dans Sarni-Manchado et Cheynier




Chapitre I : introduction a la phytothérapie

a. Biosynthése des polyphénols :

Les composés phénoliques sont issus de deux grandes voies [15]:
[] La voie de shikimate (1’acide shikimique) :

Cette voie conduit a la formation du précurseur des phénols par désamination de la phénylalanine. La
séquence biosynthétique qui suit, dénommeée séquence des phénylpropanoides, permet la formation
des principaux acides hydroxycinnamiques qui peuvent accéder aux principales classes des composés
phénoliques avec quelques transformations.

[] La voie de l’acétate :
Conduit a des poly-?-cétoester de longueur variable « les polyacétates » menant, par cyclisation a

des composés polycycliques tels que les isocoumarines ou les quinones.

4. Les flavonoides

Les flavonoides (du latin flavus, jaune) sont des substances généralement colorées répandues chez les
végétaux ; ils se trouvent dissous dans la vacuole a 1'état d'hétérosides ou comme constituants de
plastes particuliers, les chromoplastes [16]. Selon les especes, ils se concentrent dans I’épiderme des
feuilles ou se répartissent entre I’épiderme et le mésophile. Dans le cas des fleurs, ils sont concentrés

dans les cellules épidermiques [17].

4.1.Structure des flavonoides

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possedent un squelette carboné de
quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui sont reliés entre eux

par une chaine en C3 en formant ainsi 1'hétérocycle (C) [18].

Figure(2 : Squelette de base des flavonoides (Dean, 1963).
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4.2.Classification des flavonoides

La famille des flavonoides se divise en différentes classes qui différent par leurs structures

chimiques: flavanols, flavones, flavonols, flavanones, isoflavones et anthocyanes [19]. Quelques

exemples de ces flavonoides sont représentés dans la figure 03.

\

OH

Flavanols

Flavonols

Flavones Anthocyanes

Figure 03. Quelques exemples des flavonoides (Gnu, 2007)
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5. Les Alcaloides

Le terme d’alcaloides a été introduit par W. Meisner au début du XIX °™ siécle pour désigner des
substances naturelles réagissant comme des bases [20].

La définition admise des alcaloides est celle donnée par Winterstein et Trier en 1910 : « Un alcaloide
est un composé organique naturel (le plus souvent d’origine végétale), hétérocyclique avec 1’azote
comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe plus ou moins basique et doués de propriétés
physiologiques prononcées méme a faible dose » [21]. En général les alcaloides ne se concentrent pas
dans une seule partie de la plante, ils se présentent avec des concentrations différentes dans les tiges,
les fleurs, les racines et les feuilles. Cette méme concentration se differe selon la période de récolte.
Plus précisément, ils sont le plus souvent localisés dans les tissus périphériques; assises externes des
¢corces de tige et de racine, téguments des graine, etc. et rarement dans les tissus morts. Au niveau
cellulaire, la synthése des alcaloides a lieu au niveau du réticulum endoplasmique et le stockage dans

les vacuoles [22].

5.1.Structure des alcaloides
La plupart des alcaloides dérivent des acides aminés tels que le tryptophane, L’ornithine, la lysine,
I’asparate, I’anthranilate, la phénylalanine et la tyrosine. Ces acides aminés sont décarboxylés en

amines et couplées a d’autres squelettes carbonés

5.2.Classification des alcaloides
Les alcaloides se divisent en trois classes :

5.2.1. Les alcaloides vrais

L’azote est inclus dans I’hétérocycle, ce groupe représente la majorité des alcaloides [23].

5.2.2. Les pseudo-alcaloides

Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais, mais

ne sont pas des dérivés des acides aminés [24].

<
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5.2.3. Les proto-alcaloides

Les proto-alcaloides dérivent d’acides aminés, mais 1’azote n’est pas inclus dans le systeme
hétérocyclique [24]
5.3.Role des alcaloides

A forte dose, la plupart des alcaloides sont trés toxiques. A faible dose, ils peuvent avoir une valeur
thérapeutique. En effet, les alcaloides ou des extraits qui en renferment ont été utilisés depuis la
préhistoire comme médicaments relaxants musculaires, analgésique et tranquillisants [25]. Chez les
plantes synthétisantes, les alcaloides régulent la croissance et le métabolisme, ils désintoxiquent et
transforment les substances nocives aux plantes, et les protégent contre les rayons ultraviolets comme

ils ont des effets contre les herbivores.
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1. Généralités :

Il n’existe pas moins de treize especes de moringa. La plus consommée, pour ses
multiples vertus, est le Moringa oleifera, d’origine indienne. La médecine ayurvédique le
mentionnait d’ailleurs dans ses traités dés le II°siecle avant J.-C. Il était alors utilisé
pour traiter pres de 300 maladies ! Les Egyptiens, les Grecs et les Romains de I’ Antiquité y
avaient également recours, mais cet usage s’est malheureusement perdu depuis...

Or dans le moringa, tout est bon ! Feuilles, fruits, graines, racines et écorce possedent un
intérét nutritionnel, thérapeutique ou encore cosmétique [26].

Moringa appartient a une famille monogénérique dont on connait 14 espéces. Neuf D'entre
elles sont africaines, deux malgaches, deux indiennes et une en Arabie Séoudite. Les especes
les plus courantes sont: Moringa oleifera, M stenopetala, M. conxanensis, M Drouhardii, M
Longituba et M Peregrina. « Moringa » vient de muringa en malayalam une langue indienne.
La plupart des langues s'utilisent un dérivé phonétique de ce mot pour désigner la
plante.Moringa oleifera est un arbre connu sous diverses appellations. En Afrique
francophone, le nom le plus général est nébéday, nom vraisemblablement dérivé de I'anglais
"never die" (immortel), en référence a sa capacité de résistance a la sécheresse, a son aptitude
a se propager rapidement a partir de semis ou de boutures et a se régénérer méme apres des

coupes tres severes [27].

2. classification :

Reégne plantae
Sous-regne Tracheobionta
division Magnoliophyta
classe Magnoliopsida
Sous-classe Dilleniidae
Ordre Capparales
famille Moringaceae
genre Moringa

Tableau01 : Classification du Moringa Oleifera

Figure04 : Arbre de Moringa Oleifera frais (11mai 2020, par Homesh Nasre)
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3. Description botanique :

Moringa oleifera est une plante qui a I'aspect d'un Arbuste dont la hauteur peut atteindre
4 a 5m . Le cliamétre du tronc varie entre 20 et 40 cm selon (Foidl et al, 2001). Le tronc est
généralement droit, mais il est parfois trés peu développé. En général, il se ramifie lorsque la
hauteur atteint I, 5 a 2m. Les branches poussent de maniere désorganisée et la canopée est en

forme de parasol [28].

Les feuilles(Photo5) (Foidl et al, 2001). Sont alternes, tripennées a la base et bipennées au
Sommet. Elles mesurent 20 a 70 cm de long avec un long pétiole et 8 a 10 paires de pennes
composées chacune de deux paires de folioles opposées, plus une terminale; les folioles
(Photo 6et7) sont ovales et longues de 1 a 2 cm. Les fruits sont en forme de gousses allongées
a trois valves, déhiscents et mesurant 20 a 60 cm de long. Les gousses sont situées au sommet

des branches (Photo 7) et chacune renferme environ 12 a 35 graines [28].

Figure0S : Feuilles de Moringa Oleifera (7janvier2020 par Homesh Nasre)
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Figure06 et 07 : Folioles de Moringa Oleifera (13Décembre2016 par Boonchuay1970) a
gauche et folioles de Moringa Oleifera (8 Aout 2019 par Sorsillo)

Figure08 : Fruits de Moringa Oleifera (7Novembre2013 par Justhavealook)




Chapitre 11 : L’intérét biologique de la plante Moringa.oleifera

3.1.écologie

Le Moringa oleifera se plait en milieu aride ou semi-aride mais il peut se trouver aussi dans

les zones tres arides comme le Sahara et peut s'adapter aux différents types de sols.
3.1.1. Conditions écologiques
Les exigences environnementales du Moringa sont indiquées dans le tableau suivant.

Tableau 02: Exigences environnementales du Moringa (Moringanews, 2006)

Parametres Valeur/Fourchettes

Climat Tropical ou sub-tropical

Altitude 0-2000 metres

Température 25-35°C

Pluviométrie rrigation nécessaire pour la production de

feuillessipluviométrie < 800 mm

Type de sol Limoneux, sableux ou sablo-limoneux
Ph du sol Légerement acide a légérement alcalin (pH: 5
a9)

4. Biologie :

Le Moringa peut se planter par semis, en repiquage ou en plein champ ou encore par
Boutures. Le semis se fait & mi- ombre, en situation pas trop chaude apreés un trempage des
graines dans l'eau pendant 24 heures. Le taux moyen de germination est de 70% avec une
durée de germination comprise entre 4 a 10 jours. La croissance de l'arbre, la floraison et la
production de fruits sont influencées par L'écartement entre les pieds et le mode de récolte des

feuilles.
5. Composition chimique :

Les feuilles, surtout, constituent un véritable trésor pour notre organisme. La poudre de
feuille séchée peut quant a elle s'utiliser comme complément alimentaire ou simplement
saupoudrée sur les aliments. Les feuilles sont les sources exceptionnelles de vitamines A et C,

elles sont également pleines de vitamines B et I'une des meilleures sources végétales

.3
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en minéraux. Leur teneur en calcium est tres €élevée : a poids égal, elles en contiennent 17 fois
plus que le lait !
Poursuivons les comparaisons: les feuilles de moringa comptent 15 fois plus
de potassium que les bananes, 25 fois plus de fer que les épinards, 9 fois plus de protéines que
le yaourt, et trés peu de phosphore et de lipides.

6. Intérét médicinal :
De nombreuses vertus thérapeutiques sont attribuées a Moringa oleifera utilisé¢ en médecine
Traditionnelle pour le traitement de maladies inflammatoires, infectieuses, parasitaires,
Tumorales et prévention contre les dommages oxydatifs [29]
Des ¢études sur 1’utilisation des extraits de feuilles de Moringa oleifera ont confirmé les
Propriétés hypoglycémiantes chez des patients atteints de diabéte de type II et d’autre

maladies cardiovasculaires [30].

6.1.Maladies cardiovasculaires :

Les graines du moringa produisent une huile naturellement riche en bons acides gras.
Tout d’abord, citons l'acide oléique, de la famille de I’oméga 9, connu pour étre présent en
abondance dans I’huile d’olive (55 % a 80 % de sa composition).
C’est grace a cet acide oléique que le régime méditerranéen permet aux populations qui le
suivent d’étre moins sujettes aux maladies cardiovasculaires, notamment en faisant descendre

le mauvais cholestérol (LDL) et monter le bon (HDL).

Figure(09 : Graines de Moringa Oleifera (7Février2020 par Luis Echevrri Urrea)
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6.2. Protecteur cérébral :

Feuilles du moringa. En plus de leurs propriétés anti-inflammatoires et antibactériennes
avérées, la poudre de feuilles séchées participerait également au bon fonctionnement du
cerveau, améliorant sensiblement la mémoire et les fonctions cognitives chez les patients
atteints par la maladie d’Alzheimer ou d’ischémie cérébrale. Les études phytothérapeutiques

se concentrent actuellement sur ces potentialités neuroprotectrices.

6.3.Activités anti tumorales et anticancéreuses :

Makonnen et al. (1997) ont trouvé que les feuilles de Moringa étaient une source
Potentielle d'activité anti tumorale. Les extraits de graines se sont également révélés efficaces

Sur les enzymes hépatiques métabolisant des carcinogenes.

6.4. Les feuilles de moringa sont hypoglycémiantes :

Les feuilles de moringa sont traditionnellement utilisées dans le traitement du diabéte de type
2. Or, des chercheurs ont montré que, prises en infusion, elles avaient effectivement des
propriétés hypoglycémiantes chez le rat et ’homme. Cette activité est attribuée aux composés
phénoliques contenus dans la plante (flavonoides, acides phénoliques et tanins). Dans 1’étude,
les chercheurs ont fait infuser des feuilles séchées de moringa pendant 35 minutes dans de
I’eau chaude. L’effet est ensuite rapide, se manifestant au bout d’une demi-heure. A prendre

de préférence a la fin du repas [31].

6.5.Intérét industrielle

6.5.1. Moringa et cosmétique

L’huile dense en nutriments nourrit et proteége la peau, surtout dans les cas de dessechement.
Elle permet aussi de mieux cicatriser, d’apaiser les desquamations et les démangeaisons, de
prévenir le vieillissement et 1’apparition des rides, ainsi que des vergetures.

Sa spécificité, liée a la présence des omégas 7, est probablement son activité sur la sécheresse
des muqueuses (oculaire, buccale, vaginale, nasale..) qu'elle permet de réhydrater en
profondeur, propriété utile en période de ménopause ou de post-ménopause. Ces vertus

expliquent pourquoi I’huile de moringa est de plus en plus utilisée a des fins cosmétiques.
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De nombreux composés bioactifs ont été¢ signalés dans différentes parties du Moringa

(Amaglo et al., 2010). De méme, diverses parties de cette plante ont une haute valeur

médicinale comme mentionné dans (Tableau 03)

Tableau03 : La valeur médicinale des différentes parties de Moringa Oleifera

Plant Medicinal uses References

parts

Root Antilithic, rubefacient, laxative, carminative, anti- Padmarao et al.,
inflammatory, cardiac, circulatory tonic; used to 1996, Dahot,
treat rheumatism, articular pains, backache, kidney 1988, Ruckmani et al.,
pain and constipation. Juice from the root bark 1998, Anwar et al., 2007
relieve earaches, toothache and has anti-tubercular
activity

Leaf Purgative, applied as poultice to sores, rubbed on the | Morton, 1991, Fuglie,
temples for Headaches; used for piles, fevers, sore 2001, Makonnen et al.,
throat, bronchitis, eye and ear infections, scurvy and | 1997, Dahot, 1988, Anwar
catarrh; leaf juice is believed to control glucose et al., 2007
levels, reduces glandular swelling

Stem Rubefacient, vesicant, cure eye diseases, prevents Siddhuraju and Becker,

bark enlargement of the spleen, tuberculosis, tumors and | 2003, Anwar et al., 2007
to heal ulcers.

Gum Used for dental caries, astringent and rubefacient; Fuglie, 2001, Anwar et al.,
relieve headaches, fevers, intestinal complaints, 2007
dysentery, asthma, abortifacient, used to treat
syphilis and rheumatism

Flower | Stimulant, aphrodisiac, cure inflammations, hysteria, | Siddhuraju and Becker,
tumors, spleen enlargement; lowers VLDL, LDL 2003, Mehta et al.,
cholesterol. 2003, Anwar et al., 2007

Seed Seed extract decreases lipid peroxide in liver Faizi et al., 1998, Lalas

and Tsaknis, 2002

Parties végétales Utilisations médicinales Références.

Racine Antilithique, rubéfiant, laxatif, carminatif, anti-inflammatoire, cardiaque,
tonique circulatoire; utilisé pour traiter les rhumatismes, les douleurs articulaires, les maux de
dos, les douleurs rénales et la constipation. Le jus de 1'écorce de racine soulage les maux

d'oreille, les maux de dents et a une activité antituberculeuse [32].

Leaf Purgative, appliqué comme cataplasme sur les plaies, frotté sur les tempes pour
les maux de téte; utilis€ pour les piles, les fievres, les maux de gorge, la bronchite, les
infections des yeux et des oreilles, le scorbut et le catarrhe; le jus de feuilles est censé

controler les niveaux de glucose, réduit I'enflure glandulaire [33].
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Ecorce de tige Rubéfiaient, vésicant, guérit les maladies oculaires, prévient

I'¢largissement de la rate, la tuberculose, les tumeurs et pour guérir les ulceres [34].

Gomme utilisée pour les caries dentaires, astringentes et rubéfiantes; soulager les
maux de téte, les fievres, les troubles intestinaux, la dysenterie, 1'asthme, les abortifs, utilisés

pour traiter la syphilis et les rhumatismes [35].

Stimulant de fleurs, aphrodisiaque, guérir les inflammations, I'hystérie, les tumeurs,

I'élargissement de la rate; abaisse le VLDL, le cholestérol LDL [36].

L'extrait de graine diminue le peroxyde lipidique dans le foie [37].

6.6.Assainissement des eaux usées et purification de I’eau

Il suffirait ainsi de déverser dans les eaux sales des graines de moringa pour que celles-ci
absorbent, par floculation, les PCB, des molécules aussi toxiques que difficiles a extirper de
I’organisme. Ces graines auraient le méme effet sur les métaux lourds et les pesticides. Il

suffirait ensuite de draguer les graines et de les briler pour nettoyer nos fleuves !

Les graines de Moringa oleifera sont utilisées pour traiter 1’eau, grace a sa richesse en
polyélectrolytes cationiques actifs utilisés comme polypeptides naturels non toxiques qui
neutralisent les matieres colloidales et provoquent la sédimentation des Particules minérales et

organiques [38].

-



Chapitre 111 :
Materiels et

Methodes



Chapitre Il : Matériels et Méthodes

1. Généralités

Moringa oleifera Lam. (Famille des Moringacées), est une espece végétale bien connue
largement distribuée dans le monde entier. L'arbre de Moringa est également appelé «arbre
miracle» [39], d'une importance socio-€conomique substantielle. elle a des composants
nutritionnels extrémes, des applications pharmacologiques et industrielles importantes. Notre
travail consiste a 1’évaluer I’activité antibactérienne et caractériser les principes actifs existant

dans les extraits de feuilles de Moringa oleifera Lam, provient de la région de Ghardaia,

2. Objectif

Dans cette partie, ’extrait de la plante (Moringa oleifera) est utilis€ comme modele

expérimental en étudiant trois tests :

- Screening phytochimique permet de mettre en évidence la présence de quelques groupes

chimiques.

- Séparation des flavonoides et alcaloides par chromatographie sur couche mince.

3. Matériels et méthodes

Le screening phytochimique a été réalisé au niveau du laboratoire 2 de chimie,

université Abdelhamid Ibn Badis ex ITA Mostaganem.

L’extraction des flavonoides a été réalisée au niveau du Laboratoire de chimie 2 a la faculté

de Biologie, Universit¢ Abdelhamid Ibn Badis ex ITA Mostaganem.

L’étude de I’effet antimicrobien des extraits aqueux, flavoniques et a été réalisée au niveau du

laboratoire De Microbiologie 3 Université Abdelhamid Ibn Badis ex ITA Mostaganem.

3.1.Matériels de laboratoire

[ISpectrophotométrie;

[IBain ultrasonique;

[|Etuve;

[ IRotavapeur de type Buchi R-200;

[IBalance de précision;

-
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[ ]Agitateur;

[ Mortier;
[_JAutoclave;
[]Plaque chauffante;
[IMicropipette;
[IPapier Filtre;

[ IBec Benzeéne;

[ ]Ans de platine;
[_|Ecouvillon stérile;
[ ]Tube a essai;
[|Pince stérilisée;
[IDisques vide stériles;
[ IRéfrigérateur;
[Boites de pétrie;

[ JEntonnoire.

3.2.Réactifs chimiques et solvants

Dans cette étude nous avons utilisé: Méthanol comme solvant et les réactifs chimiques:
HCL; FeCl3 ; Mayer; dragendroff ; diméthyle sulfoxyde (DMSO); I'eau physiologique; eau

distilée ; Fehling.

3.3.Matériel végétal

=
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L’¢tude a porté sur les feuilles de M. oleifera Lam récoltés de la région de Ghardaia durant le
mois de Mars 2018.

Figurel0 : feuille de moringa a gauche et

feuille de Moringa séché a droite

3.3.1. Utilisation traditionnelle
Les feuilles traitent l'asthme, I'hyperglycémie, la dyslipidémie, la grippe, les brilures
d'estomac, la syphilis, le paludisme, la pneumonie, la diarrhée, les maux de téte, les maladies

de la peau, la bronchite, les yeux et loreille [40].
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4. Méthode

4.1. Extraction assiste par macération (EAM)

4.1.1. Principe
La macération est la méthode d'extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste en la
mise en contact du matériel végétal avec le solvant sans ou avec agitation, L'opération bien
que généralement longue et a rendement souvent médiocre, est utilisée dans le cas d'extraction

de molécules thermosensibles [41].

4.1.2. Mode d'opération
La macération consiste a émerger 20g de poudre de dans 200 ml de méthanol pendant 24
heure a température ambiante, Ensuite la filtration est réalisée sur papier filtre et le solvant a
été récupéré du filtrat par évaporation dans un rotavapor type Buchi R200, a une température

de 55°C . L'extrait obtenu a été conservé au 4°C jusqu'a I’utilisation [42].

Figurell: Extraction Méthanolique
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4.2.Screening phytochimique :
Ce test est qualitatif, il est effectué soit sur le broyat, soit sur un infusé. Il constitue la
premiere étape dans la recherche des molécules a activités thérapeutiques, et basé sur des

essais de solubilité, des réactions de coloration et de précipitation.

Cette étude permet de mettre en évidence la présence de quelques groupes chimiques (les
alcaloides, flavonoides.....etc) dans nos extraits plantes. Le matériel végétal pulvérisé est
€puisé successivement par macération dans des solvants de polarité croissante (€thanol,

méthanol, eau).

4.3.Test des anthocyanes
A 2 ml de I’infusé, on a ajouté quelques gouttes d’ammoniaque 2. L’apparition d’une couleur

rouge, indique la présence des anthocyanes.

4.4.Test des tanins.
Huit gouttes d'une solution diluée de chlorure ferrique a 1 % sont ajoutées a 1 ml de l'extrait.
Apres quelques minutes d'incubation a température ambiante, le chlorure ferrique développe
une coloration verdatre qui indique la présence des tanins catéchiques ou bleu noiratre qui

révele l'existence des tanins galliques (Hadduchi et al., 2014).

4.5.Test des flavonoides
Iml d'acide chlorhydrique concentré et quelques gouttes de Fecls ajoutés a 1 ml de I'extrait. La
coloration rose-rouge ou jaune, apres trois minutes d'incubation a température ambiante,

indique la présence des flavonoides (Hadduchi et al. , 2014).

4.6.Test des alcaloides
A 2 ml d’infusé, on a ajouté 2 ml d’acide sulfurique (10%). Apres 2 mn d’agitation nous
avons filtré. Au filtrat, on a ajouté 2 gouttes du réactif de Dragendorff. L apparition d’un

précipité rouge orangé indique la présence des alcaloides.

4.7.Test des saponines :
A 2 ml de I’'infusé, on a ajouté 1 ml d’eau distillée, la solution est fortement agitée. Le
mélange est laissé pendant 20 mn et la teneur en saponosides est estimée en mesurant la

hauteur de la mousse : (Vigor et al. , 2011).

0
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Pas de mouse = test négatif
Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif
Mousse de plus de 2 cm = test fortement positif

Mousse de 1 a 2 cm = test positif (Trease et Evans, 1987).

5. La chromatographie en couche mince (CCM)
La chromatographie en couche mince (CCM) est une technique chromatographique en lit
ouvert qui est généralement réalisée sur une fine couche de phase stationnaire enduite sur une
plaque de verre. Il est couramment utilis¢ dans de nombreux laboratoires de l'industrie
chimique / pharmaceutique et des industries connexes, a la fois pour des travaux qualitatifs et
semi-quantitatifs. Des analyses quantitatives, bien entendu, peuvent ¢galement étre effectuées.
Certains laboratoires trouvent cette technique extrémement utile et affirment qu'une tres
bonne précision peut étre obtenue, méme a des niveaux d'analyse trés bas. ~ Cependant, des

mesures ¢laborées doivent étre prises pour assurer la précision [43].

5.1.Principe
Le mélange est fixé sur un support appelé phase stationnaire (un gel de silice déposé
en couche mince sur une plaque d'aluminium). Il est entrainé par un solvant approprié¢ (phase
mobile ou ¢éluant) qui migre par capillarité sur la plaque. Les constituants du mélange se
séparent par migration différentielle : chacun d'eux est d'autant plus entrainé par I'¢luant qu'il

est plus soluble dans celui-ci et moins adsorbé sur la phase stationnaire.

Apres migration les taches doivent étre révélées ; c'est la détection qui peut se faire soit :
Pulvérisation d'un réactif caractéristique

Par immersion dans un bain de permanganate de potassium

Par pulvérisation de vapeur de diiode

Par observation a la lumiere UV si la plaque de silice comporte un indicateur de fluorescence
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5.2.Mode opératoire

Les opérations décrites dans ce paragraphe sont valables pour toutes les CCM

5.2.1. Préparation de la cuve :

L'atmosphere de la cuve doit étre saturée en vapeur d'¢luant. Ceci impose d'avoir une cuve

bien fermée et préparée un certain temps a l'avance.

Le niveau de I'éluant au fond de la cuve doit étre de 5 a 8 mm.

5.2.2. Les Plagues de CCM :

La couche d'adsorbant est fragile, éviter de mettre les doigts sur les plaques. Repérer a
I’avance I’emplacement ou seront effectués les dépots. Pour cela, tracer un léger trait de
crayon parallele au bord inférieur de la plaque a une distance de 2 cm.

Les dépots seront effectués sur cette ligne, a Icm du bord de la plaque et espacés de Icm.

5.2.3. Dépdt du mélange et de l'authentique ( ou des authentiques) :

Les solutions avec lesquelles on va réaliser les dépots doivent étre des solutions diluées.

Pour effectuer les dépdts, on utilise généralement des tubes capillaires en verre ou des «

piques a apéritif » dont le bout a été écrasé.
11 faut déposer la solution pendant une durée tres breéve afin d'éviter 1'étalement du dépot.
Ne pas trop appuyer, pour ne pas détériorer la couche d'adsorbant.

5.2.4. Elution :

Disposer la plaque dans la cuve, le dépdt doit étre au-dessus du niveau de I'éluant.
Eviter de déplacer la cuve ou de la faire vibrer pendant I'élution.

Quand le front de 1'¢luant arrive a 1 cm du bord supérieur, retirer doucement la plaque,

marquer au crayon le niveau atteint par le front de I'¢luant (hauteur H).

Sécher la plaque a l'air ou éventuellement au séche-cheveux pour évaporer enticrement

I'éluant.
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5.2.5. Révélation :

Si les constituants sont colorés, ils sont directement visibles sur la plaque.

La révélation aux UV permet de mettre en évidence sous forme de taches sombres des
substances qui absorbent les UV, elle nécessite I'emploi de plaques particuliéres comportant

un révélateur UV.

Les autres méthodes de révélation sont des méthodes chimiques : on met la plaque en contact
avec un réactif plus ou moins spécifique de certaines fonctions, qui donne un produit coloré

par réaction chimique avec les substances a révéler.( MnOy , I, etc... )

Mesurer les hauteurs h de migration des différentes taches et calculer les rapports frontaux

Rf= % Identifier la (les) substance(s) par rapport au(x) authentique(s).

R¢: retarding factor ou rapport frontal Re= di/ds
di : distance parcourue par le composé (mesuré au centre de la
tache) ds . distance parcourue par le front du solvant

Les révélateurs utilisés réactif dragendrof pour la mise en évidence des alcaloides et Fecls

pour la mise en évidence des flavonoides.

Les plaques ont été placées dans la cuve chromatographiques préalablement saturées pour
leur migration. A la fin de la migration, les plaques ont été retirées de la chambre

chromatographique, puis séchées a 1’aide d’un séchoir pendant 10min.

Apres le séchage des plaques on a fait une pulvérisation de dragendrog—) La

coloration orange indique la présence des alcaloides.

Pour d’autre plaque on a fait une pulvérisation de Feclme—) La coloration bleu

indique la présence des flavonoides.




Chapitre 111 : Matériels et Méthodes

Figure 12 : caractérisation des alcaloides et flavonoides sur CCM
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1. Résultats d’extraction :

Apres macération d’un gramme de poudre de la plante dans 10ml de méthanol pendant 24h et

apres deux jours d’évaporation a sec la quantité récupérée de flavonoide est 400mg

Figurel3 : Résultats d’extraction méthanolique

s



Chapitre IV : Résultats et discussions

2. Résultats du Criblage « Screening » phytochimique :

Les résultats du screening phytochimique sont reportés dans le tableau 1 :

Tableau04 : Résultats des tests phytochimiques effectués sur des feuilles et racines de M.

oleifera Lam.

Organes

Métabolites 11

Feuilles

Racines

Anthocyanes

Tanins

Tanins catéchiques

Tanins galliques

Flavonoides

Alcaloides

Glucosides

Mucilage

o T o o S B ) S

+| | ] ] ] ]+ O+

Saponines

+ : Présence -: Absence

TEM : témoin

S : saponosides
ANT : Antociens
TER : terpéne

T : Tanins

Figure 14 : Mise en évidence des métabolites secondaires

.
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- Le tableau 1 montre que :
Le screening phytochimique des feuilles et des racines de M oleifera Lam nous a permis de
mettre en évidence la présence de quelques métabolites secondaire (Tanins, flavonoides,

alcaloides, glucosides, mucilage, saponines, anthocyanes) et I’absence des saponines.

La mise en évidence de ces composés chimiques est basée sur des essais de solubilités des

constituants, des réactions de précipitation, un changement de couleur [44].

La présence des flavonoides dans les feuilles et d’alcaloides dans les racines de M oleifera
Lam a été également mise en évidences par [45]., respectivement au Bénin et dans la région

d’Uganda

Cette analyse phytochimique a permis de déterminer qualitativement les composés non
nutritifs mais biologiquement actifs qui conférent la saveur, la couleur et d'autres
caractéristiques a la plante. En effet, le potentiel d’une plante médicinale est attribué a 1’action
de ses constituants phytochimiques. Ils sont produits comme métabolites secondaires, en
réponse au stress environnemental ou pour assurer un mécanisme de défense aux agressions

provoquant des maladies chez les végétaux (Mohammedi, 2013).

L'ensemble des groupes chimiques ainsi identifiés, ayant des propriétés pharmacologiques
diverses (Ouedraogo, 2001), justifient l'utilisation multiple de M.oleifera Lam en tradi-
thérapeutiqueet, de 1’autre coté, pour se défendre et pouvoir subsister aux contraintes
imposées par le climat et le milieu en zones arides (Rira, 2006). En effet, Les flavonoides
jouent un rdle dans la coloration des végétaux (Ribéreaugayon et Reynaud, 1968), protegent
les plantes contre le stress hydrique et génere une tolérance des plantes aux métaux lourds
présents dans les sols. Plusieurs effets pharmacologique sont attribués aux flavonoides
notamment dans la protection des aliments d’origine végétale de I’oxydation, ce sont des

antioxydants réputés pour leur action anti radiculaire (Makhloufi, 2010).

Les tanins, sont connus pour donner un golit amer aux plantes notamment I’écorce ou aux
feuilles et les rendent ainsi impropres a la consommation pour les insectes ou le bétail
(Eberhard et al., 2005). IIs sont également produits en réponse a un stress environnemental,
suscité par différents facteurs: déficience en éléments nutritifs, sécheresse, températures

¢levées et l'intensité lumineuse (Rira, 2006).
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Aux alcaloides, diverses activités biologiques le sont attribuées (Milcent et Chau, 2003). A

faibles doses, ils sont d'anesthésiques locaux, analgésique, antibiotiques, antiparasitaires,

antipaludique, anti-tumoraux et amoebicides (Chenni, 2010).

3. Résultat de séparation des Flavonoides et des Alcaloides par

chromatographie sur couche mince :

Lorsque la plaque CCM est séchée, les spots apparaitront sous forme des taches de couleurs
jaune

Figure 15 : plaque CCM apres séchage.
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Les plaques CCM sont pulvérisées avec le réactif de Fecls apres la migration des extraits, nous
avons observé des taches bleu noir qui indiquent la présence des flavonoides dans ces extraits.
La pulvérisation par le réactif dragendroff la coloration orange nous indique la présence des
alcaloides.

Les résultats sont généralement exprimé sous la formation d’un facteur de rétention (Rf) est
définie comme suit : Rf = di/ds.

Les résultats sont généralement exprimés sous la forme d’un facteur de rétention. Le facteur
de rétention (Rf) est défini comme suit : Distance parcourue par extrait depuis 1’origine/
Distance parcourue par le front du solvant depuis 1’origine.

Les résultats de chromatographie sur couche mince sont mentionnés sur la figure suivante :

Figure 16: ¢tude de séparation des principes actifs (alcaloides et flavonoides).

Calcule de Rf : Le tableau suivant représente les résultats
Rf : (retarding factor ou rapport frontal)
di : distance parcourue par le composé

ds : 8cm distance parcourue par le front du solvant

)
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Tableau 05 : représente les résultats obtenus de la CCM

Moringa
Oleifera
ds (cm) | di (cm) couleur Rf
Avant révélateur | 8 dl =4 Jaune orange | 0.5
Fecl3 d2=5 Vert pistache | 0.63
d3=5.5 Vert jaune 0.69
d4=5.8 Vert clair 0.73
d5=6.3 Jaune 0.79
d6=7 Jaune clair 0.88
Apres révélateur | 8 dl =4 Orange clair | 0.5
Fecl3 d2=5 Vert 0.63

d3=5.5 Vert jaune 0.69
d4=5.8 Trace vert 0.73

d5=6.3 fonce 0.79
de=7 orange 0.88

Apres révélateur | 8 d1 =4 Marron clair | 0.5
dragendroff d 2=5 Vert foncé 0.63
d3=5.5 Vert clair 0.69

d4=5.8 Bleu violacé | 0.73
d5=6.3 Bleu clair 0.79
de=7 0.88

La migration des substances dépond essentiellement de leur polarité : les flavonones , les
flavonols ,méthoxy-flavanes ont les valeurs les plus ¢élevées de RF (0.5-0.75).(Bandyukova et

shinkarenko,1973 ;in zeghad,2009 ;in Allal,2013).

Selon le tableau (05), on remarque que les fractions du chromatogramme obtenu présentent
des diminutions et augmentations de valeur du RF. Le RF de la phase aqueuse tres €élevé (5
spots) il est riche en flavonoides (0.5et 0.75) approximation sont flavonone , flavonol ,
méthoxyflavane, et donne un résultat optimale ( majoritaire ) par rapport les autres fractions,
Selon (Bandyukova et Shinkarenko(1973), est donc la plante étudiée possede une richesse

en flavonoides.
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Une étude sur 1’extrait méthanolique de I’ortie est en accord avec nos résultats pour quelques

composants chimiques. Cette étude réalisée en Chine a montré la présence de huit constituants
chimiques identifiés (Ramzan, 2014).
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Conclusion Générale

D’apres I’enquéte ethnopharmacologie effectuée par plusieurs chercheurs sur les plantes
médicinales, Moringa Oleifera reste parmi les moins utilisés dans la médecine alternative
Algérienne. Pour cela I’objectif assigné a cette étude est de valoriser cette espece en évaluant

sa composante phytochimique et son intérét dans plusieurs vertus thérapeutiques

+ Dans un premier volet de ce travail, nous avons procédé a ’extraction des molécules
bioactives par la méthode d’extraction méthanolique et par infusion ainsi que la

révélation du criblage phytochimique du Moringa récolté de la région de Ghardia

+ Dans un deuxiéme volet, L’analyse du criblage phytochimique a mis en évidence une
richesse en molécules bioactives notamment les flavonoides, les terpénoides, les
tanins, les stérols et ainsi que les polyphénols. Les alcaloides et les flavonoides ont été
caractérisés respectivement par les réactifs, Gragendrof et Fecl3 sur plaque CCM.
L’analyse du chromatogramme a révélé une richesse de composés en alcaloides et en

flavonoides correspondant a un nombre important de spots apres révélation.

Cette étude avait pour but de valoriser le Moringa, et donner des résultats satisfaisants pour
pouvoir I’utiliser a des couts réduits par des méthodes simples (décoction, infusion,

macération,....etc.).

En perspective, il serait fort intéressant d’approfondir les études par une
expérience In vivo et de s’en assurer de l’innocuité totale chez un modele
animal de choix, a méme capable de vérifier les autres propriétés biologiques
des autres types d’extraits a savoir les extraits par les solvants organiques.

1l serait, également, tres instructif d’explorer la composition chimique de
[’extrait et de tester [’effet isolé et synergique des différents constituants des

différents extraits de cette espece végétale.
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