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Réesume

Moringa oleifera est une plante médicinale appartenant a la famille des moringacées,
endémique de la flore algérienne saharienne trés utilisée pour ses vertus médicinales.
L’objectif principal assigne a ce travail est , d’une part , I’extraction des différents composés
phénoliques des feuilles naturelles et commercialisées de Moringa oleifera par macération et
les dosages colorimétriques de ces composés. D’autre part , I’évaluation de D’activité
antibactérienne de différents extraits vis-a-vis des souches pathogénes , ainsi la comparaison
entre les extraits des feuilles naturelles et commercialisées afin de savoir si les traitements a
échelle industrielle ont un effet sur le pouvoir antimicrobien de notre plante.

Les résultats des dosages colorimétriques montrent que les extraits des feuilles naturelles de
M. oleifera sont plus riches en polyphénols totaux et en tannins que les extraits des feuilles
commercialisées avec les différents solvants utilisés (ED, M100%, M80%, M60%).par contre
la teneur en flavonoide des feuilles commercialisées est plus importante que les feuilles
naturelles. L’activité antibactérienne a été déterminée sur quatre souches bactériennes
(E.coli ; Salmonella typhi ; Proteus mirabilis ; klebsiella pneumoniae), par la méthode de
diffusion sur gélose : tous les extraits soit naturels ou commercialisés ont une activité au
moins sur une des souches microbiennes testées. L’extrait méthanolique (60%) des feuilles
naturelles a un pouvoir antibactérien le plus important vis-a-vis : Proteus mirabilis,
Salmonella typhi et klebsiella pneumoniae avec des zones d’inhibition de diamétre de 1’ordre
de 16mm, 15mm et 20mm respectivement. Aucune activité antibactérienne des extraits

(ED ; M80%; M100%) des feuilles naturelles et commercialisées n’a été enregistrée vis a vis
E.coli. par contre ’extrait M60% des feuilles naturelles et commercialisées a présenté des
zones d’inhibitions de I’ordre de 13 mm et 15mm respectivement.

Les résultats de CMB et CMI indiquent que les extraits des feuilles naturelles ont un pouvoir
antibactérien important, par contre ceux des feuilles commercialisées ne conferent aucun
effet.

Mot clé : Plante médicinale, Moringa oleifera, composés phénoliques, feuilles naturelles,

feuilles commercialisées, activité antibactérienne.



Abstract

Moringa oleifera is a medicinal plant belonging to the family Moringaceae, endemic to the
Algerian Saharan flora and widely used for its medicinal virtues.

The main objective assigned to this work is on the one hand the extraction of different
phenolic compounds from natural and commercialized leaves of Moringa oleifera by
maceration and the colorimetric determinations of these compounds. On the other hand, the
evaluation of the antibacterial activity of different extracts towards pathogenic strains; thus
the comparison between the extracts of natural and commercialized leaves in order to know if
the industrial scale treatments have an effect on the antimicrobial power of our plant.

The results of the colorimetric assays show that the extracts of the natural leaves of M.
oleifera are richer in total polyphenols and tannins than the extracts of the commercialized
leaves with the different solvents used (ED, M100%, M80%, M60%). The antibacterial
activity was determined on four bacterial strains (E.coli; Salmonella typhi; Proteus mirabilis;
klebsiella pneumoniae), by the method of diffusion on agar: all the extracts either natural or
commercialized have an activity at least on one of the tested microbial strains. The methanolic
extract (60%) of the natural leaves has the highest antibacterial power against: Proteus
mirabilis, Salmonella typhi and klebsiella pneumoniae with inhibition zones of diameter of
about 16mm, 15mm and 20mm respectively. No antibacterial activity of the extracts

(ED; M80%; M100%) of the natural and commercialized leaves were not recorded against
E.coli. However, the M60% extract of the natural and commercialized leaves showed
inhibition zones in the order of 13mm and 15mm respectively.

The results of BMC and MIC indicate that the extracts of natural leave have a significant

antibacterial power, while those of commercialized leaves do not confer any effect.

Key word: Medicinal plant, Moringa oleifera, phenolic compounds, natural leaves,

commercialized leaves, antibacterial activity.



Ua.i[o
pasiud Al Ay 3l all Ayl jaaall Al 3 Gl ¢ s L sall Alile ) iy aha il ga L il Las) sal/
Akl Leallas] &l @ldas e
il sl iy y s Gl e Adlisal) A sl LS all (il ¢ Aali e Jeall 13¢] Gaadall o Il Canll
LSll Slmal) bl s ¢ (s AT Aali Gas, Gl jall 03¢ Sl (andlly q@ill 35k (o 48 sl 5 dpnylal
GlosY)s Gamplall Gl sY) clialiiioe o A3HEa) il (lal 30l Al YL & jlie clialiiad) Calisad
Ll g Kl Cilabiae 8 e il L daelial) ciladleal) cuil€ 13) L 48 jaal 48 gusall
Haa¥) Jsuid gal) S ja (25 ST /il of o il mlall (31 5Y) ibialativg o) A5l i@l il jela
Ga (7 60p « £100 a ¢ 7.80p ¢« shia sla) daadiuall cilydall Calida; 48 susall (3))5Y) Cilialiiie (o (aiall A
Lol sbiaall JaLsill apast i mphall 31591 (e aal debuad) GO 253 @ (s gina (8 ¢ s AT dals
¢ (sl sl Ll o gy ¢ oo bhal) Sl galleal) ¢ i ol i) LG 53V A G SV w )l Jlesidly
any e Bl g ¢ 38 g 5l Ll il o g ¢ Cilaliiuall e 1 il o yelal SV L) A8k Hladiul
858 Sl e Amadall G315Y) e (607) (Y silisall (aliivaall (5 siny 3 iaall Ay Saall Y (0 JEY) e
e 16 iy Jandi (3halia aa s o Sloeasadl) 5 oo Lbl) i palleal] 5 Guslid] o sosiio i ol o aiil jall 3alas
(7100 ¢ ¢ 780p ¢ shia cle) Claldiuall ) all dine Ll () dimasi oy o) M5l (o 0a 20 5 00 15
dnball 31,550 6070 Caldiiee Jelal ¢ Sall o Lol LS SY0 Gl e 48 pasall 5 Apaidal) (315
(s e e 15 5 a0 13 iy L (lalic 48 gusdll
858 g Agmpall (3155 clialiiine of ) Aadiad) 380 53 e 5wl oall due I3 5 e (V) aall ElE s
il o aad W A8 pusall (31551 880 g sall Cilialitiine (8 ¢ (5 AT Aali (e ¢ adil all Baliaa 5 S

Lol ¢ 48 gusal) 31 5W) ¢ Apmlall (315531 ¢ Al gidl) LS Hal ¢ /i) Uiy g ¢ b i Lot ol CiladS
LSl sl



%
Abs
Abs C

Abs Ech
Ac Asco
AG
AR+
AICI3
AICI3 :
AMP
Anti UV

ATB
BHRe
BMR
C
CMB
CMI

CTX

DA

DHFR
DMSO

E

E. coli
EBLSE

Ech

ED

ED

EPC

ERG

FC

H
H3PM012040
H3PW12040
HCL

HPLC

M oleifera
MDR

MgEAG/gMS :

mgEC/gMS

MH
MLS
MO8023
MS

Na2CO3
nm
NO

Liste des abréviations

Pourcentage
Absorbance
Absorbance du controle

Absorbance Echantillon

Acide ascorbique

Acide galique

Aluminium

trichlorure d’aluminium

Chlorure D’aluminium

Ampicillin

Anti Ultra-Violet

Antibiotique

Bactéries Hautement Résistantes Aux Antibiotiques Emergentes
Bactéries Multi-Résistantes
Catéchine

Concentration Minimal Bactéricide
Concentration Minimal Inhibitrice

Cefotaxime

Dindanycin

Dihydrofolate Réductase

Diméthylsulfoxyde

Poids De La Poudre

Escherichia Coli

Entérobactéries Productrices De R-Lactamases A Spectre Etendu
Echantillon

Eau Distillée

Eau Distillée

Entérobactéries Productrices De Carbapénémases

Enterococcus Faecium Résistant Aux Glycopeptides

Fusidic

Heure

Phosphomolybdique

Acide Phosphotungstique

Acide Chlorhydrique

Chromatographie En Phase Liquide Haute Performance Ou Haute
Pression

Moringa Oleifera

Multiple Drug Resistance

milligramme d'équivalent d'acide gallique par gramme de matiere
végeétale seche

milligramme d'équivalent de catéchine par gramme de matiére végétale

seche.

Muller Hinton
Systemes Msra
Molybdéne
Matiere seche

Carbonate De Sodium
Nanométre
Nitroxoline



OSM
OoX

PO

P1
PDR
PEP
PLP
PM

PP
PTS

Q
SARM
SDR
SM

SP

TH
THFA
uv
VA
w8023
XDR
B-lactamines
pL

Liste des abréviations

Organisation Mondiale De La Santé
Oxacilline

Poids Du Bécher Vide

Poids Du Bécher Et L’extrait Aprés Evaporation Du Solvant.
Pan Drug Resistant
Phospho-Enolpyruvique

Protéines Liant La Pénicilline

Poids Moléculaire

Poly Phénols

Phénols Totaux Soluble

Quercétine

Staphylococcus Aureus Résistant A La Méticilline
Specific Drug Resistance
Métabolites Secondaires

Spironycin

Tanins Hydrolysable

Acide Tétrahydrofolique
Ultra-Violet

Vancomycine

Tungstene

Extensively Durg Resistant
Bétalactamines

Microlitre



Liste des figures

Figure01 . Distribution de la plante Moringa Oléifera dans le monde.....................

Figure0Z  : Arbre de Moringa OlEIfEra.......oo et ses st s seeees
Figure 03 : Tronc d’un arbre adulte de Moringa oleifera lam..........ccccoocrminrnneicrneienn.
Figure 04 : Feuilles de MOFiNGa OIEITEra...........covvvueerriienerere ettt s s
Figure 05 : Boutons et fleurs de Moringa Oleifera...........coreinniennreee e

Figure06 . Gousse fraiche et gousse séche de Moringa oleifera................cc.cc. oo

Figure 07 : Graines de Moringa OlEIfEra..........coc.ovveeiviveereeeee e ssssss s
Figure 08 Utilisations de M.oleifera dans I'alimentation végétarienne humaine............cccc..........
Figure 09 Coloration du jaune d’ceuf des poules pondeuses nourries respectivement de

farine de feuilles de Moringa oleifera............... oo oo e iei i ie e e
Figure 10 Purification de I’eau avec des graines de Moringa oleifera........................
Figure 11 Gamme de produits cosmétiques a base de Moringa...................c...eee.e.
Figure 12 Etapes de la production de biodiesel a partir de grains de Moringa.............
Figure 13 Récolte des feuilles de MOIiNga... .......ccco oo o ee e e e e e
Figure 14 Effeuillage des folioles directement sur la branche..............................
Figure 15 Lavage des feuilles €N ateler...........ceiveeveeieieceeiesi e
Figure 16 Séchage a température ambiante des feuilles de Moringa.................. ... ...
Figure 17 Séchage solaire des feuilles de MOriNGa...... ... .oovee ver e et et e e
Figure 18 Séchage mécanique a L’aide des séchoirs a air chaud.........................
Figure 19 Broyage des Feuilles par un Moulina Marteau....................cooeeeeenn..
Figure 20 Machine pour étiqueter les emballages, et mise en boite manuelle avec

pesage et mise sous vide pour preserver les vitamines du Moringa.............
Figure 21 Chromatogramme de fraction poly phénoliques des feuilles de Moringa

(0] [=T] (=] - U TSP
Figure 22 Structure de base de flavonOTde............cc.oecviereeeeee e
Figure 23 Structure chimique de différents tanins hydrosolysables........................
Figure 24 Structure de base des tanins CONAENSES.........c.vuerrreeresnsrereseesies s ssssssessnes
Figure 25 IMOIECUIE A'ISOPIENE.......... oottt st st esssss st st st st
Figure 26 Structures de deux alcaloides. ...........coovvviiiiii
Figure 27 Principe de Technique de Macération..................cocoiiiiiiiiiiiiiian,
Figure 28 Montage de I'hydrodistillation....................ccooiiii
Figure 29 EXErACLEUr SOXNIEL..........ooiveeeereee ettt st s

11

12

13

13

14

17

17

18

19

19

20

20

21

25

26

27

27

29

29

31

31



Figure 30
Figure 31
Figure 32
Figure 33
Figure 34
Figure 35
Figure 36

Figure 37

Figure 38

Figure 39

Figure 40

Figure 41
Figure 42
Figure 43
Figure 44

Figure 45

Figure 46

Figure 47

Figure 48

Figure 49

Figure 50

Figure 51

Liste des figures

Dispositif d’extraction assistée par MiCro-0NAES.......coewerureerreerrererseeereeesennenns

Structures de quelques B-1actamines........cccceiiieicieieecee e e

Structure des AMINOSIAES.......cc.cveiueveieiereeeitere ettt sttt st sssssssesaes
Structure des TELraCYCIINES. ..ottt st
Structure de RifampiCing...........coooiii i
Mode d’action des antibiotiqUes........overieriiiiiitiiieit e eaeens

Les principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques....................

Matériel vegétale utilisé : a. feuilles naturelles / b. feuilles commercialisées

Séchage des feuilles naturelles M.oleifera a I’air libre........................
Les feuilles de M.oleifera commercialisées (sous forme de poudre) (A) et
naturelles apres broyage (B).........cooviiriiiiiiiiiiiie e
Conservation da la poudre des feuilles de M.oleifera naturelle (A) et
commercialisée (B) dans des bocaux en Verre.............cooeveeeiieninannnn..
Protocole d’extraction des composés phénoliques................ooevvvinn....
Mesures de la densité optique de la suspension bactérienne....................
ENSemencement deS DOILES. . ......coovruierreereere ettt eessss s
Dépbt des disques d'antibiotique dans les boites inoculées.....................

Préparation des solutions meres et les séries de différentes
CONCENEIALIONS. ...\ttt ettt ettt et et e e e e,

réalisation des puits par la technique diffusion sur gélose (gelose

L’activité antibactérienne des différents extraits des feuilles naturels et
commercialisé de Moringa Olefira (ED M60% M80% M100%) avant
P INCUD A ON. ..ottt e e e e,

CMI par micro méthode (microplaques)...........c.ooviiiiiiiiiiiiiiin..

Teneurs en polyphénoles des extraits de feuilles naturelles et
commercialisées de M. oleifera............ oo e ee e ee e e e e,

Teneurs en Flavonoides des extraits de feuilles naturelles et
commercialisées de M. OleITera. .. ... .o. o ee oo e e e e e e e e e e e

Teneurs en tannins des extraits de feuilles naturelles et commercialisées de
1Y 6] (11 1= - WP

33
36
36
37
37
38

41

44
45

45

46
47
50
50
51

51

52

52

54

57

58

59



Liste des figures

Figure 52 . L'antibiogramme des souches pathogenes : E. coli (1), P. mirabilis (2), S.
" typhi (3), K. pneumoniae (4)........ouoeininii
Figure 53 : Effet antibactérien des extraits méthanolique (M60%) de feuilles
commercialisé de Moringa oleifera sur E. coli...............ccoeoeeiee v
Figure 54 . Effet antibactérien des extraits méthanolique (M60%) des feuilles naturelle
et commercialisé de Moringa oleifera sur P. mirabilis........................
Figure 55 : Effet antibactérien des extraits méthanolique (M60% ; M100% ; M80%)
des feuilles naturelle et extraits méthanolique (M60% ; M100%) des
feuilles commercialisé de Moringa oleifera sur K. pneumoniae..................
Figure 56 : Résultats des concentrations minimales inhibitrices obtenues dans les
microplaques avec une présence des troubles.....................oc
Figure 57 : CMB des extraits méthanolique (A:M60%) ; (B:M100%) des feuilles
naturelles pour E.COli...... ..o e e e e e e e e e
Figure58 : MB des extraits méthanoliques (A:60M%);( B:M80%) des feuilles
naturelles pour Proteus mirabilis.............co.cco oo ee i e e e
Figure59 : CMB des extrais méthanoliques (A:M60%) ;(B:M80% ); (C:M100%) des
feuilles naturelles pour Selmonella typhi.............cco oo
Figure60 : CMB des extraits méthanoliques (A:M60%) ;(B:M80% ) des feuilles
naturelles pour klebsiella pneumoniae..................ccoooiiiiiiiiin..
Figure61 : CMB des extrais méthanoliques (M60%) des feuilles commercialisées pour

Selmonella typhi (A), pour klebsiella pneumoniae (B).....................



Tableau 01
Tableau 02
Tableau 03
Tableau 04

Tableau 05
Tableau 06

Tableau 07

Tableau 08

Tableau 09

Tableau 10

Tableau 11

Tableau 12

Tableau 13

Tableau 14

Tableau 15

Tableau 16

Tableau 17

Liste des tableaux

Quelques noms vernaculaires du Moringa Oleifera... ...............cc.uv... ...
La systématique de Moringa Oleifera .o.eeeeeeireieeereeernrieernnreecnnnnns
Conditions environnementales de M.oleifera ...............cccceo v e
Comparaison le contenu nutritionnel des feuilles de Moringa avec
d'autres plantes (Pour 1009 parties comestibles)...................ccooeeenen.
Teneur en vitamines et minéraux des graines de Moringa oleifera...........
Comparaison de quelques performances zootechniques des bovins avec
une alimentation a base ou sans Moringa.................coooviiiiiiennn...
Importance médicinale des différentes parties de Moringa oleifera.........
Principales classes des composés phénoliques ...............ocoeeviiinnnn
Classifications Antibiotiques bactériostatiques et bactéricides ..............
Couple antibiotique/bactérie implique dans la résistance par modification
ou substitutionde lacible ...,
Antibiotiques utilisés pour I'antibiogramme...................coeviiiinennnn
Rendements des extraits méthanoliques (M60%, M80% et M100%), et
aqueux obtenus a partir des feuilles naturelle et commercialisé de
Moringa Oleifera............ooiiiiii
Résultats de I’antibiogramme .............cooiiiiiiiiiiiiiiiii e,
Activité antibactérienne des extraits des feuilles naturelles de M.oleifera.
Activité antibactérienne des extraits des feuilles commercialisée de
MLOLCIOFA .. .o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Concentrations minimales inhibitrices des extraits des feuilles naturelles

(o [\ 0] L1 1 (] - NSO

Concentrations minimales inhibitrices des extraits des feuilles

commercialisé de M. oleifera........coooeeeeeieiee e,

10

12

15

24

36

41

51

56

57

59

59

62



Sommaire

Remerciement

Dédicaces

Résumé

Abstract

Résumé en arabe

Liste des abréviations

Liste des figures

Liste des tableaux

I OAUCTION . . . e

PARTIE | : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre | : Généralité sur Moringa Oleifera

I.1  Origine et Distribution Géographique de Moringa Oleifera... ................cccceuue e,
.2  Nomenclature et SyStématiqUe. ........o.vvuririiii ittt enaeanean
1.3 Caracteres Botaniques de différentes parties de Moringa.............cc.cccceeeeeivvee e
1.3 1. L’arbre de Moringa Oleifera.............ccocov e iee oot e e e e e e e
R T I (] 1 o P
L3 3L FEUIIIES ettt sttt st st e ettt st s et e se e
13 LS UL ottt e
1R T T 1
1R T G T €] 1 S
.4 EXigences environnementales. .......o.ouvuuiiniiiiteeie it e
1.5  CompPOSItion ChiMIQUE....cooiiiiie ittt et e e et e et eeeeae
1.5, 1. Composition des FEUIIIES ......coouiiiieiire e et
1.5. 2. CompOoSItioN des grains. ... ....c.ouiiniirie it e e
1.5. 3. COmMPOSItION DS FACINES. ...\ vttt ittt ettt
1.5. 4. Composition des I’écorce de tige.........ouiirieiiriir e
1B ULIlISAIONS ettt et et et st st b e st e b st saenee s
16, 1. AlIMENTATION o et e st et et et st b e st e aeas
LB, L. i HUM@INE ittt s et e st she st st e s et s et es st s
L6, Lol ANIMAlE. ...
16, 2. PUMTICAtiON 0/8@U....cuiiiiiceeie sttt s ettt st st e e e saesetenaes
1.6. 3. Cosmétiques et produitsde beauté.............cooevriiiiiiiiii
L6, 4. BIOGIESEL. .. .ot
1B, 7. INAUSTIIC ..ttt e e et et bttt et e e b e b sbesa sbe e see s eae
1.6, 8. AULres ULIlISAtIONS. .. ... .o
1.7 Récolte des feuilles et opérations PoOSt-récolte............coovevviriiiiiriiiiiieeens
1.7. 1. Récoltedesfeuilles..........oiiiii
1.8  Etapes de 1a transformation ... e st e e e
1L8. L EReUINIAgE. ..o

1R S I\ - o [

O 00 W 00 N N OO U1 L1 1 W W

R R R R R R R R R R RBRRRR @R 2
N N NOoOOOoOO OO A WNER O OO OO



8. 3. SBCNAg. .. et
1.8. 3. 1. Séchage a température ambiante.............ccooiiiiiiiiii
1.8. 3. 10ii. SEChage MECANIGUE. . ...ttt e e
8. A BrOyYage. . ettt e
1.8, 5. CONSEIVALION. ...ttt ettt ettt ettt st e e e e re et e e sae s saeenesbenssensennnnenne
1.8, 5. 1. TENEUI BN BAU.....eecuiiiieeiee et eteeette ettt st e e te e e s e e e er e e sbaestbe e e e sraestaeenbeenaeennees
L8, 5. il HUMIItE. ... e
1.8. 6. Emballage et Etiquetage. ........ooviniiriiii e

Chapitre I1 : Les Métabolites secondaires et méthodes d’extractions

1.1 MEtaboliteS SECONAAIrES. ... ....viee it
L1, DEfiNItION. ...
II.L1.2. Fonction des métabolites secondaires................coooiiiiiiiiiiiiiii i,
I1.1.3  Composés PhENOIIQUES. .....ovieieii et
n.1.3 1. Classification des composes phénoliques. .............oooviiiiiiiiiiiiiieen.n,
.13 1.0 Acides phenoliqUES .......cooerini
.13 1 0 FlaVONOTAES. ...
1.3 L i LeS ANINS. et
1.3 1. il i. Tanins hydrolySables.........uii et ettt e e
.13, 1.iii. i, Tanins CONAENSES. .. .ottt e,
II.L1.4  Propriétés biologiques des polyphénols. ...,
.1.4 1. Activite antibacterienne. ... ... ...ooiiieiii e
1.1.4 . 2. ACtiVIté antioXydants...........covriiiii i
11.1.5.  Lesterpenes (terpenOides)........c.oueiniiniiri i
IL1.6.  Lesalcalofdes. ......oooiuniiiii e
1.2 Techniques d’e@XEraction ..ot e ser e ea e er e aaes
11.2.1.  techniques conventionnelles. ..........c.ooviriirie it e
.21, 1 MACEIATION. ...ttt e
.21, 2. Hydro distillation. ...
11.2.1. 3. ExXtraction par SoXhIet..........ooviiiniiri e
11.2.2.  Technigues non-conventionnelles. ............ooviiriiiiiriii i,
1.2.2. 1. Extraction assistée par microondes (Microwave Assisted Extraction)...........
1.2.2. 2. Extraction assistée par ultrasons (UAE)..........cccoviiiiiiiiiiiiiiiiieee
.2.2. 3. Extraction par champs électrique pulsé (CEP)..........ccoovviiiiiiiiiiiiiinnes
1.2.2. 4. Extraction par les gaz supercritiques. ... ... .o.oueueniniiinininiiiiieiaieeeeaiannns

CHAPITRE 111 : Les antibiotiques et I’antibiorésistance

.1 ANEIDIOtIQUES. ..t

18
18
19
20
20
21
21
21

22
22
23
23
24
25
25
26
26
27
27
28
28
28
29
29
30
30
31
32
32

33

33
34

35



n.1.1.

.1.2.

.1.2

n.1.2.

n.1.2.

n.1.2.

n.1.2.

n.1.3

.1.3.

.1.3.

.13

.1.3.

.1.3.

.1.3.

.1.3.

.1.3.

.1.3.

.1.3.

.1.3.

.1.3.

.1.3.

.2

.2.1.

.2.2.

.2.2.

1.2.2.

1n.2.3

1.2.3.

.2.3.

.2.3.

DINIEION. . .ttt e
Critéres de classification des antibiotiques. .........o.oevvviiiiiiiiiii i,
B T [0 4 To 1 T TP
2. NAtUre CRIMUIQUE. ....ovit i e e et
3. Site d'action spécifique achacun...............cooiiiii i
4. SPectre d’aCtIVIEE. ...ttt e
5. Les modalites d'action...........c.ouieinin it
Mode d’action des antibiotiqUES. ......vvuueeeete ettt
. Famille antibiotiques agissant sur la paroi bactérienne.........ccocoeveevevecveeevvvernenne.
L BAlaCtaMINeS. ..
. Famille antibiotiques agissant sur la synthese protéique.............................
L AMINOSIOR. L.
L TLraCYClINe. ..o

B PRBNICOIES. . oo,

w NN NdD NN DN

. Famille antibiotiques agissant sur la synthese des acides nucleiques..............
3o QUINOIONES. ...,
3000 RIAMYCINGS. .ot e
4. Famille antibiotique agissant sur la membrane cytoplasmique.....................
4 L POIYMYXINGS. . .o

5. Famille antibiotique agissant sur la synthése de I’acide folique...................

5. 1. Sulfamides + Triméthoprime (Bactrim)..............ccoooiiiiiiiiiiiiie,
RESIStANCE aUX ANtIDIOTIQUES. . ... vttt ettt ettt et e
D INItION. ... e
TYPES dE FESISTANCE ...\ ettt e
1. Résistance naturelle. ...
2. RESISTANCE ACOUISE. ...\ttt et
Mécanismes de résistance aux ATB............ooiiiiiiii i
1. Mécanismes genétiques de 1a résistance............ocoevveriiiniiriiiniiniiinianannnn.
1. i. Résistance chromoSOMIqQUE. .........c.ivieirit i,

1. ii .Résistance extra-chromosomique (plasmides)................coooviiiiiinin.n..

35

35

35

35

35

36

36

36

36

36

37

37

37

38

38

38

38

39

39

39

39

40

40

40

40

40

40

40

40

41



.2.3.

.2.3.

.2.3.

.2.3.

.2.3.

1.2.4

.2.5

I.1.

.1.

1.2.

l.1.

l.1.

l.1.

l.1.

.1,

l.2.

l.2.

.3.

1.4.

1.4.

1.4.

2. Mécanismes biochimiques de la résistance.................ocooeviiiiiiiiiiininnnn,

2. 1.Modification de cible de I’antibiotique............c.ovviiiiriiiiiiiiiiieieeennen,

2. 1. Inactivation enzymatiqUe. ..........ooevuiirintiriit ettt e eeeaeeenennen

2. iii. L’imperméabilité aux antibiotiques. ...........oooveviiiiiiiiiiiiiiiiaean,

2. Iv. L’efflux des molécules d’antibiotique...........c.ovvvviieiiiiiininiiiiiinnnn,

Bactéries multi-résistantes « BMR »...couuuiiii e

Bactéries hautement résistantes aux antibiotiques émergentes (BHRe)............

PARTIE Il : ETUDE EXPERIMENTALE

Objectif.....................0.

Y E: 17 o =)

Matériel végétal ............

1. Origine des feuilles......

Matériel biologique ........

Méthodes ....................

Préparation du matériel VEgétale....... ..o,

1.Ringages ..................

2. Séchage....................

3. Broyage et Tamisage....

4. Conservation et StOCKAQE. ........ivtii i

Extraction et dosage des composés phénoliques .............cooeiviiiiiiiiiiinnn...

1. Extraction a partir des feuilles de M. oleifera naturelle et commercialisée par

macération...................

Dosages colorimétriques

1. Doge des phénols totaux solubles. ...

2. Dosage des flavonoides

41

41

41

42

42

42

43

44

44

44

44

44

44

44

45

45

46

46

46

46

48

48

48

49



1.4.

1.5

1.6

l1.6.

ll.6.

ll.6.

ol.7

n.7.

n.7.

11.8.

1.9.

Iv.1.

Iv.2.

IvV.3.

Iv.4.

IV.5.

IV.6.

3. D0SAge UES TANINS ...\ttt e e
Repiquage des souches baCteriennes ............c.ouiveieriniiiiiiieeieeeeeea
Etude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques....................covviinn.
1.Préparation de I'inoCUlUM....... ..o i
2. ENSEMENCEIMENT. ...ttt
3. DEPOLS e AISUE ... ..o et e et e et e et e et e et et et e et e et e e et e et e
Evaluation du pouvoir antibactérien des extraits de M. oleifera...........................
1. Préparation des eXtraits. ...........cooveiriiiiiiii e,

2. Détermination de ’effet antibactérien des feuilles naturelles et commercialisé de

Y O] =] {1 DO ORI

Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI).......................
Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB).....................
RESUITALS. . .ttt
Rendement d’extraction des composés phénoliques..............ccovvviiiiiiiniann....
Dosages colorimétriques des composés phénoliques.............cccoeviieiiiiinns..

Etude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques...................c.ooeieennnn

Pouvoir antibactérien des extraits de M. oleifera..................cccoeoueieeieiieeiee e
Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)......................

Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB).....................
DISCUSSIONS. ... ettt e et et et e e e et e et et et et e e et e a e

CoNnCluSION et PerSPECLIVE. .. ...vi et

Références bibliographiques

49

49

49

50

50

50

51

51

52

53

55

56

56

56

58

58

60

60

69

74



INTRODUCTION



Introduction général

epuis D’antiquité¢, l'humanité a utilisé diverses plantes rencontrées dans son

environnement, pour ses besoins médicaux et alimentaires afin de traiter et soigner

toutes sortes de maladies (Boumediou et Addoun, 2017). En fait, leurs propriétés
curatives sont dues a la présence de centaines, voire de milliers, de composés bioactifs
naturels appelés : métabolites secondaires. Les plantes produisent déja 70% de nos
médicaments, environ 170000 molécules bioactives ont été identifiées a partie de plantes
(Chaabi, 2008).
Le recours a la médecine a base des plantes est profondément ancré dans notre culture, car
I’ Algérie est réputée par la richesse de sa flore médicinale (Akaraiyi et Boboye , 2010), qui
constitue un Véritable réservoir phytogénétique, avec plus de 600 especes de plantes
médicinales et aromatiques (Zeguerrou et al., 2013).

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), environ 80% de la population
mondiale a recours au médicine traditionnelle pour satisfaire ses besoins en soins de santé
primaire, en raison de la pauvreté et du manque d'accés a la médecine moderne (Jiofack et
al., 2009).

Le developpement de la résistance microbienne aux antibiotiques a conduit les
chercheurs a puiser dans le monde végétal et particulierement les plantes médicinales et
culinaires en quéte de molécules naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse (Rauter
et al., 1989).

Parmi ces plantes médicinales Moringa oleifera aussi appelé « I’arbre de la vie »,
c’est une arbre tropical, courant en Afrique, est passé, en une décennie, du statut de plante
inconnue a celui de nouvelle ressource alimentaire et économique pour les pays du Sud
(Atakpama et al., 2014).La plupart des parties de cet arbre (feuilles, fleurs, fruits et gousses
immatures) sont utilisées dans diverses formulations alimentaires traditionnelles,
médicaments et a usage industriel. Les feuilles sont riches en vitamines et alcaloides,

flavonoides et en composés phénoliques (Tchiégang et Kitikil, 2004; Coppin et al., 2013).

L’objectif principal de ce travail consiste a I’extraction et dosage deS cCOMpOsés
phénoliques des feuilles naturelles et commercialisées de M. oleifera en évaluant ses
propriétés antibactériennes qui pourrait justifier des vertus reconnues a cette plante.

A cet effet notre travail est organisé comme suit :
v' Premiére partie : étude bibliographique incluant plusieurs chapitres portés sur :
généralités sur Morinaga oléifera. ; Les métabolismes secondaires de M.oleifera, les

différentes méthodes d’extractions et enfin la résistance aux antibiotiques.
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v Deuxieme partie : Etude expérimentale. comporte les protocoles expérimentaux et les
différentes techniques : I’extraction des métabolites, les dosages colorimétriques de
ces derniers, 1’évaluation de pouvoir antibactérien des différents extraits vis-a-vis

des souches bactériennes. Par la suite, présentation des résultats obtenus et

discussion.
Et enfin, une conclusion générale et perspectives.
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Chapitre | Geéneéralité sur Moringa Oleifera

|. L’arbre Moringa Oleifera
l. 1. Origine et Distribution Géographique de Moringa Oleifera

Moringa oleifera est une arbre originaire du nord-ouest de I’'Inde du Pakistan partie situant en
bordure de I’Himalaya (Aberra, 2011; Panchal et al., 2011; Bayé-Niwah et
Mapongmetsem, 2014).C’est de I’Inde et du Pakistan que la culture de Moringa s’est étendue
vers le Moyen-Orient puis 1’Afrique, et tout le long de la ceinture tropicale, puis a gagné la
Méditerranée et finalement les Indes Occidentales et qui a été ensuite distribué en Amérique
Centrale (Ravindra et al., 2016) , Amérique du Nord et les Caraibes (Vilaseca et al., 2014) .
Son introduction en Afrique de I'Est a eu lieu au début du 20e siécle par le biais du commerce
et des échanges maritimes durant cette période (Foidl et al., 2001 ; Farooq et al., 2007 ).
Aujourd’hui, le Moringa a une extension geographique tres développée et on le retrouve dans
la plupart des pays subtropicaux ou tropicaux a saison seche (Rajangam et al., 2002, Price,
2007) voire en zone aride en raison de son adaptabilité a un large éventail de types de sols,
peut étre trouvé méme dans les sols les plus durs et les plus secs (Minaiyan et al., 2014 ;
Leone et al., 2016 ; Mashela, 2017).

Figure 01 : Distribution de la plante Moringa Oléifera dans le monde
(Saini et al., 2016).

. 2. Nomenclature et Systématique

Moringa appartient a une famille monogeénérique (Jed et al., 2005 ;Abdul Hannan et al.,
2014). Dont on connait 14 especes Neuf d'entre elles sont africaines, deux malgaches, deux
indiennes et une en Arabie (Malo, 2014). Les autres especes sont bien connues : M. arborea,

M. borziana, M. concanensis, M.drouhardii, M. hildebrandtii, M. loongituba, M. ovalifolia ,
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M. peregrina, M. pygmaea, M. rivae, M. ruspoliana, M. stenopetala (Hédji et al., 2014).
Moringa oleifera est une arbre qui est connu dans 82 pays (Amjad et al., 2015), sous
diverses appellations (Tableau 01).

Tableau 01 : Quelques noms vernaculaires du Moringa Oleifera.

Inde Afrique Anglais Arabe
Francophone
Horseradish ; Nébéday Drumstick Shagara Al Ruwag;
Shajnah ; (Fuglie, 2001 ; |tree; Exactement Au Soudan
Dumstick Lim, 2012) Ben oil tree ; | (Louni, 2009).
(Roloff et al., Never die Habbah Ghaliah;
2009 Navie et (Paivaetal., | Rawag
Csurhes, 2010) Ben ailé ; 2011) (Lim, 2012)
Moringa ailé ;
Morungue
(Roloff et al., En Algérie dans la région
2009; Navie et de oued soufe, et connu
Csurhes, 2010) sous le nom de Shagara
Al Hayéte.

-La systéematique de Moringa est illustrée par le Tableau 02

Tableau 02 : La systématique de Moringa oleifera (Bichi et al., 2013 ; Laleye et al., 2015.).

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiosperme
Classe Dicotylédones
Sous-classe Dillenidae
Ordre Capparidales
Famille Moringaceae
Genre Moringa
Espéce M. oleifera Lamarck
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l. 3. Caracteres Botaniques de différentes parties de Moringa
l. 3.1. L’arbre de Moringa oleifera
Est une arbuste ou arbre de 12 metres de hauteur (Delpha , 2011 ;Houndji et al., 2013), et
son diameétre jusqu’a 3 métres a croissance rapide (Agroconsult, 2016, Neto et al., 2017).

I a une couronne ouverte et tombante, Les branches poussent de maniére désorganisée et la
canopée est en forme de parasol (Louni, 2009). et un feuillage plumeux de feuilles tripennées
caduques ou persistantes, son écorce épaisse, liegeuse et blanchatre (Yusoff, 2016 ; Roloff et
al., 2009).

Figure 02 : Arbre de Moringa Oleifera (Rolaff et al., 2009).
. 3.2. Tronc
Est généralement droit, mais il est parfois tres peu développé. En général, il atteint 1,5 a 2

meétres de haut avant de se ramifier, bien qu’il puisse parfois atteindre les 3 métres (Ralezo
Maevalandy, 2006; Foidl et al., 2001).Ecorce blanchatre, grise ou chamois pale, lisse ou

rarement rugueuse, liégeuse ; jeunes pousses violacées ou blanc-verdatre, pubérulentes.
(Andrianantenaina , 2013).
Le bois Moringa est mou, tres tendre et souvent attaqué par les termites, Il donne un trés

mauvais charbon (Séverin, 2002).

e

Figure 03 : Tronc d’un arbre adulte de Moringa oleifera lam (Rolaff et al., 2009).
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l. .3.3. Feuilles

Sont caduques, duveteuses, recouvertes d’un duvet gris lorsqu’elles sont jeunes, et se
développent principalement dans la partie terminale des branches (ljarotomi et al., 2013;
Hédji et al., 2014; Agroconsult, 2016 ).Elles mesurent 20 a 70 cm de long (Ralezo
Maevalandy, 2006 ).Les feuilles comptent 2 a 6 paires de pinnules comprenant chacune 2 a
5 paires de pinnules secondaires, divisées elles-mémes en 1 a 2 paires de foliolules plus une

foliole terminale plus grande que les autres (Mémento de I’Agronome, 2002).

Figure 04 : Feuilles de Moringa oleifera (Price, 2007 ;
Harimalala et Razanamparany, 2014)

I .3.4. Les fleurs

Apres 8 a 12 mois, I’arbre commence a fleurir sur une base continue tout au long de I’année
(Echo, 2007). Le Moringa est considéré comme une plante ornementale a cause de sa
floraison exubérante (Hédji et al., 2014; Agroconsult, 2016) .L’inflorescence est en panicule
aux fleurs irrégulieres (Roloff et al., 2009; Hédji et al., 2014; Agroconsult, 2016) mesurent
2,5 cm de large . Elles sont odorantes (Foidl et al., 2001) , de couleur blanche ou crémeuse
étamines 5, filets de 7-8 mm de long, anthéres d’un jaune cireux ou orange, alternant avec 3—
5 staminodes ; ovaire supere, pédonculé, cylindrique, de 3-5 mm de long, rose a la base,
densément poilu, 1-loculaire, style mince, glabre, sans lobes stigmatiques (Reyes Sanchez et
al., 2006 ;Andrianantenaina , 2013 ).
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—

Figure 05 : Boutons et fleurs de Moringa oleifera (Rolaff et al., 2009).

l. 3.5. Fruits

Forment des gousses a trois lobes, mesurant 20 a 60 cm de long et de 2 cm de diamétre, ses
cbtés forment un triangle, la capsule a une extrémité aigué, une surface bosselée qui pendent
des branches (Yusoff, 2016). les gousses a couleur beige a grisatre (Delpha, 2011), ils
s’ouvrent en trois parties, en libérant 12 a 35 graines (Foidl et al., 2001 ; Hédji et al.,
2014;Yusoff , 2016).

D — N

Figure 06 : Gousse fraiche et gousse séche de Moringa oleifera.
(Price et al ., 2015)

I 3.6. Graines
Les graines Sont globulaires, a trois angles (Panchal et al., 2010), elles ont un diamétre de 10

a 12 mm, avec une coque marron semi-perméable légerement boisée grains (ljarotomi et
al., 2013; Hédji et al., 2014; Agroconsult, 2016). Un arbre peut produire 15000 a 25000

graines par an (Ralezo Maevalandy, 2006). Une graine pese en moyenne 0,3 g et la coque

représente 25% du poids de la graine (Ralezo Maevalandy, 2006 ; Leone et al ., 2016)
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Figure 07 : Graines de Moringa oleifera (Delpha, 2011).

l. 4. Exigences environnementales

Moringa oleifera tolére une large gamme de précipitations avec des exigences minimales en
matiére de précipitations annuelles estimées a 250 mm et au maximum a plus de 3000 mm.
Moringa pousse dans des sols dont le pH varie entre 5 a 9 (Kafuku et al., 2010).Elle résiste
bien a la sécheresse grace a ses racines tubéreuses lui permettant d'accumuler de I'eau (Madi
et al., 2012 ;Noumo Ngangmou et al., 2013). Les exigences environnementales du Moringa
Oleifera sont rapportées dans le Tableau 03.

Tableau 03 : Conditions environnementales de M.oleifera (Saint Sauveur et Broin, 2010).

Paramétre Valeur/Fourchette
climat Tropical ou subtropical

Altitude 0-2000 métres
Température 25-35°C

Pluviométrie 250mm-2000mm

Irrigation nécessaire pour la production des

feuilles si pluviométrie < 500mm

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

. 5. Composition chimique

. 5.1. Composition des Feuilles

La valeur nutritive des feuilles de Moringa est d'une richesse rarement observée (Broin,
2005; Nouman et al., 2012;0sman et al., 2012 ; Harimalala et al., 2014). Les feuilles

contiennent une tres grande concentration de vitamines A et C, un complexe de vitamine B,
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du fer, du calcium, du cuivre, des protéines (Olugbemi et al., 2010), du zinc, du sélénium,
des acides aminés (10 des 20 acides aminés essentiels a 1’étre humain), (Laleye et al., 2015 ;
Broin, 2005 ;Malo , 2014). Cette plante se dispose d’une combinaison riche et rare en
zeatine, quercétine, B-sitostérol, caffeoylquinic et kaempferol (Fuglie, 2001; Farooq et al.,
2007). Selon Ndong et Wade, (2007). les jeunes feuilles de Moringa contiennent des
composés phénoliques dont 85% identifies ont une activité antioxydant ainsi que des
flavonoides (Harimalala et al., 2016),ainsi que la poudre des feuille est 2 fois plus riche en
protéines et 5 fois plus riche en lipides, 2 fois plus riche en cellulose et présente 5 fois plus de
glucides que les feuilles fraiches .

La comparaison entre le contenu nutritionnel du Moringa et celui d’autres aliments montre
comment le Moringa est de haute valeur sur le plan nutritionnel (Tableau 04).

Tableau 04 : Comparaison le contenu nutritionnel des feuilles de Moringa avec d'autres
plantes (Pour 100g parties comestibles).
http://www.monografias.com/trabajos88/desarrollo-del-morango/desarrollodelmorango.html

Eléments nutritifs (unité) | Moringa Autres plantes
Vitamines A (mg) 1130 Carotte : 315
Vitamines C (mg) 220 Oranges : 30.

Calcium (mg) 440 Le lait de vache : 120.
Potassium (mg) 250 Banane : 88.

Protéines (mg) 6700 Le lait de vache : 3.200
Fer (mg) 625 Les épinards : 25

l. 5 .2. Composition des grains

Les graines de Moringa oleifera sont du type oléagineuse elles renferment 42% d'huile dont le
profil d'acides gras comporte 70% d'acide oléique proche de I’huile d’olive 72%.

La teneur en acides gras saturés et insaturés est respectivement del3% et 82% et celle en
acides gras libres varie de 0,5 a 3% (Foidl et al., 2001).

Des analyses nutritionnelles ont montré que les graines contiennent des minéraux (Tableau
05), des acides aminés essentiels, des acides gras (Dhakar et al., 2011; Aho et al., 2012), les
phytates, les composés phénoliques (tannin, flavonoide), les alcaloides, les saponines et les
terpenoides (ljarotimi et al., 2013). Les graines de Moringa contiennent une protéine qui a
montré son efficacité dans le traitement des eaux, en remplacement du sulfate d’Alumine et

d’autres floculant chimiques (Benali et al., 2016).L’huile de Moringa ne rancit pas gréace a la
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teneur élevée des antioxydants et phytonutriments. Ces derniers augmentent la durée de vie de

I’huile jusqu’a 5 ans et aident a freiner I’activité des radicaux libres sur la peau (Agroconsult

Haiti, 2016).

Tableau 05 : Teneur en vitamines et minéraux des graines de Moringa oleifera

(Boukandoul, 2019).

Composés Teneur (mg/100g de graines)
Vitamines Acide ascorbique 4.50
Niacine 0.20
Riboflavine 0.06
Thiamine 0.05
Minéraux Calcium 83.8-751.7
Fer 5.20
Magnésium 45.0-251.3
Potassium 36.5-75.0
Phosphore 635.00
Sodium 22.5
Zinc 0.05

. 5.3. Composition des racines

Les racines renferment des athomines et des ptéryospermines qui sont des antibiotiques et les
écorces des racines contiennent les alcaloides Morginine et moringinine (stimulant cardiaque).
(Ralezo Maevaland, 2006).

l. 5.4. Composition des I’écorce de tige

Des études faites sur I'écorce de tige de Moringa oleifera ont indiqué la présence des stérols,
des glycosides, des alcaloides, des triterpénoides, des flavonoides, de anthraquinones, des
caroténoides (Kumbhare et al., 2012 ) et des tannins ce qui affirme le potentiel antioxydant
de cette plante (Alhakmani et al., 2013).

l. 6. Utilisations

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

. 6.1. Alimentation

. 6.1. i. humaine

Le Moringa est un légume exceptionnellement nutritif. Il est facile a cultiver et a entretenir, il

fournit des aliments nutritifs, en particulier aux communautés pauvres, tout au long de I'année,
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plutét que d'étre saisonnier comme le sont la plupart des légumes (Ravindra et al.,
2016).Toutes les parties de la plante Peuvent étres consommeées fraiches ou en poudre (Broin,
2005). 1l fait maintenant partie des programmes de sécurité nutritionnelle dans le Pacifique et
dans d'autres parties du monde (Goebel et al.,2013, Joshi et al.,2016) et est largement
répandu en tant que culture vivriére par les organismes d'aide. Les jeunes feuilles sont
comestibles et sont couramment consommeées cuites, comme des épinards, ou préparées en
soupe ou en salade (Olson, 2001 ; Azeez et al., 2013) . Les jeunes gousses vertes sont tres
gouteuses et peuvent étre consommeées bouillie comme des haricots ; les graines doivent étre
consommeées vertes avant qu’elles ne virent au jaune, Les graines seches peuvent étre réduites
en poudre et utilisées pour assaisonner les sauces,et les fleurs peuvent également étre
consommées comme crudités (salade) (Foidl et al., 2001).L huile de Moringa oleifera est
utilisée comme huile végétale comestible et également comme huile de cuisson (Agroconsult,
2016).

Figure 08 : Utilisations de M.oleifera dans l'alimentation végétarienne humaine.
https://www.pinterest.fr/pin/209910032620105049/

l. 6.1. ii. animale

Les feuilles fraiches de Moringa sont utilisées comme aliments pour le bétail (bovins, caprins,
ovins, équins, porcins), les lapins et les volailles pour leur fournir des protéines pouvant
favoriser leur développement et améliorer leur santé. Les extraits de tourteau issus du
Moringa (60% de protéines) peuvent aussi servir a nourrir les animaux. Des expériences
réalisées en Amérique centrale montrent que les performances techniques des bovins sont
beaucoup plus intéressantes avec une alimentation contenant du Moringa que sans ce produit.
Les résultats obtenus sont particulierement impressionnants a différents niveaux, comme en
témoigne le tableau 06 (Agroconsult, 2016). Les effets positifs sur le taux de croissance chez

les moutons (Ben Salem et al., 2009) et un double rendement de lait chez des vaches ont été
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rapportés par Reyes (2006). Aussi I’incorporation de farine de feuilles de Moringa oleifera
dans les rations des poulets (Kakengi et al., 2007; Tendonkeng et al., 2009; Paguia et al.,
2014). A montré une amélioration significative de la coloration jaune du jaune d’oeuf (Figure
09).

Tableau 06 : Comparaison de quelques performances zootechniques des bovins avec une
alimentation a base ou sans Moringa.
http://www.monografias.com/trabajos88/desarrollo-del-morango/desarrollo delmorangs.html

Production Gain de poids | Poids a la | Naissance de

laitiére (I/jour) | en M.G (g/jour) | naissance (Kg) | jumeaux

Avec Moringa | 10 1.200 23-26 13 pour 20

Sans Moringa |7 900 20-22 1 pour 50

0% (1R1) 5% (2R3) 10% (3R3) 20%
(4R2)

Figure 09 : Coloration du jaune d’ceuf des poules pondeuses nourries respectivement de
farine de feuilles de Moringa oleifera (Bello, 2010).

l. 6.2. Purification d’eau

Les graines de Moringa oleifera sont utilisées pour traiter I’eau (Beth et Echo, 2005; Louni,
2009; Houndji et al., 2013; Kwaambwa et al., 2015; Yusuf et al., 2015). lls est également
signalées comme un agent coagulant / floculant pour la clarification de I'eau potable en raison
de leur forte teneur ( 30 a 40% )en protéine cationique hydrosoluble (Vilaseca et al., 2014),
chargée positivement, il s’agit d’un poly électrolyte naturel. Cette protéine est responsable

d’un phénomene de réticulation et forme une sorte de maillage ou sont piégés les bactéries,
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virus et matiéres organiques (Figure 10). Lesté de la sorte, ce maillage sédimente au fond,

I’eau de surface devenant limpide et pure (Kabor et al., 2013).

Eau d’étang non traitée Eau d’étang traitée

Figure 10 : Purification de I’eau avec des graines de Moringa oleifera
(Poumaye et al., 2012).

l. 6.3. Cosmetiques et produits de beautée

Dans le domaine de la cosmétologie, des parties de la plante Moringa oleifera,
particulierement les graines, (desquelles sortent une huile riche en vitamines A qui aide a batir
le collagéne de la peau, en vitamine C qui réduit les rides et les ridules, en vitamine E et
minéraux - potassium, calcium - qui fournissent des propriétés antiseptiques et
inflammatoires) sont utilisées dans la fabrication de produits comme le savon pour améliorer
la texture de la peau, la pommade et I’huile pour donner une nouvelle allure aux cheveux, etc.
Grace a leur capacité a absorber et a retenir les substances volatiles (Agroconsult, 2016). Les
huiles de graines sont également intéressantes dans I’industrie des parfums pour stabiliser les

senteurs. La teneur en acide gras libres varie de 0,5 a 3% (Foidl et al., 2001).

Figure 11 : Gamme de produits cosmétiques a base de Moringa.
http://negronews.fr/moringa-plante-aux-multiples-vertus/
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I 6.4. Biodiesel
Apres I'extraction de nutriments de valeur élevee, l'huile de Moringa oleifera peut étre

convertie en biodiesel. La propriété la plus remarquable de ce biodiesel est réside dans les
indices de cétane élevés (Kafuku et Mbarawa, 2010). Les propriétés physico-chimiques
¢tudiées du biodiesel de I’huile de Moringa oleifera, suggérent qu’il puisse étre employé
comme carburant dans des moteurs diesel, principalement comme mélange au petro-diesel
(Silva et al., 2010), Cependant, ce biodiesel de Moringa a montré des points de congélation a
3 C° et 10 C°, ce qui présente un inconvénient lors de son utilisation dans des températures
basses (Kafuku et Mbarawa, 2010).

=,

Biodiesel fuelled car
s Biodiesel
Blends

g .

v

- Biodiesel conversion
ISeed collectzon
\ .\CCd / \ Oil exracuon /

Figure 12 : Etapes de la production de biodiesel a partir de grains de Moringa.
https://www.researchgate.net/fiqure/Life-cycle-of-moringa-oleifera-and-biodiesel-
production-steps fig2 278028686

. 6.5. Domaine medicinal et pharmacologique

le Moringa est reconnu pour ses innombrables propriétés a soulager et guérir plusieurs types
de maladies (Tableau 07) (Goyal et al., 2007; Amjad et al., 2015) . Toutes les parties
(feuilles, fleurs, fruits, écorces et racines) de Moringa oleifera ont de vertus médicinales
confirmées par des années de recherches et d’études expérimentales dans les différents pays

africains, asiatiques et panaméricains (Kooltheat et al., 2014).
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Tableau 07 : Importance médicinale des différentes parties de Moringa oleifera.

Activité
pharmacologique

Nature de I’extrait

Composé
responsable

Références

Activité
antimicrobienne

Extraits de feuilles,
graines, racines et de
I’écorce

-L4r-hamnopyranosyloxy
z)enzyl isothiocyanate
-L4r-r$;1mnopyranosyloxy
?Jenzylglucosin_olate
-Pterygospermine

(Farooq et al.,2007)

Activité
antiinflammatoire

Extraits méthanoliques
des racines, tiges, feuilles
et fleurs.

Extraits aqueux des
racines

-Extraits éthanoliques des
graines

acétate Aurantianide
-1,3-dibenzyl urée

(Alhakmani et al.,
2013)

Activité antitumorale

Différents extraits des

Thiocarbamate-

(Kesharwani et

feuilles Isothiocyanate al., 2014)

- Extraits éthanoliques

des graines
Activité Extraits éthanoliques des _ (Debnath et al.,
hepatoprotective feuilles 2011)

-Extraits alcooliques des

graines
Activité Extraits méthanoliques _ Sahaetal.,
antiépileptique des feuilles 2012)

Activité
antioxydante

Extraits aqueux,
méthanoliques et

Kaempferol

(Georgewill et

éthanoliques des feuilles al., 2010)
et des racines
_ (Jaiswal et al.,
Activité Extraits aqueux des 2013)
Antidiabétique feuilles
Extraits alcooliques des _ (Jaiswal et al.,
Activité graines 2009 ;Farooq et
Antiasthmatigue al., 2007)
Extraits méthanoliques _ (Georgewill et
Activité des racines al., 2010 ;
Analgésique Choudhary et
al., 2013)
Infusions des fleurs, _ (Kesharwani et
Activité feuilles, racines, graines al., 2014)
Diurétique et de I’écorce
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l. 6.7. Industrie

L'huile de Moringa est utilisée comme lubrifiant dans la machinerie fine comme I'horlogerie
pour sa faible tendance a se détériorer et devenir rance et collante (Ramachandran et al.,
1980 cités par Foidl et al., 2001). Les feuilles sont utilisées dans la production de biogaz. Le
bois peut étre utilisé comme combustible de chauffage et donc servir a la cuisson de la
nourriture; (Agroconsult Haiti, 2016).

La production de gaz s’¢leve a 580 litres’kg de solides volatils. La teneur moyenne en
méthane du gaz produit est de 81% (Malo, 2014). Plante mellifere, les fleurs de Moringa sont
riches en nectar, ce qui constitue une source constante pour les abeilles tout au long de
I’année. Le miel obtenu est clair, I’odeur et le gout sont appréciés des consommateurs (Malo,
2014).

. 6.8. Autres utilisations

Moringa oleifera posséde d’autres pouvoirs; ses graines sont utilisées pour purifier le lait et le
miel (Pamo et al., 2002). la poudre de Moringa Oleifera agit sur les coléoptéres pendant la
conservation des graines et dans le champ (Anita et al., 2012 ; Dumont et al., 2015). Aussi
elle agit comme larvicide de moustique, selon Chinenyenwa et Godson (2017). En raison de
sa teneur en composes phytohormones de type cytokinines Moringa peut étre utilisé comme
un engrais pour activer la croissance des arbres et les rendements des plantes (Pamo et al.,
2002 ; Gnangle et al., 2010). Les boues laissées par l'eau aprés le traitement peuvent

également étre utilisées comme bio engrais / bio-compost. (Kumar et al., 2012).

I. 7. Récolte des feuilles et opérations post-récolte

l. 7.1 Récolte des feuilles

La récolte peut étre manuelle avec un sécateur, une faucille, un couteau ou mécanique avec
une faucheuse. La récolte peut se faire en coupant les branches feuillées a une hauteur de 30
cm a 1 m au-dessus du sol, ou en prélevant directement les feuilles sur I'arbre (Hubert et al.,
2008 ; Broin , 2010).Les bonnes récoltes des feuilles se font tous les 30 a 45 jours.

* Effectuer la récolte aux moments les plus frais de la journée, tot le matin ou tard dans la
soirée. Eviter que les feuilles soient mouillées parla rosée, en particulier le matin, afin de
prévenir le développement de moisissures pendant le transport.

* Couper toutes les branches feuillées a 50 cm du sol.

* Les transporter hors du champ. Les branches doivent étre bien ventilées pendant le transport
pour de courtes distances, des paniers ou des containers plastiques perforés peuvent étre

utilisés. Ne rien placer au-dessus des feuilles.
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e Arracher les feuilles des branches hors du champ. (De Saint Sauveur, 2010).

b Ll o _\N".r' A ..A"..A.,.'.‘-. '
Figure 13 : Récolte des feuilles de Moringa.
https://www.lavierebelle.org/?meilleures-techniques-de-culture-des-moringa

I. .8. Etapes de la transformation

I. 8.1 Effeuillage
L'effeuillage consiste a détacher les folioles de leur pétiole. Cette opération peut se faire
directement sur les branches si les feuilles n‘ont pas été séparées des branches au moment du

transport. A ce stade, les feuilles malades ou endommagées sont éliminées (De Saint

Sauveur, 2010).

Figure 14 : Effeuillage des folioles directement sur la branche.
https://moringa-vital.ch/usine-de-moringa-biologigue/

I. 8.2. Lavage
Les folioles sont lavées dans des bacs avec de I'eau potable pour éliminer la poussiere. Les
folioles sont ensuite lavées avec une solution saline a 1 % pendant 3 a 5 minutes, afin de les
débarrasser des germes. Enfin, elles sont rincées a I'eau claire puis séchées. Elles sont alors
prétes a étre séchées. Chaque bac doit étre vidé apres chaque lavage : les nouvelles feuilles

doivent toujours étre lavées avec de I'eau neuve (De saint sauveur, 2010).
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Figure 15 : Lavage des feuilles en atelier.
https://mediatheque.agencemicroprojets.org/wp-content/uploads/produire-transformer-

moringal

I. 8.3.Séchage
Les feuilles doivent étre séchees rapidement et a I'abri du soleil et de la poussiére, ceci pour
éviter le développement de moisissures et la dégradation des vitamines par les ultraviolets
(UV) Selon Bidima, 2016. Il existe trois méthodes principales pour sécher les feuilles de

Moringa (De saint sauveur 2010):

. 8.3. I. Séchage a tempeérature ambiante
Les folioles sont étalées en couche fine sur des moustiquaires tendues sur des claies, dans des
pieces bien ventilées. Cette piece doit étre protégée des insectes, des rongeurs et de la
poussiere. L'utilisation de ventilateurs est possible, mais l'air ne doit pas étre dirigé
directement vers les feuilles, afin de ne pas augmenter les risques de contamination par les
germes présents dans I'air ambiant. On peut retourner les feuilles au moins une fois, avec des
gants stériles, afin d'obtenir un séchage uniforme. Les feuilles doivent étre complétement
seches au bout de quatre jours au maximum. La densité de chargement des feuilles sur les

claies ne doit pas excéder 1 kg/m2.

Figure 16 : Séchage a température ambiante des feuilles de Moringa.
https://moringa-vital.ch/attention-a-lachat-du-moringa/
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1.8.3. ii. Séchage solaire

Le séchoir solaire est recommandé dans la mesure ou le polyéthyléne utilisé est traité anti-UV
ou bien est opaque (si le plastique est noir, attention a I'augmentation de température, veillez a
ce qu'elle ne dépasse pas 55°C). La prise d'air a chaque extrémité du tunnel doit étre équipée
d'un filtre a poussiere en tissu fin (mousseline par exemple). Etaler finement les folioles sur
les claies et laisser sécher pendant environ 4 heures (la fourchette de température est de 35°C
a 55°C pour un jour tres ensoleillé). Le produit final doit étre trés friable. Le séchage solaire
est recommandé pour la transformation a petite comme a grande échelle, en particulier dans
les zones rurales sans acces a I'électricité. La densité de charge des claies ne doit pas excéder
2 kg/m 2.

Figure 17 : Séchage solaire des feuilles de Moringa.
https://foodtech.uonbi.ac.ke/node/229.

1.8.3. iii. Séchage mécanique

Utiliser des séchoirs & air chaud. Electriques ou & gaz. Les températures devront étre
comprises entre 50°C et 55°C. Au-dela Ia, les feuilles brileront et prendront une couleur
brune. Les feuilles doivent étre séchées jusqu'a ce que leur humidité résiduelle soit inférieure
a 10%. 1l est recommandé d'utiliser cette méthode pour la transformation a grande échelle car
elle assure une production en conditions contrdlées toute I'année. La densité de charge des

claies ne doit pas excéder 2,5 kg/m2.
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Figure 18 : Séchage mécanique a L’aide des séchoirs a air chaud.
file:///IC:/Users/Admin/Desktop/Downloads/tn-51-poudre-de-feuilles-de-moringa

8.4. Broyage
Les feuilles sont broyées en utilisant un moulin a marteau en inox. Pour un usage personnel
ou familial. Les feuilles peuvent étre pilées au mortier ou broyées dans un mixer de cuisine.
Les transformateurs a petite échelle peuvent aussi utiliser un moulin a marteau commercial

pour ml usage a facon (De Saint Sauveur 2010).

Figure 19 : Broyage des Feuilles par un Moulin a Marteau.
https://mediatheque.agencemicroprojets.org/wp-content/uploads/produire-transformer-

moringal.

8.5. Conservation
Une autre maniere de consommer les feuilles de Moringa oleifera est de les sécher et de le
réduire en poudre, ce qui les rend facile a stocker et a incorporer dans les plats. Pour s'assurer
d'une bonne qualité nutritionnelle et sanitaire (microbiologique) de la poudre de feuilles de
Moringa oleifera, son humidité résiduelle ne doit pas dépasser 7,5%, la durée de séchage doit
étre la plus courte possible et la température de séchage pas trop élevée (50 a 55°C
maximum). Méme si une faite proportion des vitamines est perdue pendant le séchage, la
poudre de feuille constitue tout de méme un complément nutritionnel tres riche, (De saint

sauveur, 2010).
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I.  8.5.1. Teneureneau
La teneur en eau X d'un produit est le rapport de la masse d’humidité sur la masse du produit sec. Elle

permet de quantifier la quantité d'eau dans un produit. (Jannot, 2008).

I 8.5. ii. Humidité
La poudre des feuilles du Moringa oleifera doit étre séchée a 50°C pendant 30 minutes pour
réduire I'humidité résiduelle largement en dessous de 7,5% car celle-ci attire fortement
I'humidité et le produit peut se ré-humidifier pendant ou aprés le broyage (Ndayikeza
Goreth, 2011).

l. 8.6. Emballage et Etiquetage
La poudre obtenue lors de la transformation doit étre immédiatement conditionnée dans
différents emballages tels que des seaux plastiques opaques de 15 kg, des bocaux de 500 g,
250 g et 125 g et laissée a la température ambiante (Houndji et al., 2013). Sur chaque
emballage de produit aux feuilles de Moringa doivent figurer les informations suivantes :

Nom du produit

Poids net

Nom et adresse du producteur

Pays d’origine

Numéro ou code d’identification du lot
Instructions d’utilisation

Date de production

AN NNV N N NN

Information nutritionnelle

Figure 20 : Machine pour étiqueter les emballages, et mise en boite manuelle avec pesage et
mise sous vide pour préserver les vitamines du Moringa.
https://moringa-vital.ch/usine-de-moringa-biologique/
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CHAPITRE 1l Les métabolismes secondaires et méthodes d‘extractions

11.1.Métabolites secondaires
11.1.1. Définition

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base(acides
nucléiques, lipides, protéines, acides aminés et glucides) (Merghem, 2009),Ces métabolisme
se trouvent dans toutes les cellules végétales et nécessaire a leur croissance et a leur
développement (Raven et al., 2000).Par opposition les métabolites secondaires ne sont pas
issus directement lors de la photosynthése mais sont synthétisé a partir des métabolisme
primaire (Croteau et al., 2000; Raven et al., 2000). Le terme «métabolite secondaire», qui a
probablement été introduit par Albrecht Kossel en 1891, est utilisé pour décrire une vaste
gamme de composés chimiques dans les plantes, qui sont responsables des fonctions
périphérique indirectement essentielles a la vie des plantes. (Yezza et Bouchama, 2014). Les
métabolites secondaires (SM) sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulees en petites quantités par les plantes autotrophes (Lutge et al., 2002; Abderrazak
et Joél, 2007). Présents dans toutes les plantes supérieures, et ayant une repartition limitée
dans l'organisme de la plante. Dont plus de 200.000 structures ont été définies (Hartmann,
2007).

Sur le plan organique, le role de ces molécules dans la protection des cultures est connu par :
la résistance aux maladies cryptogamiques, aux infections bactériennes et a certains insectes
(Bourgaud et al., 2001 ; Raven et al., 2000).

Sur le plan pharmacologique, les métabolites secondaires constituent la fraction la plus active
des composés chimiques présents chez les végétaux et on estime aujourd’hui qu’environ 1/3
des médicaments actuellement sur le marché contiennent au moins une telle substance

végetale (Newman et Cragg, 2012).

Les métabolites secondaires peuvent étre classifiés de différentes facons selon leurs
caractéristiques chimiques, 1’origine de la plante ou I’origine biosynthétique du composé
d’aprés Verpoorteet et Alfermann (2000), Ils appartiennent a trois grandes familles
(Abderrazak et Joél, 2007 ; Merghem , 2009) :

v Les composés aromatiques ou poly phénols et les quinones.
v’ Les terpenoides et leurs dérivés.

v" Les alcaloides.
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Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de composés qui possédent une tres

large gamme d'activités en biologie humaine. Ils présentent une énorme valeur économique en

particulier pour l'industrie pharmaceutique et la cosmétique (Aref et Heded, 2015).

1.1.2.

Fonction des métabolites secondaires

Ils ont des fonctions trés différentes, exemples :

v
v

11.1.3.

Protection de I’attaque des pathogénes ou des herbivores.

Attraction des pollinisateurs.

Ils participent a des réponses allélopathiques (compétition entre les plantes pour la
germination et croissance).

Ils sont des molécules qui sont aussi tres utiles pour ’homme, comme colorants,
aromes, antibiotiques, herbicides, drogues ..... etc (Wink, 2010).

Composés phénoliques

Les composés phénoliques ou les poly phénols (PP) constituent une famille de molécules tres

largement repandues dans le regne végeétal (Yusuf, 2006) avec plus de 8000 structures

phénoliques .sont présents dans toutes les parties des végetaux supeérieurs: racines, tiges,

feuilles, fleurs, fruits (Boizot et Charpentier, 2006).caractérisés par la présence d’au moins

d’un noyau benzénique auquel est directement li¢ au moins un groupement hydroxyle libre,

ou engagé dans une autre fonction tels que : éther, ester, hétéroside...etc (Bruneton, 2015 ;

Saponjac et al., 2016).

Les composes phénoliques des vegétaux sont issus de deux grandes voies de biosynthese:

v

La voie des phénylpropanoides (C6-C3) ou de I’acide shikimique : est la voie la plus
importante pour la biosynthése des composés aromatiques dans les plantes et les
micro-organismes, y compris les acides aminés aromatiques: la phénylalanine, la
tyrosine et le tryptophane (Ghasemzadeh et al., 2011). Cette voie débute par la
condensation de [l'acide phospho-énolpyruvique (PEP) avec I'érythrose-4-
phosphatequi dérivent respectivement de la glycolyse et de la voie des pentoses
phosphate, (Merghem, 2009). Puis par désamination des phénylalanine et tyrosine,
aux acides cinnamiques et a leur trés nombreux : comme acides benzoiques,

acetophénones, etc (Bruneton, 2009).
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v' La voie des acétates : C’est une voie secondaire qui conduit a I’élaboration des
composés mixtes, dont les représentants les plus importants sont les flavonoides et les
tanins (Guignard, 2000), par condensation avec le de groupements acétates (Collin et
Creast, 2011; Merghem , 2009).

11.1.3.1. Classification des composés phénoliques

Les composés phénoliques, ce terme recouvre un groupe tres vaste et diversifié de composés

chimiques. peuvent étre regroupés en de nombreuses classes (Tableau 08), qui se

différencient selon la complexité du squelette de base (allant d’un simple C6 a des formes

d’hydroxylation, de méthylation ...etc.), et enfin selon les liaisons possibles de ces molécules

de base avec d’autres molécules (glucides, lipides et protéines) (Macheix et al., 2005).

Tableau 08 : Principales classes des composés phénoliques (Manchando et Cheynier,

2006).
Squelette Carbone Classe Exemple Origine
C6 Phénols simples Catéchol Nombreuses
especes
C6-C1 Acide hydroxy P-hydroxy benzoique | Epices, frais
benzoiques
C6-C3 Acide Acide caféique Pomme de
hydroxycinnamiques scopolétin terre, pomme,
coumarine citrus
C6-C4 Naphtoquinones Juglone Noix
C6-C2-C6 Stilbénes Resvérato Vigne
C6-C3-C6 Flavonoides Iso Quercétine, Fruit,
flavonoides cyanidine, daidzéine légumes,
fleurs soja,
pois
(C6-C3)2 Lignane Pinorésinol Pin
(C6-C3-C6) n Tanins condensés / Raisin, kaki
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11.1.3.1. i. Acides phénoliques

Un acide-phénol (ou acide phénolique) est un composé organique possédant au moins une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique (Ignat et al., 2011) . Ils sont représentés par deux sous
classes, les dérives de 1’acide hydroxy-benzoique et I’acide hydroxy-cinnamique (Bruneton,
2008).mais les plus répandus sont I’acide salicylique et I’acide gallique. Ils sont considérés comme
substances phytochimiques avec des effets prebiotique, antioxydant, de chélation et anti-
inflammatoire. Leur toxicité est tres faible car ils sont considérés non toxiques (Yezza et Bouchama,
2014).

Une analyse de HPLC des feuilles de Moringa oleifera a indiqué la présence d’acides
phénoliques Figure 21 (gallique, chlorogénique, ellagique et férulique) (Verma et al., 2009).
Sont présents dans toute la plante a I’exception des racines, des fruits et des graines. le taux le

plus élevé est retrouver dans les feuilles et les fleurs (Bennett et al., 2010).
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Figure 21 : Chromatogramme de fraction poly phénoliques des feuilles de Moringa oleifera
(1: acide gallique, 2 : acide chlorogenique, 3 : rutine, 4 : acide ellagique, 5: acide ferulique, 6
:quercetine 7 : kaempferol) (Verma et al., 2009).

11.1.3.1. ii. Flavonoides

Le terme flavonoide désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols (Seyoum et al., 2006) , Ils présentent plus de 4000 structures décrites
(responsables des colorations jaunes, orange, et rouges de différentes organes végétaux
(Ghedira, 2005; Marouf et Reynaud, 2007) . ils sont formés d’un squelette a 15 atomes de
carbones (C6-C3- C6) (Figure 22) (Collin et Crouzet, 2011).

Les flavonoides sont surtout présentent dans les feuilles, les fruits, les graines,et dans toutes
les parties de la plante de Moringa oleifera (Richter et al., 2003 ;Kumbhare et al., 2012).

Les flavonoides a des Propriétés différence :

v’ Protection des plantes contre les radiations UV.
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v' Sont impliqués dans les processus de défense de la plante contre les infections
bactériennes et virales.
v Agissent comme des pigments ou des co-pigments.
v Fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance entre les bactéries
symbiotiques et les 1égumineuses afin de faciliter la fixation de 1’azote moléculaire.
v Régulation de 1’élongation des tiges (Yang etal ., 2008).
Il existe plusieurs classes de flavonoides dont les principales sont les flavones, flavanols, les
flavane-3-ols et les anthocyanidines. La structure de base de ces différents flavonoides peut
subir de nombreuses substitutions, les groupements hydroxyles étant généralement en
positions 4, 5 et 7. (Chira et al., 2008).

Figure 22 : Structure de base de flavonoide (Collin et Crouzet, 2011).

1.1 .3.1.iii. Les tanins

Les tannins d’un point de vue biochimique, une premicre définition a été proposée par Bate
Smith, (1973) c’est que les tanins sont des composés phénoliques hydrosolubles ayant un
poids moléculaire (PM) compris entre 500 et 3000 Da. ayant la propriété de précipiter les
alcaloides, la gélatine et d'autres protéines et de se colorer par les sels ferriques (Ghestem et
al., 2001; Atefeibu, 2002; Krief, 2004).Ces métabolites secondaires sont localisés dans les
feuilles, 1’écorce et les fruits de nombreuses plantes. On distingue habituellement, chez les
vegétaux supeérieurs, trois groupes de tanins difféerents par leur structure : les tanins
hydrolysables, les tanins complexes et les tanins condensés (Vermerris et Nicholson, 2006).
11.1.3.1.iii. i. Tanins hydrolysables

Tanins hydrolysable (TH) sont des esters d'acides phénoliques (acide gallique ou ellagique)
associée a un polyol (habituellement le glucose) (Collin et Creast, 2011). Ces tanins
subissent facilement une hydrolyse acide et basique, ils s’hydrolysent aussi sous [’action

enzymatique (Conrad et al., 1998).
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Figure 23 : Structure chimique de différents tanins hydrosolysables (Crestini and Lange,
2015).
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Les Tanins condensé sont des oligomere (proanthocyanidines) ou des polymeres de flavane-3-
ols (évantuellement de flavane-3,4-diols) dérives de la (+)- catéchine ou de ses nombreux
isoméres (Macheix et al., 2005). Ils deférent fondamentalement des tannins galliques et
ellagiques, ils ne possedent pas de sucre dans leurs molécules et sont non hydrolysable
.Contrairement aux tanins hydrolysables, ils sont résistants a I’hydrolyse et seules des attaques

chimiques fortes permettent de les dégrader (Yao et al., 2010).

Figure 24 : Structure de base des tanins condensés (Dacosta, 2003).

11.1.4. Propriétés biologiques des polyphénols

Chez les plantes, les composés phénoliques sont impliqués dans différents processus comme
la germination des graines et la croissance des plantes (Macheix et al., 2006). Les recherches
récentes sur les composes phénoliques en géneérale et les flavonoides en particulier sont tres
pousseées en raison de leurs divers propriétés physiologiqgues comme les activités
antiallergique, anti-artherogenique, anti-inflammatoire, hépatoprotective, antimicrobienne,
antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique, cardioprotective et
vasodilatoire ( Ksouri et al., 2007). Ces actions sont attribuées a leur effet antioxydant qui

est due a leurs propriétés redox (Nijveldt et al., 2001).
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11.1. .4.1. Activité antibactérienne

Les propriétés antimicrobiennes des plantes médicinales sont connues depuis ’antiquité.
Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20eéme siécle pour que les scientifiques
commencent a s’y intéresser (Yano et al., 2006).

Les flavonoides sont parmi les plus communs des produits naturels qui présentent un large
spectre d’activité antibactérienne (Xiao et al., 2014). Des études scientifiques menées au
cours des dernieres années a genéré un intérét croissant dans leur rble potentiellement
important dans le maintien de la santé humaine (Malesev et al., 2007). Les graines de
Moringa oleifera peuvent fournir une thérapie alternative pour les maladies causées par des
bactéries multi résistantes. Une étude réalisée par Costa et al., 2017, visait a évaluer la bio
activité in vitro des extraits des graines de Moringa oleifera contre des vibrions isolés de la
crevette marine Litopenaeus vannamei .

11.1.4.2. Activité antioxydants

Un antioxydant est défini comme étant une substance qui peut retarder ou empécher
L’oxydation des substrats biologiques. Ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux
libres les rendant ainsi inoffensifs (Karou et al., 2005). Les poly phenols, particulierement
abondants dans une alimentation riche en produits vegétaux, pourraient jouer un réle
protecteur important (Medart, 2009). Les extraits aqueux, méthanoliques et éthanoliques de
I’extrait des feuilles de Moringa oleifera ont présenté une activité antioxydante significative
(Georgewill et al., 2010).

Les feuilles de Moringa contiennent beaucoup d’antioxydants, des études montrent une teneur

de 80 % de poids sec pour les phénols, ainsi que des flavonoides (Harimalala et al., 2016).

I1.1.5. Les terpenes (terpénoides)

Les terpenoides constituent une famille de composés largement répendues dans le régne
végetal .Elle sont des hydrocarbures naturels de structure cycliqgue ou non (acyclique,
monocyclique, bi cyclique ou tricyclique) (Djahra , 2015), résultant de la combinaison de
plusieurs unités d'isoprénes (C5H8) (Figure 23), Ces composés présentent un intérét
économique notable. On estime en effet qu’au moins 25% des spécialités pharmaceutiques
mises sur le marché proviennent des plantes médicinales ou de produits dérivés de celles-ci
(Verpoorte, 2000).Ces substances sont plus répandues dans la nature ; ont été identifiées et
isolées a partir des fleurs, tiges, et différentes parties de la plante de Moringa (Alhakmani et
al., 2013). Les terpénoides sont classés en fonction du nombre de leurs unités isoprénes (le

mono terpéne, avec deux unités isoprénes, les sesquiterpénes avec trois unités et les di
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terpénes quatre unités). Beaucoup de mono terpenes et les sesquiterpénes sont appelés huiles
essentielles (Raven et al., 2003). Elles sont rencontrées également chez les animaux, insectes
et les organismes marins (Agostini Costa et al, 2012).

/ CH I

3

Figure 25 : Molécule d'isopréne (Malecky, 2008).
11.1.6. Les alcaloides
Le terme alcaloide a été introduit pour la premiére fois par le pharmacien allemand Meissner
début du XIXe siécle, qui a defini les alcaloides comme étant des substances dérivées de
plantes et qui réagissent comme alcalins (Bruneton, 2009).

Leurs noms se terminent souvent par "ine". Les alcaloides renferment toujours du carbone, de
I’hydrogéne et de I’azote, et le plus souvent, en plus, de 'oxygene (exceptionnellement
quelques alcaloides contiennent du soufre) (Djahra, 2015).

Les alcaloides dérivent des acides aminés et constituent I'un des plus grands groupes de

métabolites secondaires avec prés de 10000 a 12000 différentes structures.
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Figure 26 : Structures de deux alcaloides (Mamadou, 2011).

11.2. Techniques D’extraction
L'extraction veut dire la séparation des parties actives de tissus végétaux ou animaux des

composants inactifs ou inertes a l'aide de solvants sélectifs, traditionnellement 1’eau, les huiles
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végétales ou les graisses animales. Les produits ainsi obtenus sont relativement impures sous
forme de liquides, semi-solides ou poudres exclusivement destinés a un usage oral ou externe
(Handa, 2008).Ce procédé est basé sur la différence de solubilités des composés d’un
mélange dans un solvant. Le mélange peut étre solide ou liquide et le solvant liquide ou fluide
supercritique. Il existe plusieurs techniques d’extraction :

les techniques conventionnelles se basent le plus souvent sur I’affinité des molécules pour
différents solvants et sur 1’utilisation de chauffage et/ou d’agitation (Azmir et al., 2013) telles
que la macération, la percolation ou [I’extraction par Soxhlet, (Chemat, 2014),
hydrodistillation ( Hadolin, 2004 ; Carvalho ,2005), I’extraction en mode batch ( Zgorka et
al ., 2001) et I’extraction assistée par sonication (Caniova et al., 2001).

Techniques non-conventionnelles « techniques nouvelles » Pour pallier aux inconvénients des
méthodes conventionnelles, comme les temps d’extraction longs et les quantités importantes
de solvants utilisées, de nouvelles méthodes ont été développées. Parmi celles-ci, quelques
méthodes semblent plus prometteuses comme les extractions par micro-ondes (Harkati,
2011), par fluides supercritiques (Piochon, 2008), par liquide pressurisés, par champs
électriques pulsés ou encore par ultrasons (Azmir et al., 2013).

11.2.1. techniques conventionnelles

11.2.1.1. Macération

La macération est la méthode d'extraction solide-liquide la plus simple. La biomasse est mise
en contact avec une grande quantité de solvant. Une agitation peut étre appliquée pour
faciliter I’extraction et assurer une bonne distribution de la biomasse dans le solvant (Azmir
et al., 2013). Elle est relativement peu cotteuse, elle est utilisable dans le cas de 1’extraction
d’un ensemble de molécules Fragiles et se déroule a température ambiante ce qui est tres
positif pour conserver l'intégrité des molécules bioactifs qui sont sensibles aux changements
de température. En outre, une Matrice peut subir plusieurs extractions successives en utilisant
des solvants de plus en plus Polaires afin d’obtenir des mélanges enrichis en molécules
d’intérét (Kebieche ,2011).

Le liquide de macération peut étre de 1’eau, de 1’alcool ou du vinaigre. Dans le cas da la
macération a I’eau, les plantes doivent étre versées dans le liquide froid ou tiede pendant
quelques heures (10 oul2 heures). Pour 1’alcool, le vinaigre, huiles, cette macération peut se

prolonger plusieurs jours sans inconvénients (Pierre et Lis, 2007).
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Figure 27 : Principe de Technique de Macération
http://tpe-parfum2012.e-monsite.com/blog/do/tag/maceration/

11.2.1.2. Hydro distillation

Distillation a I'eau ou « hydro distillation », est la méthode normée pour I’extraction d’une
huile essentielle, ainsi que pour le contréle de qualité (Lucchesi, 2005). ce méthode est
traditionnellement la plus couramment utilisée (environ 80% des cas) car elle est la plus
économique (Kaloustian et al., 2012). Elle consiste a immerger directement le materiel
vegeétal a traiter (intact ou éventuellement broyé) dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite
porté a ¢bullition. Les vapeurs hétérogenes sont condensées sur une surface froide et I’huile
essentielle se sépare par difféerence de densité (Fekih ,2015).

La durée d’une hydro distillation peut considérablement varier, pouvant atteindre plusieurs
heures (8 h), selon le matériel utilisé et la matiére végétale a traiter. La duréee de la distillation
influe non seulement sur le rendement mais également sur la composition de 1’extrait

(Lucchesi . 2005).

Figure 28 : Montage de I'hydrodistillation (lagunez rivera, 2006).

1- Le Flacon Erlenmeyer 6- réfrigérant

2- l'eau + la plante 7- le support de réfrigérant
3- chauffe-ballon 8- I'huile essentielle

4- la sortir de l'eau 9- l'eau aromatique

5- l'entrée de l'eau 10- I'ampoule a décompter

11.2.1.3 . Extraction par Soxhlet
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La technique d’extraction « classique » par solvant, consiste a placer dans un extracteur un
solvant volatil et la matiére végetale a traiter. Gréace a des lavages successifs, le solvant va se
charger en molécules aromatiques, avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé a
pression atmosphérique. Les rendements sont généeralement plus importants par rapport a la
distillation et cette technique évite I’action hydrolysant de I’eau ou de la vapeur d’eau
(Lucchesi , 2005).

L’extraction par I’appareil de Soxhlet (Figure 29) consiste a faire passer a travers la matiere a
traiter contenue dans une cartouche de cellulose, un flux descendant de solvant toujours neuf
puisque distillé & chaque cycle (Bergougnoux, 2005).

Cependant, le Soxhlet posséde quelques désavantages comme, par exemple, le temps
d’extraction relativement long, la possibilité¢ de dégradation des composés a cause d’une sur
chauffe locale, le choix limité du solvant, les difficultés d’utilisation de mélanges de solvants,
etc (Penchev, 2010).

Figure 29 : Extracteur Soxhlet (Penchev, 2010).

I1. 2.2. Techniques non-conventionnelles

11.2. 2.1. Extraction assistée par microondes (Microwave Assisted Extraction)

Extraction par micro-ondes Le mécanisme du chauffage diélectrique repose sur le fait que les
molécules polaires, telles que I'eau, ont des extrémités négatives et positives : ce sont des
dipbles. En I’absence de champ électrique, les dipoles d’un milieu diélectrique se trouvent
orientés au hasard sous I’effet de I’agitation thermique du milieu. Sous I'effet d'un champ
électrique continu, les molécules tendent a s'orienter dans la direction du champ électrique
(Hameurlaine , 2009). Plus le champ électrique est intense, moins l'agitation thermique qui
tend a désorganiser 1'alignement a d’importance. Lorsque toutes les molécules sont orientées,
il apparait un moment dipolaire global induit. Sous I'effet d'un champ électrique alternatif de
fréquence, les dipbles s'orientent dans la direction du champ sur une demi alternance, se

désorientent lorsque le champ s'annule et se réorientent dans l'autre sens pendant la seconde
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demi alternance : c'est la rotation dipolaire. L'énergie électrique est convertie en énergie
cinétique par la rotation des dipdles. L'énergie cinétique est transformée partiellement en
chaleur : l'alignement des dipGles par rapport au champ électrique est contrarié par les forces
d'interactions entre molécules (les forces de liaison par pont hydrogéne et les forces de
liaisons de Van der Waals) (lagunez rivera, 2006).

ot rgorant o our
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Figure 30 : Dispositif d’extraction assistée par micro-ondes (Boutamani ,2013).

11.2.2.2. Extraction assistée par ultrasons (UAE)

Cette technique présente 1’intérét de faire des extractions a température ambiante, 20- 25°C et
pour des durées trés courtes de 3-30 min, ce qui permet de préserver les composes
Thermolabiles (acide gras, polyphénols) (Routray et Orsat, 2012), des colorants, des
antioxydants, des ardmes ou aussi des caroténoides .Son principe consiste a la destruction des

Parois cellulaires par des fréquences d’ultrasons, ce qui permet une meilleure pénétration du
solvant au cceur de la maticre, et par conséquent un meilleur rendement d’extraction. Les
fréquences utilisées sont généralement supeérieurs a 20 kHz. En milieu liquide, les ultrasons
provoquent des cycles d’expansion et de compression des cellules formant ainsi des bulles. Le
développement excessif des bulles microscopiques a proximité des parois cellulaires, entraine
une ¢lévation de température et de pression, ce qui provoque I’explosion des bulles et la
destruction des parois cellulaires (Wang et Weller, 2006 ; Perraut, 2013).

11.2 .2.3. Extraction par champs électrique pulsé (CEP)

L’extraction par champ électrique pulsé repose sur la destruction de la paroi cellulaire pour
améliorer 1’extraction par solvant suivant ’exposition au champ électrique. L’efficacité de ce
traitement dépend donc, entre autre, de la force du champ électrique appliqué, de la

température et de la biomasse a extraire (El-Belghiti, 2005).

11.2.2.4. Extraction par les gaz supercritiques
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Les fluides supercritiques peuvent étre définis comme toute substance se trouvant dans des
conditions de température et de pression supérieures a sa température critique et sa pression
critique. lls possedent certaines propriétés physico-chimiques typiques des gaz, et d’autres
proches de celles des liquides. Les propriétés du dioxyde de carbone en font le fluide le plus
utilisé car remplissent toutes les conditions nécessaires a une utilisation en extraction en phase
supercritique. Le CO2 est inerte, non toxique et accessible a un prix raisonnable pour un degré
de pureté éelevé. De plus, il est gazeux a température ambiante, ce qui facilite la récupération

de I’extrait final en ne laissant aucun résidu toxique (Muther ,2015).
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I11.1.Antibiotiques
111.1.1. Définition

Leadjectif antibiotique (du grec anti : contre, biotikos : concernant la vie) utilisé pour la
premiere fois en 1889 par Paul Vuillemin, sont des agents dont la toxicité sélective résulte
d'un mode d'action spécifique. Ils agissent a faible dose pour inhiber la croissance des micro-
organismes ou pour les détruire. lls peuvent étre produits de maniére naturelle par des
champignons et des bactéries ou obtenus par synthése et hémi synthése (Demoré et al .,
2012).

I11.1.2.Critéres de classification des antibiotiques

La classification des antibiotiques repose sur :

111.1.2.1. Leur Origine

Les antibiotiques peuvent étre soit d’origine naturelles issues du métabolisme azoté de divers
micro-organismes dont I' 20 % proviennent de champignons, 70 % proviennent
d'actinomycetes ,10 % proviennent des bactéries (non actinomycetes), en particulier des
genres Bacillus et Pseudomonas (Newman et al., 2003 ; Singh et Barett ., 2006).

exemple : Pénicilline, streptomycine, tétracyclines, céphalosporine (lesseur et al., 2014).

soit d’origine synthétiques sont obtenus soit a partir de dérivés artificiels, soit en recréant des
substances initialement extraites de micro-organismes (Guinoiseau et al., 2010).

exemple : Bétalactamines, aminosides, sulfamides (lesseur et al., 2014).

111.1.2.2. Nature chimique

Trés variable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex : cycle B lactame) sur
laquelle il y a hémi-synthése. Elle nous permet de classer les antibiotiques en familles

(bétlactamines, aminosides, tétracyclines, etc.) (Mohammedi ,2018).

111.1.2. 3. Site d"action spécifique a chacun

-Inhibition de la synthése de la paroi bactérienne (B-lactamines, glycopeptides, fosfomycine).
-Inhibition de la synthése protéique (aminosides, cyclines, phénicolés, acide fusidique,
macrolides, oxazolidinones, mupirocine, synergistines).

-Action sur la synthése des acides nucléiques (quinolones, nitroimidazolés, rifamycines,
sulfamides triméthoprime).

-Action sur les membranes (polymyxines, daptomycine) (Demoré et al., 2012).
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111.1.2. 4. Spectre d’activité

Groupe ou especes bactériennes sensibles (Hnich, 2017). C’est la liste des espéces sur
lesquelles 1’antibiotique est actif. Le spectre d’activité est une notion théorique qui dépend de
la résistance naturelle des souches dites sauvages, mais diverses modifications génétiques
peuvent entretenir une résistance acquise chez certaines souches dont la fréquence peut
augmenter considérablement grace a la pression de sélection exercée par I’antibiothérapie au
cours de son utilisation, limitant ainsi son spectre initial (Djerboua ,2018).

111.1.2.5. Les modalités d'action

Un effet bactériostatique provoque une inhibition réversible de la croissance de I'organisme
cible. Un effet bactéricide entraine la mort de celui-ci (Demoré et al., 2012).

Tableau 09 : Classifications Antibiotiques bactériostatiques et bactéricides (Paul et al., 2008)

Bacteriostatique Bactériocide
Macrolides [B-lactamines
Sulfamides Fluoroquinolones

Tétracyclines Aminoglycosides
Lincosamides Nitroimidazoles
Nitrofuranes glycopeptides (bactéricidie lente)
phénicolés polymyxines
ethambutol synergistines
cyclosérine ansamycines
Rifamycines acide fusidique
isoniazide
pyrazinamide

111.1.3. Mode d’action des antibiotiques

111.1.3.1. Famille antibiotiques agissant sur la paroi bactérienne

I11.1. 3.1. i. B-lactamines

Les B -lactamines ou antibiotiques a noyau B -lactame Les béta-lactamines (B-lactamines) sont
des antibiotiques bactéricides qui inhibent la biosynthése de la paroi bactérienne. lls sont produits
naturellement par divers micro-organismes eucaryotes, tels que des champignons filamenteux du
genre Penicillium, mais également par des bactéries du genre Streptomyces (Tahlan and Jensen
2013).

Agissent sur la paroi bactérienne, elles inhibent la derniere étape de la synthese du

peptidoglycane (polymére majeur spécifique de la paroi des bactéries a Gram négatif et
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positif) (Alioua, 2015). Les cibles des p-lactamines sont des enzymes situées dans la partie
externe de la membrane cytoplasmique bactérienne et appelées PLP(les protéines liant les
pénicillines). La fixation des PB-lactamines sur ces PLP est responsable de l‘arrét de la
synthése du peptidoglycane (Cavallo et al., 2004). 1l en résulte une altération de la paroi qui

possede un effet létal sur la bactérie (Nauciel et Vildé, 2005).

Figure 31 : Structures de quelques B-lactamines (Charlier et al., 1998).
A : pénicillines ; B : céphalosporines ; C : céphamycines ; D : acide clavulanique ; E :
Imipenéme (carbapéneme) ; F : monobactames

111.1.3.2. Famille antibiotiques agissant sur la synthese protéique

111.1.3.2. i. Aminoside

Connues depuis plusieurs decennies et utilisées pour contréler une grande variété de bacteéries,
ils ont un spectre large englobant les Gram positif et les Gram négatif (Pierre, 2012). Bloque

la synthese des protéines en se fixant sur la sous unité 30s du ribosome (Ziai , 2014).
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Figure 32 : Structure des Aminosides (Kwiatkowska et al., 2013).

111.1.3.2. ii . Tétracycline

Ont été découvertes dans les années 1940. Elles sont produites par Streptomyces spp ou par
hémisynthese et sont des molécules a large spectre couvrant une large variété de bactéries a
Gram+ et a Gram- et avec trés peu d‘effets secondaires (Boutal, 2017). Dans le cytoplasme,
les tétracyclines se fixent de fagon irréversible sur la sous-unité 30S du ribosome (Nauciel et
al., 2013), empéchant également 1’attachement ARN de transfert au site A du ribosome , il en

résulte une inhibition de la synthése protéique (Epote Ewane , 2014).
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Figure 33 : Structure des Tétracyclines (Diana et al., 2002).

111.1.3.2. iii. Phénicoles
On trouve, le thiamphénicole, le florfénicole, et le chloramphénicole. Se sont des bactériostatiques
(Paul et al., 2008). Inhibent la synthése des protéines (en se fixant sur la sous unité 50s du

ribosome bactérien) (Epote Ewane, 2014).

111.1.3.3. Famille antibiotiques agissant sur la synthese des acides nucléiques

111.1.3.3. i. Quinolones

Ont une structure générale dérivant de l'acide dihydro-1,4 oxo-4-quinoléine carboxylique (Kishida,
2007). Inhibent la synthése de I’ADN bactérien par action sur la topoisomérase II ou de I’ADN
gyrase (enzyme qui surenroule I’ADN bactérien et permet ainsi son ¢longation) (Ziai, 2014).
111.1.3.3. ii. Rifamycines

Sont des molécules lipophiles traversant facilement les membranes. Elles sont composées de deux
cycles aromatiques reliés par une chaine aliphatique (Bambeke et al., 2017). Elle bloque I’initiation
de la transcription de I’ADN en se fixant de facon covalente a ’ARN polymérase, enzyme
responsable de la transcription. L’effet bactéricide pourrait s’expliquer par la stabilité de cette liaison

qui aboutit a la formation de radicaux libres toxiques pour I’ADN bactérien (Battraud,2017).

Figure 34 : Structure de Rifampicine
https://www.antibiotique.eu/liste-dantibiotiqgues.html#
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111.1.3.4. Famille antibiotique agissant sur la membrane cytoplasmique

111.1.3.4. i .Polymyxines

Sont des antibiotiques produits naturellement par des espéces de Paenibacillus polymyxa.
Plusieurs classes (A, B, C, D et E) existent mais seules deux sont utilisées en clinique. Il s‘agit
de la polymyxine B et de la polymyxine E aussi appelée colistine (Dortet et al., 2016). Ce
sont des composés constitués d‘un cycle de 7 acides aminés et d‘une chaine latérale sur
laquelle est lié un acide gras. lls ont donc des propriétés hydrophiles et lipophiles (détergent)
responsables de leurs modes d‘action antibactériens (Boutal, 2017).Elles se fixent sur les
phospholipides, et perturbent ainsi les transferts transmembranaires de nutriments et inhibent

les phosphorylations oxydatives du métabolisme énergétique (Fauchér et Avril, 2002).

111.1.3.5. Famille antibiotique agissant sur la synthése de I’acide folique

111.1.3.5. i. Sulfamides + Triméthoprime (Bactrim)

Sulfamides sont des analogues de structures de 1‘acide para-amino-benzoique, ils sont un bon
moyen pour inhiber ou pour tuer les microorganismes pathogenes .Ce sont des agents
bactériostatiques agissant sur les germes en voie de multiplication, par inhibition compétitive
(Ouissat et Bakini, 2009). IIs sont les plus anciennement utilisés. Ils ont moins d’importance
en médecine humaine. Les Sulfamides considérés comme des produits de premier choix en
raison de leur efficacité (agissent a de faibles doses, ce qui permis d’atteindre les doses
toxiques), de leur petite ampleur thérapeutique (administrés pour une courte duree) et de leur
plus longue période d’élimination (Guardabassi et al., 2008). Les sulfamides inhibent la
dihydroptéroate synthétase (DHPS), alors que le triméthoprime inhibe la dihydrofolate
réductase (DHFR), ces deux enzymes clé dans la synthése de I’acide tétrahydrofolique THFA
(Battraud, 2017).

Figure 35 : Mode d’action des antibiotiques (Meziani, 2012 ; Mammeri, 2013).

Page 39



Chapitre 111 Les antibiotiques et I’antibiorésistance

I11.2. Résistance aux antibiotiques
111.2.1. Définition

La résistance aux antibiotiques constitue aujourd‘hui 1‘'une des plus graves menaces pesant sur
la santé mondiale, la sécurité alimentaire et le développement (OMS, 2018).Par définition,
1‘antibiorésistance ou la résistance aux antibiotiques est la capacité d‘une bactérie a résisté a
I‘action d‘un antibiotique. C'est-a-dire sa capacité de croitre, se multiplier malgré la présence
de I‘antibiotique, et ceci du fait que le lieu d‘action de l‘antibiotique sur la bactérie est

naturellement absent chez celle-ci (David et al., 2014).

111.2.2. Types de résistance

Il existe deux grands types de résistance aux antibiotiques, naturelle (intrinséque) et acquise.
111.2.2.1.Résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinséque est un caractére présent chez toutes les bactéries de la
méme espece ou de méme genre bacterien (Azmoun, 2016) .Elle est stable, transmise a la
descendance (elle a pour support génétique le chromosome bactérien) (Lozniewski et al.,
2010).

111.2.2.2.Résistance acquise

Parallelement a la résistance naturelle, il existe les résistances acquises qui ne concernent que
quelques souches d’une espéce bactérienne (Gansmandel, 2011; EI Brahmi, 2013).

C’est I’acquisition d’un facteur génétique qui se traduit par une réduction de la sensibilité de
la molécule qui lui était fatale. Elle peut se faire soit par mutation génétique ou par acquisition
des génes transférables d’un autre microorganisme (Aboya Moroh, 2013).

111.2.3. Mécanismes de résistance aux ATB

Pour agir, un antibiotique devra dans un premier temps pénétrer dans la bactérie, il devra
ensuite arriver a sa cible puis se fixer a celle-ci pour produire son effet. Chacune de ces étapes
est un point faible pour I’antibiotique.

111.2.3.1.Mécanismes génétiques de la résistance

Une bactérie peut acquérir une résistance aux antibiotiques par deux grands mécanismes
génétiques. L’un a pour support le chromosome et définit une résistance chromosomique,
l'autre a pour support les plasmides ou les éléments transposables ou les intégrons et ils
définissent une résistance extra-chromosomique. (Lozniewski et al., 2010).

111.2.3.1. i. Résistance chromosomique

Elle résulte d’une mutation. C’est un phénomeéne rare, d0 au hasard et indépendant, Cette

indépendance des mutations constitue un des meilleurs arguments pour justifier ’association
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des antibiotiques. Elle n’est pas provoquée par la présence de I’antibiotique, ce dernier révele
la mutation de résistance en selectionnant les bactéries mutantes résistantes.

Elle est transmissible ; et permanente et a donc un caractere héréditaire (transmission sur un
mode vertical de bactérie-mere a bactéries-filles). Toutes les mutations ont pour conséquence
la perte ou la modification d’une protéine structurale ou enzymatique et une bactéric mutée
est souvent contre-sélectionnée en I’absence d’antibiotique, (Lozniewski et al., 2010).
111.2.3.1. ii .Résistance extra-chromosomique (plasmides)

Par acquisition de génes de résistance. Ce phénomene est plus fréquent (80 a 90%) ; les
éléments génétiques sont mobiles et portés par des plasmides, des intégrons ou des
transposons pouvant se transmettre de maniére horizontale aux autres bactéries par simple
contact ou bactériophage, expliquant qu’il puisse toucher plusieurs familles d’antibiotiques et
entrainer une multi résistance (Fosseprez , 2013).

111.2. 3.2. Mécanismes biochimiques de la résistance

111.2 .3.2. i .Modification de cible de ’antibiotique

La résistance aux antibiotiques peut survenir si 1‘antibiotique ne peut plus interagir avec sa
cible, soit parce que cette derni€re est protégée, soit parce qu‘elle est modifiée ce qui génére
une perte d‘affinité de I1‘antibiotique (Boutal, 2017). Il touche plusieurs classes
d‘antibiotiques, notamment les béta-lactamines, les quinolones et les macrolides (Lozniewski
et al., 2010).

Tableau 10: Couple antibiotique/bactérie impliqué dans la résistance par modification ou
substitution de la cible (Ziai ,2014).

Cible modifiée Bacteérie Antibiotique
Précurseur du Enterocoques Glycopeptides
peptidoglycane
PLP Staphylocoques Bétalactamines
Méthylation de la Staphylocoques Macrolides
s/u50S

111.2.3.2. ii. Inactivation enzymatique
Certaines bactéries sécretent des enzymes, spécifiques d‘un antibiotique ou d‘une famille

d‘antibiotiques, capables d‘inactiver ou de détruire 1‘antibiotique (Gansmandel, 2011). Ce
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phénomeéne fait essentiellement appel a des enzymes qui vont modifier chimiquement la
molécule d‘antibiotique par acétylation, phosphorylation ou adénylation. C‘est par exemple
cas des aminoglycosides qui ne pourront plus se fixer a leur cible (Ramirez, Tolmasky,
2010).

111.2.3.2. iii. L’imperméabilité aux antibiotiques

Certaines bactéries produisent une capsule (ex. Klebsiella pneumoniae) pouvant diminuer la
diffusion des antibiotiques par un effet barriére. Il peut aussi y avoir une augmentation de
I’épaisseur de la paroi (Staphylococcus) ou perte de porines membranaires (Pseudomonas

aeruginosa vis-a-vis de I’imipénéme) ( Battraud, 2017).

111.2.3.2. iv. L’efflux des molécules d’antibiotique

Il s’agit d’un systéme actif reposant sur la présence de pompes permettant I’expulsion des
antibiotiques et la diminution de leur quantité atteignant la cible. Ce mécanisme peut
constituer de Véritables systemes de multi-résistance (Ziai ,2014). On distingue :

Les pompes SDR (Specific Drug Resistance) qui conférent un haut niveau de reésistance et
dont les génes sont portés par des éléments genétiques mobiles. Elles expliquent un grand
nombre de résistance et notamment celles aux tétracyclines (systeme Tet) observees chez les
Gram négatifs, aux MLS (systemes MsrA) et aux phénicoles.

Les pompes MDR (Multiple Drug Resistance) qui conférent un bas niveau de résistance et
dont les génes sont généralement chromosomiques avec pour principaux exemples le systeme
MexAB-OprM chez P. aeruginosa, AcrAB-TolC chez E. coli, ou QacA chez S. aureus (Jehl
et al., 2012 ; Muylaert et al., 2015).

Inactrvaticon
enzymatique de

Figure 36 : Les principaux mécanismes de résistance aux antibiotiques.
https://devsante.org/articles/antibiotigues-modes-d-action-mecanismes-de-laresistance

111.2.4. Bactéries multi-résistantes « BMR »
On parle de bactérie multirésistante (BMR) pour désigner une bactérie, qui, du fait de

I’accumulation de résistances naturelles ou acquises, n’est plus sensible qu’a un petit nombre
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d’antibiotiques habituellement actifs en thérapeutique (Magiorakos et al., 2012). Le taux de
BMR fait partie des indicateurs d'activité et de qualité, et des référentiels d'accréditation des
établissements .De santé, au niveau européen, un consensus récent a défini 3 niveaux de

résistance aux antibiotiques :

v MDR (multi-résistant aux médicaments) : résistance a plus de 3 familles différentes
d‘antibiotiques.

v' XDR (tres résistant aux médicaments) : sensibilité conservée uniquement pour une ou
deux classes d‘antibiotiques.

v PDR (résistant aux médicaments) : résistance a tous les antibiotiques, (Gagnaire et al
.,2015).

111.2.5. Bactéries hautement résistantes aux antibiotiques émergentes (BHRe)

Ont été definies comme des bactéries commensales du tube digestif, résistantes a de
nombreux antibiotiques, avec des mécanismes de résistance aux antibiotiques transférables
entre bactéries, émergentes selon 1‘épidémiologie connue. Ainsi, sont a ce jour considérées
comme BHRe ; les entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC), et Enterococcus
faecium résistant aux glycopeptides (ERG). les bactéries saprophytes comme Acinetobacter
baumannii ou Pseudomonas aeruginosa, quelle que soit leur multirésistance aux antibiotiques
ainsi que les autres bacilles a Gram négatif résistant aux carbapénemes sans production de
carbapénémases, et les BMR « classiques » comme les EBLSE, Staphylococcus aureus
résistant a la méticilline (SARM) et Enterococcus faecalis résistant aux glycopeptides,
(Gagnaire et al.,2015).
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Matériels et méthodes
I. Objectif

-Extraction des métabolites bioactifs et Dosages colorimétriques de ces derniers.

-Evaluation de I’activité antibactérienne des extraits méthanolique et aqueux des feuilles
naturelles et commercialisées de M.oleifera vis-a-vis des souches bactériennes pathogenes.
-Comparaison entre les extraits des feuilles naturelles et commercialisées pour avoir si les
étapes de transformations a I’échelle industrielle ont une influence sur le pouvoir

antimicrobien des extraits testés.

I1. Matériels

I1.1. Matériel végétal

11.1.1. Origine des feuilles

Notre étude a été réalisée sur les feuilles de Moringa oleifera naturelles et commercialisées :
Les feuilles de Moringa oleifera naturelles utilisés ont été récoltées au mois de Mars 2021
dans la région d'Oued Souf (sud d’Algérie) (Figure37. a).

Les feuilles de Moringa oleifera commercialisées ont été achetées sous forme de poudre
(Figure37.b)

Figure 37 : Matériel végétale utilisé : a. feuilles naturelles / b. feuilles commercialisées.
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Il .2. Matériel biologique

Les souches bactériennes de référence utilisées dans cette étude sont des bactéries Gram - :
-E. coli ATCC 25922

- Selmonella typhi ATCC13311

-Proteus mirabilis ATCC 35659

-klebsiella pneumoniae ATCC70603

I11. Méthodes

I11.1.Préparation du matériel végétale

11 .1.1.Ringages

Apres la récolte, les feuilles naturelles sont nettoyées a 1’eau pour enlever la poussiére.

111 .1.2.Séchage

Apreés le nettoyage, les feuilles sont étalées et séchées a I’air libre et a température ambiante

dans un endroit sec, ventilé et ombragé.

Figure 38 : Séchage des feuilles naturelles M.oleifera a I’air libre.

111. 1.3. Broyage et Tamisage
Les feuilles sechées sont broyées a l'aide d’un broyeur électrique. La poudre obtenue est

ensuite tamisée a 1’aide d’un tamis (taille des particules inférieure & 0,5 mm).
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Figure 39 : Les feuilles de M.oleifera commercialisées (sous forme de poudre) (A) et
naturelles aprées broyage (B).

I11. 1.4. Conservation et stockage

La poudre obtenue est conservée dans des bocaux en verre fermé est stockée a I’abri de la
lumiére jusqu'a l'utilisation.

La poudre des feuilles commercialisées est déja conservée dans un bocal en verre bien fermé.

Figure 40 : Conservation da la poudre des feuilles de M.oleifera naturelle (A) et
commercialisée (B) dans des bocaux en verre.

I11.2. Extraction et dosage des composés phénoliques

I11.2.1. Extraction a partir des feuilles de M. oleifera naturelle et commercialisée par
macération

Cette méthode consiste de la mise en contact du matériel végétal avec le solvant sans ou avec

agitation. Cette procédure, malgré les temps longs d'extraction et l'utilisation d'une quantité
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considérable de solvants, est relativement peu colteuse. En plus, elle se déroule a température
ambiante ce qui est trés positif pour conserver l'intégrité des molécules poly phénoliques
(Spigno et De faveri, 2007; Budic-letoc et al., 2005).

Les extractions sont effectuées par macération selon la méthode décrite par (Oomah et al.,
2010), eny apportant quelques modifications .

Deux solvants d’extraction sont utilisés : l'eau distillée et méthanol a trois pourcentages

différents (méthanol 60%, méthanol 80%, méthanol 100%).

25¢ de poudre dilapidé + 250ml du solvant
(ED ; M60% ; M80% ; M100%)

v

[ Agitation a température ambiante (25°C) et a

I’abri de lumiére pendant 2H

v

Filtration sur papier filtre

+

Centrifugation du filtrat a 4500
trs /min pendant 40 min

Evaporation du solvant.

Figure 41 : Protocole d’extraction des composés phénoliques (Oomah et al., 2010).
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111 .3. Détermination du rendement d’extraction

Le taux d’extraction des extraits de feuilles est déterminé par la formule suivante :
Rendement d’extraction (%) = [(P1-P0)] / E x100

PO : Poids du bécher vide.

P1 : Poids du bécher et I’extrait apres évaporation du solvant.

E : Poids de la poudre.

I11.4. Dosages colorimétriques

I11. 4.1. Dosage des phénols totaux solubles
La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec un
spectrophotometre en utilisant I’essai de Folin-Ciocalteu. Les composés phénoliques
réagissent avec le réactif de folin-ciocalteu. Le mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PM012040) est réduit, lors de ’oxydation
des polyphénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungstene (W8023) et molybdene
(M0O8023). La coloration produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols présente
dans les extraits végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).
Le dosage des poly phénols totaux a éte réalisé avec le réactif colorimétrique Folin- Ciocalteu
selon la méthode cité par (Benabdllah ,2016) le protocole appliqué comporte les étapes
suivant:
-Préparation des solutions meres : on prend 0.2g d’extraits des feuilles naturelles et
commercialisées dissous dans 1ml de chaque solvant correspondant

-Un volume de 0.5ml de chaque extrait des feuilles de Moringa naturelle (N ED; N M60% ;
N M80% ;N M100%) et commercialisée (C ED ; C M60% ; C M80% ;C M100%). est
introduit dans des tubes a essais, apres on ajoute 2ml de folin-ciocalteu 10 fois dilué dans
I’eau distillée.

-Les tubes sont agités a 1’aide d’un vortex et incubés pendant 3 minutes, ensuite 2.5ml de
solution de Carbonate de sodium Na2CO3 (7 ,5%) sont additionnés au mélange.
-Le meélange final a été bien mélangeé, puis incubé pendant 1h 30 minutes dans 1’obscurité a
température ambiante.

- L’absorbance est ensuite lue a 760 nm par un spectrophotometre.

Le témoin est préparé de la méme facon en lever I’extrait.
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I11. 4.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH), libre en position cing, susceptible
de donner en présence du chlorure d’aluminium un complexe jaunatre, par chélation de 1’ion
aluminium (APR+), dont sa concentration est proportionnelle a la quantité de composes
présents dans les extraits (Djeridane et al., 2006).

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de (Benabdllah ,2016).

-Le dosage est réalisé par ’addition de 0.5 ml d’une solution de chlorure d’aluminium (AICI3)
2% a 0.5 ml de chaque extraits des feuilles de Moringa naturelle (N ED; N M60% ; N M80%
:N M100%) et commercialisée (C ED ; C M60% ; C M80% ;C M100%).

-Le mélange est laissé pendant 40 minutes a 1’obscurité et a température ambiante apres avoir
été vigoureusement agité. L’absorbance est mesurée a 430 nm contre un blanc.

-Le témoin a été préparé en remplagant I’extrait par 0.5 de solvant d’extraction (ED ;M60% ;

M80% ; M100%).

111.4.3.Dosage des tanins

Les tanins condenses sont déterminés par la méthode de la vanilline en milieu acide.

Le principe de ce dosage est basé sur la fixation du groupement aldéhydique de vanilline sur
le carbone 6 du cycle A de la catéchine pour former un complexe chromophore rouge qui
absorbe la lumiéere a 500 nm (Mahmoudi et al., 2013).

Le dosage des tanins condensés dans les extraits de Moringa est effectué selon la méthode de
(Benabdllah ,2016).

- A 50 pL de l'¢chantillon, on ajoute 1500 pL. d’une solution de vanilline (4% dans le
méthanol), et 750 uL. de HCI concentré.

- Le mélange est incubé durant 15 a 20 minutes et ’absorbance est lue a 500 nm.

111 .5. Repiquage des souches bactériennes
Les souches bactériennes a tester ont été repiquées par la méthode des stries dans des boites
de pétri contenant de la gélose nutritive, puis incubées pendant 24 h a 37°C afin d'obtenir des

colonies isolées.

111 .6. Etude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques

Nous avons mis a profit la méthode de diffusion en milieu gélosé préconisée par Vandepitte
et al., (1994).
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111.6.1. Préparation de I'inoculum
Des colonies bien séparées des souches bactériennes étudiées ont été prélevées a l'aide d'une

pipette pasteur et homogénéisées dans une quantité d'eau physiologique pour avoir une

suspension bactérienne ajustée 0.5 a I’échelle Mac Ferland (Figure 42).

Figured2 : Mesures de la densité optique de la suspension bactérienne.

111.6.2. Ensemencement
Les boites Pétri contenant la gélose Mueller-Hinton ont été ensemencées par écouvillonnage

avec les différentes suspensions bactériennes préparées.

Figure 43: Ensemencement des boites.

111.6.3. Dépbts de disque
Les disques d’antibiotiques 9 antibiotiques (Tableau 11) ont été déposés stérilement sur la

surface de la gélose des boites inoculées (figure44); les boites de Pétri sont incubées a 37°C.
Apres 24 h d’incubation, 1’on procede a la lecture des résultats ; celle-ci consiste a mesurer le
diamétre de chaque zone d’inhibition. Les mesures des diamétres des zones d'inhibition sont

effectuées a I’aide d’une régle millimétrée sur la surface inférieure de la boite, sans ouvrir le

couvercle.
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Figure44 : Dépdt des disques d'antibiotique dans les boites inoculées.

Tableau 11 : Antibiotiques utilisés pour I’antibiogramme.

Antibiotique Abréviation Charge de disque
Ampicilline AMP 10 pg
Oxacilline OX 1 ug
Vancomycine VA 30 ug
Cefotaxime CTX 30 ug
Fusidic FC 10 ug
Nitroxoline NO 1 ug
Dindanycin DA 2 Ug
Spironycin SP 100 pg
Céfixime CFM 50ug

111 .7.Evaluation du pouvoir antibactérien des extraits de M. oleifera

111 .7.1.Préparation des extraits
- préparation des solutions meres : 0.2 g d’extrait avec 1 ml de DMSO ; puis des dilutions

binaires allant de 200 mg /ml a 6,25 mg/ml ont été préparées a partir de chaque extrait

(extraits de feuilles naturelles et commercialisées) (Figure45b).

Figure 45 : Préparation des solutions méres et les séries de différentes concentrations.
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111 .7.2.Détermination de I’effet antibactérien des feuilles naturelles et commercialisées de
M.Olefira

L’activité antibactérienne des différents extraits des feuilles naturelles et commercialisées de
Moringa Oleifera (ED M60% M80% M100%) préparés a été déterminée par la méthode de
diffusion sur gélose (gélose MH) (Chan et al ., 2007).

- A partir d’'une culture pure de 18 a 24 heures sur gélose nutritif (GN), une suspension
bactérienne a été preparee et ajustée 0.5 a I’échelle Mac Ferland avec de 1’eau physiologique.
- Cette suspension a été ensemencée sur chaque boite de Pétri contenant de gélose MH.

-Les puits ont été réalisés a 1’aide d’une emporte-piece. Ces derniers ont été remplis avec
50ul d’extrait et les différentes concentrations préparées des feuilles naturelles et
commercialisées de Moringa Oleifera (figure 46). Les puits témoins négatif sont remplis
avec 50 ul du diméthylsulfoxyde (DMSO).

Figure 46 : realisation des puits par la technique diffusion sur gélose (gélose MH).

-Les boites sont incubées pendant 24 h a 37°C (Figure 47).

Figure 47 : L’activité antibactérienne des différents extraits des feuilles naturels et
commercialisé de Moringa Olefira (ED M60% M80% M100%) avant 1’incubation.
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-Lecture et interprétation des résultats : L'activité antibactérienne se manifeste par I'apparition
d'un halo d'inhibition de la croissance bactérienne autour des puits contenant la substance
inhibitrice testée (Boumaza, 2011).le diamétre des zones est mesuré au moyen d’une régle

graduée (Karabay Yavasoglu et al., 2007).

111 .8.Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
La CMI est définie comme étant la plus faible concentration inhibant toute croissance
bactérienne aprés 18 a 24 heures d’incubation (Caquet, 2004).
-Des dilutions sériées de différentes solutions meéres ont été réalisées suivant une progression
géométrique de raison Y. Les solutions meres ont été préparées a partir de chaque extrait des
feuilles naturelles et commercialisées.
- L’inoculum est préparé a partir d’une culture de 24 heures en milieu liquide. Elle est diluée
en bouillon de Mueller —Hinton jusqu’a 1’obtention d’une opacité de Mac Farland 0.5 (ce qui
correspond a 108 UFC).

» Microméthode en microplaque
-Des microplaques a fond en U (plaque a microtitration) sont utilisables pour la détermination
des CMI. Une plaque a 96 trous permet la détermination de la CMI de 8 antibiotiques vis-a-
vis d’une méme souche.
-Dans les cupules des colonnes 1 a 9, introduire, a I’aide d’une pipette automatique a embouts
stériles, 50uL de bouillon (MH).
-Introduire 50pL des différentes solutions méres 200 mg.cm™ dans la cupule 1.
-Reporter de cupule en cupule, de 1 a 9, a I'aide d’un microdiluteur de 50uL , 50uL de
mélange ( les concentrations allant de 200mg/ml au 0.78 mg/ml).
- Ajouter 50 pL d’inoculum.
- Un témoin positif a réalisés (sans extrait) : 50 pL Bouillon Mueller Hinton + 50ul de
DMSO + 50uL de I’inoculum.
- incuber a 37°C pendant 18 a 24 heures.

- Lire I’opacité (ou le dép6t au fond du tube).
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Figure 48: CMI par micro méthode (microplaques).
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111 .9.Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible concentration de substance
qui laisse au plus 0,01% de germes survivants (Toty, 2013).

En se basant sur les résultats de CMI, les puits de microplaque ou l'absence de croissance a
été marquée ont été ensemenceés sur gélose MH par stries épaisses paralléles en commengant
par le tube de la CMI.

- incubation 37°C pendant 24 heures.
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1V Résultats

IV.1. Rendement d’extraction des composés phénoliques
Le rendement de I'extraction qui est le rapport entre le poids d’extrait apres évaporation et le

poids de plante est donné dans le Tableau 12.

Tableau 12: Rendements des extraits méthanoliques (M60%, M80% et M100%), et aqueux
obtenus a partir des feuilles naturelles et commercialisées de Moringa Oleifera.

Rendement d’extraction
Feuilles de (%)
M.Olefeira
M60% M80% M100% ED

Extraits des

feuilles 54.48% 23.04% 17.2% 18.36%

naturelles

Extraits des

feuilles 25.28% 18.56% 17.2% 12.40%

Commercialisées

Selon les résultats obtenus, nous remarquons que le rendement le plus élevé est noté avec les
extraits méthanoliques (M60%, M80% et M100%) et aqueux des feuilles naturelles par
rapport aux extraits méthanoliques (M60%, M80% et M100%) et aqueux des feuilles

commercialisées.

IV.2. Dosages colorimétriques des composés phénoliques

IV.2.1. Teneur en phénols solubles totaux

Le dosage des phénols totaux solubles (PTS) a été effectué par la méthode spectrophotométrie
adaptée avec le réactif de Folin-Ciocalteu. (figure49).

Des courbes d'étalonnage ont été réalisées en paralléle dans les mémes conditions opératoires
en utilisant : l'acide gallique est utilisé comme standard. Les résultats sont exprimés en
milligramme (mg) équivalents d'acide gallique par gramme de matiére seche (mg EAG/g MS)

(Singleton et Rossi, 1965), Selon I’équation :
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A-b CPT : Contenu des phénols totaux (mg EAG/g)
a A : Absorbance

CPT = _ : Facteur de 1’équation d’étalonnage
C : Constante de 1’équation d’étalonnage

C : concentration de I’extrait (mg/ml)

A-0.1405
0.0127
CPT= ——  pour(y=ax+b=0.0127.x + 0.1405)
10
PTS en mg eq acide gallique/ g MS
.
6
o
= 5
L
o 4
=
T 3 mFN
ep 2 m FC
=
0
MB03% M100%
Extrait

Figure 49 : Teneurs en polyphénols des extraits de feuilles naturelles et commercialisées de
M. oleifera.

1V.2.2. Teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium (AICI3)
et I’étalon éte la quercitrine.

Les résultats obtenus des différents extraits des feuilles naturelles et commercialisées sont
exprimeée en équivalent de quercitrine (mg EQr/g Ech).

A-b CFT : Contenu des Flavonoides (mg EC/g)
—a— A : Absorbance
CFT = ——— a : Facteur de I’équation d’étalonnage
C b : Constante de 1’équation d’étalonnage
C : concentration de I’extrait (mg/ml)
A-0.0729
0.0075
CFT = —— pour (y=ax+b=0.0075.x + 0.0729)
10
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Flavonoidesen mgE Qr/ g d'ech
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A 1005
Extraits

Figure 50 : Teneurs en Flavonoides des extraits de feuilles naturelles et commercialisées

de M. oleifera.
A-b CTC : Contenu des tanins condensés (mg EAG/g)
a A : Absorbance
CTC=——— a : Facteur de I’équation d’étalonnage
C b : Constante de 1’équation d’étalonnage
C : concentration de I’extrait (mg/ml).
A-0.0080
0.0004
CTC = — pour(y=ax+b=0.0004.x +0.0080)
10

1.2.3. Teneur en tanins condensés
Le dosage des tanins a été réalise selon la méthode de la vanilline en milieu acide.
La teneur en tanins est exprimée en milligramme d'équivalent de catéchine par gramme de

matiére végétale seche (mg E.C/g MS) Figure (51).
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Tannins mg E.C / g MS

—
¥, 15 m FM
Tk

10 m FC
E

ED M6 MW B0 M1 10085
Extrait

Figure 51 : Teneurs en tannins des extraits de feuilles naturelles et commercialisées de M.
oleifera.

IV.3. Etude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques
Le test d’antibiogramme réalisé sur les quatre souches bactériennes, avec 09 antibiotiques a

donné les résultats montrés dans le Tableau 13 et la Figure 52.

Tableau 13: Reésultats de I’antibiogramme

ATB FC VA SP AMP OX NO CTX DA CFM
Souche
E.Coli 25 23 0 0 0 29 0 0 0
Proteus 22 24 0 12 0 20 0 0
mirabilis
Salmonella 24 25 30 10 13 25 20 0 0
typhi
klebsiella 11 24 26 8 10 24 0 30 0
pneumoniae
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Figure 52 : L'antibiogramme des souches pathogenes : E. coli (1), P. mirabilis (2),
S. typhi (3), k. pneumoniae (4).

IV.4. Pouvoir antibactérien des extraits de M. oleifera

L’activité antibactérienne des extraits méthanoliques (M60%, M80% et M100%), et aqueux
des feuilles naturelles et commercialisés de Moringa Oleifera. a été déterminée en terme de
diamétre de zone d’inhibition (Tableau 14 ; 15) produite autour des puits contenants
l'extraits aprés 24h d’incubation a température optimale pour le développement des bactéries.

Les résultats sont présentés dans les figures 53, 54,55.
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Tableau 14 : Activité antibactérienne des extraits des feuilles naturelles de M. oleifera.

Souche ]E Coli Proteus mirabilis Selmonella yphi klebsiella pneumoniae
Extrait
Concentration | 100 | 50 | 25 | 12.5 | 625|100 | 30 | 25 [12.5|6.25| 100 | 30 | 25 |12.5|6.25| 100 | 50 | 25 | 125|613
%
Aqueux S T T R I I (A I (1 T A O I & VO
Méthanol | 15 | - |- | - | - |10 8- - |- MW |-|-|-]-|1]|IW
100 %
Méthamol | - | - |- | - | - | B |- (B[-|16|W | B -|-]-]18[I
§0%
Méthanol | 13 [ 9 (6| - | - |16 [ 12|10 10 [ 9 | 15 |13 [ 10|08 (07 |20 (12|11 |10
60 %

(-) : absence de zone d’inhibition

Tableau 15 : Activité antibactérienne des extraits des feuilles commercialisée de M. oleifera

Souche EColi Proteus mirabilis Sebnaneﬂa]@pkf Klebsiella pnewmoniae
Extrait
Concentration | 100 | 50 | 25 [ 12.5| 6.25 |100 | 30 | 25 | 125 |625| 100 | 50 |25 |12.5|6.25|100 |30 | 25 | 123625
%
Aqueux S e e SR 10 10 I VA R I § - |- - - | 14|10
Meéthanol o R e N Y R I A R - - |- -1- (1
100 %
Méthanol o B e
80 %
Méthanol | 15 |12 |9 | - | - |15|12|10) 11 | 10| - - |- - |- | 16|14 13|12 |08
60 %

(-) : absence de zone d’inhibition
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Figure 53 : Effet antibactérien des extraits méthanolique (M60%) de feuilles
commercialisées de Moringa oleifera sur E. coli.

Figure 54: Effet antibactérien des extraits méthanolique (M60%) des feuilles naturelles et
commercialisées de Moringa oleifera sur P. mirabilis.
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Figure 55 : Effet antibactérien des extraits méthanolique (M60% ; M100% ; M80%) des
feuilles naturelles et extraits méthanolique (M60% ; M100%) des feuilles commercialisées
deMoringa oleifera sur K. pneumoniae.
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IvV.4. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Les valeurs de CMI des différents extraits des feuilles naturelles et commercialisées de

M. oleifera. Ont été bien notées dans les tableaux 16 ; 17 et la Figure 56.

Tableau 16 : Concentrations minimales inhibitrices des extraits des feuilles naturelles de

M. oleifera.
CMI (mg/ml)
Bactéries ED M100% M80% M60%
E.coli _ 12.5 _ 50
Proteus _ _ 200 25
mirabilis
Selmonella _ 200 100 50
Typhi
klebsiella _ _ 100 100
pneumoniae

Tableau 17 : Concentrations minimales inhibitrices des extraits des feuilles commercialisées de

M. oleifera.
CMI (mg/ml)
Bactéries ED M100% M80% M60%
E.coli _ _ _ 100
Proteus _ _ _ 100
mirabilis
Salmonella _ _ _ -
Typhi
klebsiella _ _ _ 100
pneumoniae
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| M100%N

Figure 56 : Résultats des concentrations minimales inhibitrices obtenues dans les
microplaques avec une présence des troubles.
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IV.5. Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB)
-Le parametre bactériostatique ou bactéricide d’un extrait des feuilles naturelles et
commercialisées est calculé par le rapport CMB/CMI (Eberlin 1994) :

CMBJ/CMI (mg/ml) = 4 bacteriostatique

CMB/CMI (mg/ml) < 4 bactéricide
CMB/CMI (mg/ml) =1 bactéricide

-Les CMB des extraits des feuilles naturelles et commercialisées de M. oleifera obtenues sont

représentées dans les figures suivant :

Figure 57: CMB des extraits méthanolique (A:M60%) ; (B:M100%) des feuilles naturelles
pour E.coli.

-A: extraits M60% = CMB/CMI = 200/50=4 ____, effet bactériostatique

-B: extraits M100% = CMB/CMI —— indéterminé
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Figure 58: CMB des extraits méthanoliques (A:60M%);( B:M80%) des feuilles naturelles
pour Proteus mirabilis.
-A: extraits M60% = CMB/CMI = 200/25=8 ——— effet bactériostatique

-B: extraits M80% = CMB/CMI ___, indéterminé

Figure 59 : CMB des extrais méthanoliques (A:M60%) ;(B:M80% ) ; (C:M100%) des feuilles

naturelles pour Salmonella typhi.

-A: extraits M60% = CMB/CMI = 200/50=4 ___, effet bactériostatique

-B: extraits M80% = CMB=CMI ———» effet bactéricide
-C: extraits m M100% = CMB/CMI = 200/200 =1 ——» effet bactéricide
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Figure 60 : CMB des extraits méthanoliques (A:M60%) ;(B:M80% ) des feuilles naturelles

pour klebsiella pneumoniae.

-A: extraits M60% = CMB/CMI = 200/100=2 ——, effet bactéricide

-B: extraits M80% = CMB/CMI ——— indéterminé

Figure 61: CMB des extrais méthanoliques (M60%) des feuilles commercialisées pour

Salmonella typhi (A), pour klebsiella pneumoniae (B).

- A extraits M60% = CMB/CMI —— indéterminé
- B: extraits M60% = CMB/CMI — indéterminé
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V. Discussions

Dans le présent travail nous nous sommes intéresses dans un premier temps a déterminer la
composition phénolique des extraits de feuilles naturelles et commercialisée de Moringa

oleifera et étude ’activité antibactérienne de ces extraits et faire la comparaison entre eux.

En générale, les rendements des extraits secs varient en fonction de plusieurs parametres
peuvent conduire a une réduction tres significative de certaines molécules (Ouédraogo et al.,
2018). tels que :  le temps d'extraction et la composition de I'échantillon (Do et al., 2014), et
la température, le solvant d’extraction, la taille des particules et le coefficient de diffusion du
solvant (Fertout et al., 2016) et de la durée du stockage et de la période de la récolte
(Haddouchi et al., 2016).

On observe pue le meilleur rendement le plus importants a été marqué pour extraits
méthanoliqgue M60% de pourcentage de 54.48% pour les feuilles naturelles et de 25.28%
pour les feuilles commercialisés par contre les résultats de Bedhouche et Bouhoui, 2018 ont

montré que Le meilleur rendement était avec 1’eau distillée.

Les différents dosages colorimétriques réalisées, pour les extraits méthanoliques et aqueux
des feuilles naturelles et commercialisées confirment la présence de plusieurs classes de

composes phénoliques (phénols totaux solubles, flavonoides, tannins condensée).

La richesse des extraits méthanoliques et aqueux des feuilles naturelles en polyphénols est en
accord avec d’autre études : Baba et al., (2015);Bedhouche et Bouhoui, (2018); Sreelatha et
Padma, (2009);Moyo et al., (2011); Rezgui et Chentouf ,(2019).

Quel que soit le solvants utilise (ED, M100% , M80% , M60%) les résultats obtenus indique
que les feuilles naturelles sont plus riche en polyphénoles que les feuilles commercialisées
avec les teneurs suivants :( 4.688 mg E. AG/g MS, 3.547 mg E. AG/g MS , 5.271 mg E.
AG/gMS , 6.413 mg E. AG/g MS) par contre (3.311 mg E. AG/g MS , 3.468 mg E. AG/g
MS , 3.870 mg E. AG/g MS, 4.562mg E AG/g MS ) dans I’ordre .

A la lumiere des Résultats obtenus, nous pouvons dire que la quantité des polyphénols
présentent dans les extraits méthanoliques (M60%, M80%) est plus élevés que dans les
extraits méthanolique (M100%) et donc la méthode de solvant binaire (M60%, M80%) est
plus approprié et efficace pour I’extraction que la méthode de solvants purs (M100%). Les
résultats s’accordent avec ceux de Chikh et Idir, (2015) et de Yang et Zhang , (2008) et
Bedhouche et Bouhoui,( 2018).
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Notre étude exprime que les feuilles naturelles de M. oleifera sont riches en flavonoide c’est
ce qu’il est confirmé par Siddhuraju et Becker (2003) et Kasolo et al., (2010) et
Charoensin (2014). La teneur en flavonoide desextraits des feuilles commercialisées est
plus élevée que lesextraits des feuilles naturelles. Les concentrations (25.21 mg E. Qr/g
Ech pour les feuilles commercialisées et 19.86 mg E. Qr/g Ech pour les feuilles
naturelles).les plus importantesont été enregistrées pour le solvant M80%.

Par contre, ’extrait ED et M60% présente la plus faible teneur en flavonoide des feuilles de

M. oleifera. La différence dans le contenu en flavonoide varie en fonction du solvant
d’extraction (M100%, M80%, M60% et ED), et aussi en fonction de I’échantillon (extraits de
feuilles naturelles et commercialisées), ces résultats s’accordent avec Bedhouche et
Bouhoui, (2018).

Foidl et al., (2001) révelent que les feuilles fraiches contiennent des quantités faible a
négligeables en tanins, Ce qui explique la faible teneur en tanins des feuilles de M. oleifera
testé dans notre étude.

Les résultats de la teneur indiquent que les extraits (M60% et ED) des feuilles naturelles ont
une faible teneur en tanins (3.25 mg E .C/g MS ; 2 mg E. C/g MS). et que les extraits de
feuilles commercialisées contiennent des quantités négligeables (-1 mg E.C/g MS ; 0.5 mg
E.C/g MS). par contre a I’extrait M100% des feuilles naturelles et commercialisée ont
enregistré des valeurs en ordre de (12.5 mg E.C/g MS ; 7 mg E .C/g MS).

Les valeurs le plus importantes ont été marquées par L’extrait M80% avec des
concentrations de 1’ordre de 30.5 mg E.C/g MS pour les feuilles naturelles et de (21 mg

E.C/g MS) pour les feuilles commercialisees.

Par ici, la teneur en composés phénoliques (particulierement les phénols solubles totaux,
flavonoides, tanins), sont importantes et variées quantitativement entre les feuilles naturelles
et commercialisé de M. oleifera, Cette variabilité peut étre liée a plusieurs facteurs:

-Les conditions climatiques et géographiques, des conditions de culture et le degré de maturité
(Vasileios et al., 2010 ; Ebrahimi et al., 2008).

-Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de la plante
(Miliauskas et al., 2004).

-On ajoute les moyens de préparation des feuilles et I’effet de la commercialisation et les

conditions et a la durée de stockage.
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Les résultats de I’antibiogramme ont révélés que la souche E.Coli est sensible vis-a-vis
Fusidic et Nitroxoline et Vancomycine et résistante contre Ampicilline, Dindanycin,
Spironycin, Cefotaxime, Oxacilline, Céfixime par contre les donne de 1’é¢tude de Bedhouche
et Bouhoui, 2018. A montré que E.Coli était sensible aux céfotaxime, nitroxolline, et
Résistante aux ampicillines.

Proteus mirabilis est sensible aux Fusidic et Nitroxoline et Vancomycine et résistante aux
Spironycin, Oxacilline, Cefotaxime, Céfixime Dindanycin,).c ‘est résultats s’accorde avec les
bibliographies de Mameri, (2011) qui indique que la souche Proteus mirabilis est résistante
aux Spironycin, Dindanycin, Nitroxoline.

Salmonella typhi est sensible aux Fusidic et Nitroxoline et Vancomycine, Cefotaxime,
Spironycin et résistante aux Dindanycin, Céfixime

Klebsiella pneumoniae est sensible aux Nitroxoline et Vancomycine, Dindanycin,

Spironycin, ce les mémes résultats obtenue par Amir, (2014)

Les résultats montrent que les extraits de feuilles naturelles sont active sur S. typhi et P.
mirabilis et k. pneumoniae. Par ailleurs les extraits de feuilles commercialisées de M. oleifera

manifestent des effets inhibiteurs vis-a-vis de E. coli et P. mirabilis et k. pneumoniae.

Dans la présente étude, les fractions de I’extraits aqueux des feuilles naturelles et
commercialisées de M.oleifera se sont révéleés inactifs sur la souche E.coli ces résultats
s'approches avec nombreux auteurs qui ont montré que I’extraits aqueux des feuilles de
M.oleifera n’ont aucun effet antibactérien sur E.coli ( Kumar et al., 2011; Bedhouche et
Bouhoui, 2018 ;Boudran et Boukedroun , 2016 ).

Extraits méthanoliques (M100% ; M80%) des feuilles naturelles et commercialisées de
M.oleifera se sont révélés inactifs sur la souche E. coli quel que soit la concentration, ceci
s’accorder avec 1’étude de Bedhouche et Bouhoui, (2018). Par contre a [I’extrait
méthanoliqgues (M60%), E.coli est sensible a partir de différents concentration
(100mg/ml;50mg/ml;25mg/ml) de diamétre de 1’ordre (13mm, 9mm, 6mm) des feuilles
naturelles, en revanche a l'extraits méthanoliques (M60%) des feuilles commercialisées a un

effet antibactérienne avec des zones d’inhibitions de I’ordre de (15mm, 12mm, 9mm).

Le pouvoir antibactérien le plus faible été marqué avec I’extrait aqueux des feuilles naturelles
et commercialisées vis-a-vis tous les souches testé a partir des zones d’inhibition, de

différentes diamétres de I’ordre de 10mm, 15mm contre P.mirabilis d’une concentration de
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200mg/ml et de diametres de 10mm ,8mm contre S. typhi ; 13mm, 14mm contre K.
pneumoniae respectivement. Cette différenciation des zones d'inhibitions dépend de la
capacité de diffusion de substances (présentes dans les extraits méthanolique et aqueux des
feuilles de M.oliefera) dans le milieu de gélose, activité antimicrobien des substances
diffusées, la croissance et activitt métabolique des micro-organismes dans le
milieu (Bandeira, 2006).

L’extrait de feuilles naturelles de M. oleifera (M100%) inhibe la croissance de P. mirabilis a
partir des concentrations de 200 mg/ml a une zone d’inhibition de (10mm) et de S. typhi a
une concentration de 200 mg/ml avec une zone d’inhibition de (8mm), par contre ces deux
souches ont été marqué résistante contre L’extrait de feuilles commercialisées .

La meilleure activité antibactérienne est avec 1’extraits (M60%) des feuilles naturelles contre
les souches E. coli ; P. mirabilis ; S. typhi ; k. pneumonie par rapport a les feuilles
commercialisées a un effet antibactérien contre la plus part des souches sauf S. typhi ne
possedent aucune activité inhibitrice. ces résultats confirmés par les littératures de (Millogo et
al., 2009) dit que les feuilles de Moringa sont plus efficaces contre les bactéries quand elles
sont consommees a 1’état frais.

A partir de ces résultats et selon (Harrar, 2012) on conclue que les polyphénols est
essentiellement les tanins et les flavonoides peuvent augmenter le pouvoir des extraits envers
les micro-organismes. Soit par [l'inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes,
I’inhibition du métabolisme microbien (Daglia, 2011), soit par la dégradation de la paroi
cellulaire, I’influence de la synthese de I'ADN et I'ARN (Zhang et al., 2009).

Pour la CMI, qui enregistrées par les extraits méthanolique et aqueux de feuilles naturelles de
M. oleifera varient entre 12,5 pg/ml et 200pg/ml. Les résultats des concentrations minimales
inhibitrices obtenues montrent que Salmonella typhi est plus sensible aux extraits de feuilles
naturelles de M. oleifera. .

La CMI la plus faible (12,5mg/ml) est enregistrée avec I’extrait M100% .La plus grande
CMI de 50mg/ml a été enregistré avec 1’extrait M60% pour E. coli.

Concernant, Proteus mirabilis La CMI la plus faible (25mg/ml) est enregistré avec 1’extrait
M60% .La plus grande CMI a été enregistré avec 1’extrait M80%.

Les extraits M60% et M80% de feuilles de M. oleifera pour klebsiella pneumoniae
présentent une méme valeur de CMI (100 mg/ml).

Et pour les extraits aqueux et méthanolique des feuilles commercialisées de M. oleifera

ne enregistré aucun valeur de CMI sur I’ensemble des bactéries testées, sauf extraits M60 %

Page 72



Partie 11 Résultats et Discussions

qui présente une mémes valeur de CMI sur klebsiella pneumoniae ; E.coli ; Proteus
mirabilis.

La détermination du pouvoir bactériostatique ou bactéricide est fait par la calcule de rapport
CMB/CMI.

Le rapport d’activitét CMB/CMI pour toutes les souches étudiees varie entre un (1) et quatre
(4). Selon Marmonier (1990) et Eberlin (1994), qui noté que tous extraits est supérieur a 4
ce qui leur confére un pouvoir bactériostatique, et tous extraits qui inférieur a 4 est considéré
comme bactéricide, et donc on conclure que I’extraits des feuilles naturelles confére par fois
une activité bactériostatique et par fois une activité bactéricide selon le solvant. Par contre les

feuilles commercialisées ne conférent aucune activité bactérienne.
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Conclusion générale et Perspective

L'Algérie est trés riche des plantes médicinales diverses et rares. En raison de ses vastes
étendues et de ses nombreux climats : marin, continental, désertique, cette richesse vegétale a
une valeur économique qui ne peut étre négligée ou depréciée, car ces plants représentent une
source inépuisable de substances bioactives. Parmi ces plantes rares le Moringa oleifera.
L’objectif principale de ce travail consiste a étudier : I’extraction des composés phénoliques
des feuilles naturelles et commercialisé de M.oleifera et 1’évaluation de pouvoir
antibactérienne des extraits méthanolique et aqueux vis-a-vis quatre bactéries pathogenes (E.
coli et Salmonella typhi et Proteus mirabilis et klebsiella pneumoniae).
L’extraction de principes actifs, dépend de la méthode de macération et du solvant approprié
.Dans cette étude, il ressort que le systétme de solvant binaire (M60%, M80%) est plus
efficace et favorable pour I’extraction que le systeéme de solvants purs (M100% et ED).
Les teneurs en composes phenoliques ont été déterminée par les dosages colorimétrique, et
ont indiqué que les extraits de feuilles naturelles sont plus riches en PTS et en tanins
condenses, alors que le contraire a été marqué pour les flavonoides.
L'étude biologique montre que le pouvoir antibactérien différe d’un extrait a l'autre selon la
concentration et le solvant utilisé.
L’évaluation de I’activité antibactérienne par la détermination des CMI et des CMB révele
que les feuilles naturelles a des effets parfois bactériostatique et parfois bactéricide mais
pour les feuilles commercialisé n’a été enregistrée aucune effet.
La différenciation entre les feuilles naturelles et commercialisées due aux plusieurs facteurs
tels que: mode de séchage, la technique utilise pour le broyage, la récolte, mode de
conservation, 1’age de la plante.
Il serait intéressant pour compléter cette étude de :
v Une quantification et identification des composés de nos substrats expérimentaux.
v' Faire un screening phytochimique complet afin de révéler la présence ou I’absence
D’autre métabolites secondaires (saponosides, cires...etc.).
v' Elargir le spectre d’étude en étudiant des plantes d’autres régions a des fins
comparatives.
v' Une optimisation des différentes extractions ; et sur d'autre espece de Moringa
(Moringa arborea ; Moringa borziana ; Moringa concanensis).
v Elargir I’étude de [Pactivité antimicrobienne sur d’autres souches bactériennes
pathogeénes et d’autres microorganismes notamment les champignons et les parasites.
v Il serait aussi intéressant de faire des associations entre ces extraits pour voir

d’éventuel effet synergique.
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