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Résumé

Les compléments alimentaires sont des denrées alimentaires, dont le but est de compléter le
régime alimentaire normal et qui constituent une source concentrée de nutriments : Vitamines,

Magnésium, Fer, Calcium ....

Malgreé certaines ressemblances aux produits pharmaceutiques, ces produits ne sont pas des

médicaments et ne peuvent pas réindiqué d’effet thérapeutique.

Les travaux effectués dans le cadre de cette étude consistaient a monter 1’intérét des
compléments alimentaires a base de Moringa oleifera, ainsi que 1’effet des molécules bioactives

de cette derniére au niveau moléculaire.

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

a fournir en permanence des produits finis et sdrs.

Au cours de notre étude, plusieurs techniques d’analyses ont été réalisées : I’identification des
principes actifs, 1’évaluation des activités biologiques, dosage des flavonoides, analyses physico-

chimiques, et analyses microbiologiques.

Les résultats obtenus de ces analyses confirment la présence des flavonoides dans le Moringa
oleifera par une valeur de 12.547 mg EQ/g plus précisément les molécule bioactive acide
chlorogénnique et I’isoquecetine ; et assurent que la plantes étudiées a des activités biologiques
(activite antioxydant de 0.040 mg/ml., anti-inflammatoire 0,154/ml , et antibactérienne avec toutes
les souches étudier mise appart 1’Enterococcus faecalis ATCC 29212 , Salmonella typhimurium
ATCC 14028 , et Serratia marcescens, qui sont résistante au moringa oleifera ) dans le but de

stabiliser la formule.

L’étape de fabrication est procédée en appliquant le controle exigé par la norme ISO 22000

Pour assurer la qualité de produit fini une analyse microbiologique est faite
A la fin de ce processus on peut dire que notre produit est biostable, sain et sdr.

Mots clés : Complément alimentaire , Moringa oleifera, 1ISO 22000, HACCP, Isoquercétine .



Abstract

Food supplements are foods intended to supplement the normal diet and constitute a concentrated

source of nutrients: Vitamins, Magnesium, Iron, and Calcium...

Despite some similarities to pharmaceuticals, these products are not medications and cannot

reindicate therapeutic effects.

The work carried out in this study consisted in raising the interest of food compliments based
on Moringa oleifera, as well as the effect of the bioactive molecules of Moringa oleifera at the

molecular level.

The application of standard 22000 demonstrates an ability to identify and control the safety
hazards of food supplements. This standard is linked to the HACCP approach, which aims to
prevent, eliminate or reduce to an acceptable level any "biological, chemical, and physical™
hazards with regard to the safety of products, but also to provide permanent and safe finished

products.

During our study, several analytical techniques were performed: identification of active
ingredients, assessment of biological activities, flavonoid determination, physicochemical

analysis, and microbiological analysis.

The results obtained from these analyzes confirm the presence of flavonoids in Moringa oleifera
by a value of 12,547 mg EQ / g, more precisely the bioactive molecules chlorogenic acid and
isoguecetine; and ensures that the plants studied have biological activities (antioxidant activity of
0.040 mg / ml., anti-inflammatory activity 0.154 / ml, and antibacterial with all the strains studied
apart from Enterococcus faecalis ATCC 29212, Salmonella typhimurium ATCC 14028, and

Serratia marcescens, which are resistant to moringa oleifera) to stabilize the formula

The manufacturing process is carried out by applying the control required by 1SO 22000 to

ensure the quality of the finished product a microbiological analysis is made
At the end of this process we can say that our product is stable, healthy and safe.

Keywords: Food supplement, Moringa oleifera, ISO 22000, HACCP, Isogercetin.
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INTRODUCTION

Les compléments alimentaires sont des sources concentrées de nutriments, c'est-a-dire de
vitamines et de sels minéraux, de substances a but nutritionnel ou physiologique, ou de plantes et
de préparations de plantes qui ont pour but de pallier les carences du régime alimentaire régulier
d’une personne (Directive 2002/46/CE , 2002).

Cependant leur marché est toujours un secteur en croissance, porté par I’engouement pour les
compléments alimentaires naturels formulés a base de plantes, qui connaissent une forte hausse
depuis maintenant pres de 10 ans ( Sophia,2015) ; Lapart du bio dans les compléments
alimentaires enregistre actuellement une forte augmentation en parapharmacie et en pharmacie ;
tant que les consommateurs souhaitent se tourner vers des solutions plus naturelles pour améliorer
au quotidien leur niveau de bien-étre et leur santé, ou pour soutenir une alimentation qu’ils jugent

souvent déséquilibrée et appauvrie en nutriments.

Notre étude consiste a la formulation et la fabrication d’un complément alimentaire a base de

Moringa oleifera suite & ses valeurs nutritionnelles avec comme objectifs :

- Eprouvé la valeur nutritive de cette plante miracle.

- Assurance de la présence des molécules bioactives dans la poudre de Moringa oleifera.

- Fabriquer un complément alimentaire sein et sur selon la norme ISO 22000.

- Evaluer le marché des compléments alimentaires a base de plantes en Algérie.

Pour atteindre nos objectifs, nous avons :

- Appris afaire I’application de la norme ISO 22000 et 1’approche HACCP, ainsi, on a appris
a réaliser une formulation de plantes.

- Appris a manipuler dans un laboratoire de microbiologie, de physico-chimique et la
manipulation par chromatographie haute performance en phase liquide

- Analysé les résultats de I’identification des principes actifs de Moringa oleifera, les

analyses des activités biologiques, et les analyses physico-chimiques.

Ce projet sera amené a se poursuivre, mais dépendra principalement de certaines mesures
nécessaires a mettre en place au niveau scientifique moléculaire et réglementaire selon la norme
ISO 22000 et approche HACCP.



Notre étude comporte trois chapitres. Dans le premier, nous rapportons des rappels
bibliographiques sur les compléments alimentaires a base de plantes, le Moringa oleifera et ses
effets moléculaires suivi par la signalisation approfondie de la Quercétine et du Kaempferol, Nous
décrivons le matériel et les techniques utilisés dans le deuxieme chapitre. Les résultats obtenus

sont rapporteés et discutés dans le troisieme chapitre.

A la fin, une conclusion et perspectives sont présentées.



Chapitre I : Partie Bibliographique
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I.1. Généralité sur le complément alimentaire

1.1.1. Définition d’un complément alimentaire

A mesure d’un mode de vie particulier de certaine population dont leur régime alimentaire
n’est pas vraiment équilibré (femmes enceintes, personnes agees, sportifs, personnes a maladies
chronique ...), il est nécessaire qu’il soit complété par des apports en vitamines, minéraux et autres
nutriments par les compléments alimentaires dans la plupart des cas donnent des résultats
satisfaisants (Valette, 2015).

Contrairement aux idées recues, les compléments alimentaires ne sont en aucun cas des
médicaments. En effet, ils n’ont pas le pouvoir de traiter ni de prévenir d’éventuelles maladies. Ils
ne disposent pas de vertu thérapeutique. Par contre, ils peuvent interférer sur des pathologies

causées par des carences alimentaires (Valette, 2015).

La directive N°2002/46/CE permet d’établir une définition compléte et commune des
compléments alimentaires au niveau Européen. D’apres cette directive, « les compléments
alimentaires, et les denrées alimentaires ont pour but de compléter le régime alimentaire normal
qui constituent une source concentrée de nutriments ou d’autres substances ayant un effet
nutritionnel ou physiologique seul ou combiné, commercialisés sous forme de doses, a savoir les
formes de présentation telles que les gélules, les pastilles, les comprimés, les pilules et autres
formes similaires, ainsi que les sachets de poudre, les ampoules de liquide, les flacons munis d’un
compte-gouttes et les autres formes analogues de préparations liquides ou en poudre destinées a
étre prises en unités mesurées de faible quantité» (Directive 2002/46/CE , 2002).

Les comportements relatifs a la santé et a I’alimentation peuvent varier d’un pays a 1’autre, il
est donc important de mener des études nationales sur la consommation de compléments

alimentaires.

Traditionnellement, en Algérie les compléments alimentaires a base de plantes sont bien
connus sur le plan commercialisation et utilisation , mais inconnus sur le plan scientifique. Ces
produits bénéficient d'une forte confiance concernant leur sécurité d'utilisation et leur
consommation sans risque ; une étude a montre que 63 % de la population enquétée consommant
les compléments alimentaires se plaignaient de symptomes cardiovasculaires et 30% d'allergies
cutanées. Ceci va permettre d'une part, d'évaluer les risques qui sont mal connus par la population
et d'autre part de vérifier la conformité de ces produits a la réglementation car les compléments
alimentaires ne sont pas tous des produits inoffensifs, leur mésusage peut conduire a des effets

indésirables et des intoxications graves (Chermat et al., 2018). C’est pourquoi I’intégration des
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normes ISO 2200 sont obligatoire afin de mieux cerner ce probleme et prendre de nouvelles

dispositions réglementaires et analyser ces produits avant leur commercialisation.

Le décret du 20 mars 2006 précise que des ingrédients ne peuvent étre employés dans la
fabrication des compléments alimentaires « que s’ils conduisent a la fabrication de produits sirs,
non préjudiciables a la santé des consommateurs, comme cela est établi par des données
scientifiques généralement acceptées ». Seuls peuvent étre utilisés pour la fabrication des
compléments alimentaires les nutriments, les substances a but nutritionnel ou physiologique, les
plantes et les préparations de plantes, ainsi que les autres ingrédients dont 1’utilisation en
alimentation humaine est traditionnelle ou reconnue comme telle, les additifs alimentaires, les

ardbmes et les auxiliaires technologiques (Rapport de I'académie nationale de pharmacie , 2018).

1.1.2. Définition d’un nutriment

Il est connu que les nutriments sont les vitamines et les minéraux qui constituent une famille
essentielle et une des plus consommée des compléments alimentaires. Les vitamines ne sont pas
synthétisées par notre organisme (a I’exception de la vitamine D), on les retrouve dans notre
alimentation. Les industriels les extraient donc a partir d’aliments et les concentrent sous
différentes formes pharmaceutiques (comprimés, gélules, solutions buvables...). Les vitamines
utilisées dans la fabrication des compléments alimentaires sont : les vitamines A, D, E, K, B1, B2,
B6, B12 et C, la Niacine, I’acide pantothénique, 1’acide folique et la biotine. La commercialisation

des vitamines en tant que compléments alimentaires est tres encadrée par les autorités : 1’arrété du

9 mai 2006 (Caro et al., 2010)

Les quantités minimales et maximales, de vitamines et de minéraux présents dans les
compléments alimentaires, sont fixées en fonction de :

e La portion journaliere recommandée.

e Larecommandation du fabricant.

e Les limites supérieures de securité selon le groupe de consommateurs.

e Les quantités maximales et minimales sont arrétées selon la procédure de la Deécision

1999/468/CE (Decision1999/468/CE, 1999).

Les nutriments pouvant étre aussi définis comme les additifs, les arbmes et les auxiliaires

technologiques dont I’emploi est autorisé dans 1’alimentation humaine et dans les conditions

prévues dans la réglementation (Precepta, 2007).
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1.1.3. Définition du terme « autres substances a but nutritionnel ou physiologique »

La biotechnologie est une nouvelle source considérable d’ingrédients de compléments
alimentaires (Decret, 2006), on dit « Substances a but nutritionnel ou physiologique » qui est
définit dans le Décret n° 2006-352 du 20 mars 2006 comme les substances chimiquement définies
possédant des propriétés nutritionnelles ou physiologiques et des substances possédant des

propriétés exclusivement pharmacologiques (Decret, 2006).

Il'y a de plus en plus de substances innovantes faisant 1’objet d’études cliniques publiées dans
des revues spécialisées (Rectificatif du reglement, 2007). Ci-dessous (Figure 01) illustre la

croissance des publications relatives a ces substances innovantes.
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Figure 01 : Nombre d’articles scientifiques par terme et par année de 2000 a 2010
(Mylle, 2012)

Cette derniére catégorie d’ingrédients suscite toujours plus d’intérét. La recherche est plus que
jamais de rigueur pour le développement de nouvelles substances, et de nouvelles allégations sont
recherchées par les industriels du complément alimentaire (Mylle, 2012).

Cependant, I'arrété fixant la liste des substances a but nutritionnel ou physiologique pouvant

étre employeées dans les compléments alimentaires n'a pas encore été publié (Mylle, 2012).

1.1.4. Compléement alimentaire a base de plante

11 s’agit des « ingrédients composés de végétaux ou isolés a partir de ceux-ci, a I’exclusion des
plantes ou préparations de plantes possédant des propriétés pharmacologiques et destinées a un
usage exclusivement thérapeutique ». C'est donc tout naturellement qu'elles sont utilisées a foison

dans les formules de nombreux compléments alimentaires sur le marché (Briand, 2006).
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L’utilisation des plantes pour leurs propriétés sur la santé¢ remonte a 1’antiquité et est ancrée
dans toutes les cultures. Les plantes & usage traditionnel détiennent une place importante dans les
ingrédients utilisés dans les compléments alimentaires (Briand, 2006).

La Directive 2004/24/CE permet une demande d’autorisation simplifiée en ce qui concerne les
plantes a usage traditionnel pour lesquels un effet réel sur la santé n’a pas été démontré mais

I’usage traditionnel permet de garantir leur innocuité et securité.

I.2. Moringa oleifera
1.2.1. Définition

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

étre utiles & I’homme.

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

meilleur ami des meres » et « Malunggay » (Belkebir, 2018).
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Classification (Figure 02)

e Domaine : Biota

e Régne : Plantae

e Sous-Regne : Viridaeplantae
e Infra-Régne : Streptophyta
e Classe : Equisetopsida

e Clade : Tracheophyta

e Clade : Spermatophyta

e Sous-Classe : Magnoliidae
e Super-Ordre : Rosanae

e Ordre : Brassicales Figure 02 : Moringa oleifera « les feuilles »
e Famille : Moringaceae et la poudre

e Genre : Moringa

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

Description botanique

Moringa est un arbre pérenne, a croissance rapide, qui peut atteindre 7 a 12 metres de hauteur

et dont le tronc mesure 20 & 40 cm de diamétre.

Les feuilles de Moringa sont duveteuses et semblables a celles des fougeres avec des teneurs
élevés en nutriment et anti-oxydant (Figure 03). Elles sont riches en vitamine A et la vitamine C ;
et représentent une bonne source de la vitamine B et une des meilleures sources vegetales des
minéraux ainsi Leurs teneurs en calcium sont trés élevés (Osman, 2012). La valeur nutritive varie

selon le mode de préparation, I’age de la feuille et la saison de la récolte.

Les gousses sont appelées baguette de tambour, les grains mures contient 40% d’huile dont
70% 1’acide oléique. Les fruits en capsule triangulaire sont de longue gousse qui contient des

grains rondes, aillés, ailé, brune et riche en huile (Figure 03) (Osman, 2012).

Les fleurs parfumees ont des sepales et pétales blancs fleurissent pendant la saison séche
(Figure 03) (Osman, 2012).
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Figure 03 : Description botanique du Moringa oleifera (Adapter de Osman, 2012)

1.2.2. Composition chimique

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

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

La valeur nutritive des feuilles de Moringa est d'une richesse rarement observee (Laleye et al,
2015). En effet les feuilles contiennent certains pigments flavonoidiques tels que le kaempherol,

le rhamnetin, 1’isoquercitrine et le kaempferitrin. Les composés antihypertenseurs tels que le
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thiocarbamate, 1’isothiocyanate et les glycosides ont été isolés de la phase acétate de l'extrait

éthanolique des gousses de Moringa (Henoune et al., 2015).

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

1.2.3. Valeurs nutritionnelles

Le Moringa oleifera est riche en sucres simples. 9 acides amineés, du saccharose, du D-glucose,
des traces d'alcaloides, et de la cire et de la quercitrine sont les contenant principales de ces fleurs
(Siddhuraju, 2003). Cette plante miracle contient des quantités de protéines et de micronutriments
utiles pour prévenir la malnutrition (Faizi, 1998).

Les feuilles de la plante contiennent plus le fer que les épinards, plus de vitamine C que
I'orange (7 fois plus de vitamine C que les oranges), plus de calcium que le lait, 4 fois plus de
vitamine A que les carottes et plus de potassium que les bananes et contiennent une grande
quantité d'acides aminés et de protéines (Figure 04) (Laleye, 2015).

Dans les pays en développement, des arbres de Moringa oleifera ont été utilisés pour lutter
contre la malnutrition en particulier pour les méres allaitantes et les nourrissons. Moringa oleifera
a été utilisé comme anti-inflammatoire, anti-cancéreux, anti-fertilité, antibactérien, anti-

hyperlipidémique, anti-dépresseur, et anti-hépatotoxique (Dhakar, 2011).
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Figure 04 : Comparaison de la valeur nutritionnelle de poudre de Moringa oleifera avec d’autres aliments
(adapter de Laleye, 2015)

1.2.4. Effets thérapeutiques

= Effet anti-inflammatoire

L'inflammation est une réponse physiologique visant a protéger le corps contre les infections
et a restaurer les Iésions tissulaires (Moyol , 2011). Cependant, une inflammation chronique a long
terme peut conduire au développement de maladies et de troubles associés a l'inflammation
chronique tels que le diabete, le cancer, les maladies auto-immunes, les maladies

cardiovasculaires, la septicémie, la colite et I'arthrite.

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

Des études mesurées dans un premier temps les activités antioxydantes des trois organes
(feuilles, graines et racines) de M. oleifera et de leurs flavonoides totaux contenus, en outre
déterminé leurs activités anti-inflammatoires, puis a évalué leurs profils phoytochimiques par LC-
MS (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) en attendant de fournir des informations

précieuses sur M. oleifera en tant que source naturelle d'antioxydants et d'anti-inflammatoires pour
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favoriser leurs applications en alimentation fonctionnelle ou valeurs médicinales dans un proche
avenir (Nair, 2006).

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

activés dans certaines conditions inflammatoires.

Les extraits de plantes M. oleifera, les poudres de plantes et les huiles essentielles ont montré
qu'ils possédent des activités anti-inflammatoires et beaucoup de ces produits naturels végétaux

ont des polyphénols comme compose principal (Khalil, 2010; Azab, 2016).

Cependant, les effets protecteurs des flavonoides dans les maladies cardio-vasculaires (MCV)
par exemple via I'inhibition de NFkB n'ont pas encore été étudiées. Par conséquent, des études ont
été concentrées sur les actions anti-inflammatoires des flavonoides via l'inhibition du NFxB
(Figure 05).
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Figure 05 : Effet anti-inflammatoire de M. oleifera (Xianjuan et al., 2018)
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= Effet anti-Cancer

Le cancer est une des principales causes de déces dans le monde. Le Moringa oleifera a été
étudié pour ses propriétés anticancéreuse pour inhiber la croissance de plusieurs cellules

cancéreuses humaines (Khalafalla, 2010).

Les feuilles de Moringa oleifera peuvent lutter contre les dommages oxydatifs de I’ADN,
associes au cancer et aux maladies dégénératives, (Khalafalla, 2010). Des études que 1’extrait des
feuilles de Moringa oleifera a inhibé la viabilité de la leucémie myéloide aigué, leucémie
lymphoblastique aigué et cellules hépatocellulaires de carcinome (Khalafalla, 2010). Plusieurs
composés bioactifs présent dans cette plante, peut étre responsable de son propriétés anticancer.
L’extrait de feuilles de Moringa oleifera s’est également avéré efficace pour réduire les cellules

cancéreuses du pancreas et du sein.

Des études se sont concentrées sur I'apoptose pour comprendre les voies et mécanismes
impliqués dans cet agent désigné peut étre découvert pour cibler I'apoptose en inhibant le cancer
et d'autres maladies apparentées. Fondamentalement dans la voie intrinseque (Figure 06), lorsque
I'agent anticancéreux est introduit dans la cellule dont il est perméable aux mitochondries, Bcl-2
et Bax seront exprimés (Rukayadi et al., 2016).

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

des valeurs bénéficiaires importantes (Rukayadi et al., 2016).

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

impliquait des voies intrinséques (Figure 06).
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Figure 06 : Activation de la voie extrinseques et la voie intrinseque de 1’apoptose par M. oleifera
(Rukayadi et al., 2016)
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= Effet anti-diabete

Le diabéte est un trouble métabolique chronique et les actions pharmacologiques des feuilles
de M. oleifera ont été rapportées pour le traitement traditionnel du diabéte (Grover, 2002) . Les
activités des feuilles pourraient probablement étre dues a la présence de terpénoides et de
flavonoides, qui participent a la stimulation des cellules 8 et a la décharge d'insuline qui en résulte.
La glucomoringine (glucosinolates), la quercétine et le kaempférol (flavonoides) et I'acide
aschlorogénique ont montré des propriétés hypoglycémiques (Sayed, 2012).

Il a été démontré que M. oleifera améliore I'élimination du glucose plasmatique chez les rats
Goto-Kakizaki (GK) (Kar, 2003). De méme, I'extrait méthanolique de sa poudre de fruit est riche
en N-benzyl thiocarbamates, N-benzyl carbamates et benzyl nitriles qui peuvent déclencher la
libération d'insuline par les cellules béta pancréatiques de rongeurs, supprimer l'activité de la
cyclooxygénase et inhiber la peroxydation lipidique (Mbikay, 2012).

M. oleifera s'est avéré réduire significativement le glucose a des niveaux normaux sans

.....

groupe modéle (Omabe, 2014). La supplémentation en extrait aqueux de feuilles de M. oleifera a

13
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la dose de 100 mg / kg peut améliorer la sensibilité a I'insuline, augmenter la capacité antioxydante
totale (TAC) et améliorer la tolérance immunitaire (Tuorkey, 2016) , ce qui est cohérent avec un
autre rapport selon lequel M. oleifera peut améliorer I'intolérance au glucose (Ndong, 2007).

L'extrait de M. oleifera peut également réduire les complications liées au diabéte. Des études
récentes ont montré que I'administration d'extrait de feuille de M. oleifera pendant six semaines
joue un role essentiel dans la réduction des complications du diabéte en protégeant les Iésions
rénales et lI'inflammation induites par le diabéte chez un modeéle de rat diabétique induit par la
streptozotocine (Omodanisi et al., 2017).

De plus, I'administration de poudre de graines de M. oleifera peut améliorer la néphropathie
diabétique et restaurer I'histologie normale des reins et du pancréas par rapport a un groupe témoin
diabétique positif (Al-Malki et al., 2015).

» Effet antiviral

En tant que plante médicinale traditionnelle, des propriétés antivirales ont été observées dans
M. oleifera comme indiqué dans des études précédentes le traitement du virus avec un extrait de
M. oleifera pourrait retarder le développement des Iésions cutanées, prolonger la durée moyenne
de survie et réduire la mortalité des souris infectées par le HSV-1 (Khan, 2005).

Waiyaput et al, ont proposé que I'extrait a 80% d'éthanol de fruits M. Oleifera ait démontré
un effet anti-virus de I'hépatite B en réduisant la réplication du virus de I'népatite B avec une
cytotoxicité douce sur les cellules HepG2 (Waiyaput et al., 2012). Le M. oleifera a également été
utilisée comme complément au traitement antirétroviral de I'infection a VIH (Monera, 2010).

Les feuilles de M. oleifera ont généralement été utilisées dans le traitement des effets
secondaires liés au VIH, potentiellement a un stade précoce de l'ineffectivité des particules
lentiviraux du VIH-1 dans un dépistage base sur un vecteur viral (Nworu et al ., 2013). En évaluant
ces recherches discutées, il est conclu que M. oleifera pourrait étre utilisé dans I'amélioration des

médicaments antiviraux prometteurs.

= Effet neuro-protectif
Les feuilles ont eu un impact neuroprotecteur en faisant progresser la survie neuronale et la
croissance des neurites (Hannan et al., 2014).
L'extrait de feuille a eu un impact défensif contre la maladie d'Alzheimer en ajustant les

niveaux de monoamine céréebrale et les impulsions électriques (Ganguly, 2008).

14



| Chapitre 1 : Partie Bibliographique |

En outre, il a été découvert que I'action dépressive du systéme nerveux centrale est médiée
par ses propriétés analgésiques et anticonvulsivants en raison des triterpénoides, des saponines et
des flavonoides dans les feuilles (Bakre, 2013; Ray, 2003).

Le M. oleifera a été utilisé pour améliorer la mémoire par le mouvement nootropique et se
protéger contre la pression oxydative dans la maladie d'Alzheimer (Ganguly, 2008). Un modeéle a
été proposé par Ganguly et Guha (2008) pour la maladie d'Alzheimer incluant I'infusion de
colchicine dans le cerveau des rongeurs. Ils ont montré que le M. oleifera induisait la modification
des monoamines cérébrales et des schémas électriques. Un effet protecteur contre la
neurodégénérescence a été rapporté par en raison des glucosinolates (R, S-Sulforaphane-SFN), qui

offrent une protection (Giacoppo, 2015).

= Effet antimicrobien

L’évaluation de I'activité antimicrobienne des especes de Moringa avec les rapports que les
extraits de différentes parties de la plante M. oleifera - y compris graines, écorce de tige, feuilles
et écorce de racine peuvent exercer un potentiel antimicrobien (Elgamily et al., 2018).

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

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

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

M. oleifera et les solutions de bain de bouche (Nikkon et al., 2003).
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1.2.5. L’effet synergique de Moringa oleifera avec d’autres plantes médicinales

Le terme synergisme signifie que l'effet de deux ou plusieurs substances entraine une
meilleure activité biologique que les substances pures administrées en une seule dose (Wagner,
2009). Dans ce contexte, cet effet se produit par différents produits chimiques et des moyens
biologiques. Il existe de nombreux exemples de mono et multi-extraits combinaisons utilisées
actuellement, qui présentent une efficacité synergique basée sur des cibles multiples mécanismes
d'action (De Zwaan, 2011). Certains produits phyto-thérapeutiques disponibles sur le marché sous
differen2tes formes (extrait ou fraction) présentent généralement synergisme qui a un effet

important dans I'amélioration de la puissance thérapeutique.

L’effet synergique d'un certain nombre de composants a base de plantes est en fait beaucoup
plus que la somme de chacun des composants individuels., la décoction d'une combinaison
d'herbes est couramment utilisée pour la gestion de maladies chroniques (Item, 2012) . Lorsque
les herbes sont combinées, l'effet résultant est généralement plus puissant pour améliorer les
bienfaits pour le patient que lorsque les herbes sont prises seules. Cependant, un effet contraire
peut parfois étre observé, conduisant a une activité biologique appelée antagonisme. Bien que
seules quelques études cliniques aient confirmé l'existence d'un synergisme, des études
précliniques ont été largement décrites, et de grandes quantités de des preuves peuvent étre
trouvées dans la littérature, présentant des avantages pour la santé des humains, améliorer

I'acceptation par les consommateurs et la valeur économique (Malongane, 2017) .

Les plantes alimentaires sont considérées comme relativement slres car elles sont
susceptibles de contenir des effets synergiques et / ou neutralisants combinaisons d'activités
(Anwar et Gilani, 2007). Moringa oleifera, connu pour étre riche en plusieurs produits chimiques
actifs en médecine, peuvent étre un bon candidat pour voir s'il contient une amélioration de I'effet

et / ou effets secondaires neutralisant les combinaisons.

Les plantes médicinales sont relativement riches en leur contenu de canal calcique bloquants
(CCB) qui sont connus pour posséder une large variéte d'activités pharmacologiques telles que les
antihypertenseurs, hépatoprotecteur, antiulcéreux, antiasthmatique, antispasmodique et
antidiarroeal (Stephens, 1992).
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= Effet synergique de Moringa oleifera avec les médicaments chimiothérapeutiques

La résistance multi-médicamenteuse (MDR) est I'une des principales raisons de I'échec
chimiothérapeutique. La MDR aux médicaments chimiothérapeutiques entraine souvent une
réduction de I'efficacité du traitement et une récidive du cancer (Kou et Fan, 2017). Il est bien
connu que les composés phytochimiques présentent les avantages d'une faible toxicité, de faibles
effets secondaires, de cibles multiples et d'une moindre résistance aux tumeurs ainsi que de
fonctions anti-tumorales et de régulation immunitaire (Kou et Fan, 2017). Par conséquent, les
composeés naturels avec MDR inversé sont devenus le centre des études anticancéreuses. Bien que
M. oleifera ne se soit pas encore développé en un agent chimiopréventif commercial. Les résultats
de Jafarain et al, ont révélé que la doxorubicine, un médicament chimiothérapeutique, associée a
M. oleifera callus et aux extraits de feuilles, produit une synergie robuste sur I'inhibition de la
croissance des cellules HelLa, qui est également corrélé a I'induction apoptotique (Jafarain et al .,
2014).

Les médicaments anticancéreux sont actuellement utilisés en association avec M. oleifera

pourrait étre une nouvelle stratégie thérapeutique pour les cancers.

1.2.6. L’effet des flavonoides sur certaines maladies

Les phytochimiques sont un groupe de produits chimiques produits par des plantes Par le
métabolisme primaire ou secondaire qui protége contre des menaces temporaires ou continues et
a joué un role dans la croissance et la reproduction des plantes (Samanta, 2017). Basé sur leur
structure chimique, Les phytochimiques peuvent étre classés en trois catégories principales : azote
/composés contenant du soufre, terpénes et phénols, qui comprennent flavonoides, acides

phénoliques et ligniers ou stilbenes (Heneman, 2008).

Les flavonoides sont un groupe de composés de diphényl propane (C6-C3-C6) qui ne sont
pas synthétisés par les humains, mais sont plutdt consommeés réguliérement dans le régime

alimentaire humain via des agrumes, légumes, Noix, Herbes épices.

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

les isoflavanones, les chalcones, les aurones, les anthocyanes et les tanins.
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Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous forme libre ou sous forme de glycosides.
On les trouve, d’une maniére trés générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre

localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits (Benguerba, 2008).
> Quercétine

La quercétine ou 3, 3', 4', 5, 7-pentahydroxyflvanone qui entre dans la catégorie des flavonols
est largement présente également dans des plantes comme le Ginkgo biloba, Hypericum
perforatum, ainsi que dans des légumes comme les pommes, les baies, les raisins, les oignons, les
échalotes et les tomates (Li et al., 2016) (Figure 07).

Figure 07 : Structure chimique du principe actif quercétine (Garicia-Mediavilla et al., 2007)

= L’effet de quercétine sur le cancer

La quercétine a montré des effets bénéfiques significatifs sur de nombreuses maladies. En
raison de doses raisonnables de quercétine n’ont pas d’effets secondaires toxiques évidents sur les
cellules normales, de plus en plus des chercheurs prétent attention a I’effet thérapeutique de la
quercétine sur les tumeurs. De nombreuses études ont montré que la quercétine peut exercer des
fonctions antitumorales dans une variété de mécanismes et a été confirmé dans des modéles in
vitro et in vivo de diverses tumeurs, avec des resultats encourageants. La quercéetine empéche
significativement le cycle cellulaire, favorise I’apoptose, et inhibe I’angiogenése et métastase in

vitro (Vadafar et al., 2020).

= Effet apoptotique
Les effets de la quercétine sur les cellules de cancer colorectal portant le géne mutant KRAS
a révélé que la quercétine pourrait diminuer la viabilité cellulaire et augmenter I'apoptose dans les

cellules cancéreuses sur la base du test MTT et de la formation de colonies. Les mécanismes sous-
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jacents possibles sont la répression de la voie AKT et l'activation du c-Jun voie de la kinase N-
terminale (JNK) dans les cellules mutantes KRAS (Yang, 2019) (Figure 08).

Selon les données de littérature, cette construction contenant de la quercétine peut augmenter
I'apoptose via amélioration de la caspase-3, caspase-9 et provoqué plus libération du cytochrome
¢ (cyto-c). Nanoparticule de quercétine également la voie de signalisation Akt / ERK1 / 2 est
réprimée, la télomérase transcriptase inverse (hTERT) via imminente AP-2p / hTERT et
cyclooxygénase 2 (COX-2) a inactivé le NF-xkB / COX-2 (Ren, 2017).
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Figure 08 : Signalisation de I’activité apoptotique de la quercétine (Vadafar et al., 2020)

= Effet de la quercétine sur I’anti-angiogeneése

L'angiogenése est I'un des processus tres importants liés au cancer. Il a été démontré que
la quercétine exerce ses effets anti-angiogéniques dans divers cancers (Figure 09). De plus, la
quercétine est capable de protéger contre les radicaux libres, y compris le tabagisme. Les radicaux
libres provenant du goudron de cigarette peuvent causer des dommages irréparables aux
membranes érythrocytaires. De plus, il a été rapporté que la quercétine et ses métabolites
conjugués possedent le potentiel de protéger les érythrocytes contre les dommages de la membrane

résultant du tabagisme (Begum, 2002).
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Figure 09 : Effet de la quercétine sur I’anti-angiogenése (Vadafar et al., 2020)

= Effet de la quercétine sur le cycle cellulaire

La quercétine peut réguler le cycle cellulaire en contraignant directement plusieurs cibles
moléculaires et, en fonction de type et I’origine de cellule tumorale, il bloque le cycle de cellule a
la transition G2/M ou a la transition G1/S. La quercétine bloque le cycle de la cellule en
progression par la régulation ultérieure de P21 et P27 et P53. Sachant que P21 exerce une activité
inhibitrice sur plusieurs CDK (Gibellini, 2011).

En particulier, P21 inhibe CDK2-Cycline E, avec [l'inhibition résultant de CDK2-
phosphorylation dépendante de la PRB et de la séquestration de E2F1 inhibant ainsi la transcription
génique induite par E2F1 et la progression et a travers la phase S. P21 inhibe également CDK2-
Cycline A et CDK1-Cycline B, qui sont essentiels a la progression de la phase S et G2,
respectivement (Gibellini, 2011). P27 exerce plusieurs effets sur le cycle cellulaire, mais
seulement dans certaines conditions, il peut inhiber les complexes CDK4-Cycline D et CDKG6-
Cycline D. Le suppresseur tumoral P53, une fois activé, peut induire plusieurs réponses cellulaires
différentes, y compris la croissance arrestation et apoptose (Figure 10).
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L'arrestation de croissance est essentiellement suscitée a travers la régulation ultérieure des
génes qui codent pour les inhibiteurs de la progression du cycle cellulaire, y compris p21 et p27.
Dans différents modeles cellulaires, la quercétine stabilise P53 a la fois chez 'ARNm et les niveaux
de protéines. En dehors de blocage de la croissance des cellules a travers I'action directe sur les
modulateurs clés de cycle cellulaire, la quercétine est capable d'induire la voie de l'apoptose
Mitochondrial (Figure 10). En effet, elle peut perturber le potentiel de la membrane mitochondrial
qui provoque a son tour la libération du cytochrome c dans le cytoplasme, un phénomeéne qui active

plusieurs caspases, tels que la caspase-3 et -7 (Gibellini, 2011).
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Figure 10 : Effet de quercétine sur le cycle cellulaire (Gibellini et al., 2010)
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= L’effet de la quercétine sur I’inflammation
Dans une étude clinique portant sur des patients souffrant d'inflammation systémique
chronique (ISC) dans une maladie coronarienne stable, la quercétine a montré des effets anti-
inflammatoires avec une reduction des indicateurs de I'ISC (Chekalina, 2018). La quercétine a
diminué les niveaux d'IL-1p et de TNF-o dans le sérum sanguin, en plus de diminuer l'activité

transcriptionnelle de NFkB dans les cellules mononucléaires sanguines (Chekalina, 2018).
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Dans le modele d'inflammation induite par la leptine utilisant des cellules endothéliales de la
veine ombilicale humaine, la quercétine a significativement supprimé la régulation a la hausse de
I'expression d'Ob-Ra (récepteur de la leptine), la phosphorylation ERK1/2, NFkB et TNF-o (Indra,
2013).

» Kaempferol

Le kaempférol (3,4',5,7-tétrahydroxyflavone) est un flavonol qui est largement présent dans
les fruits, les Iégumes et les herbes, y compris le raisin. (Smail, 2016) (Figure 11).

Figure 11 : Structure chimique du principe actif « kaempferol » (Garicia-Mediavilla et al., 2007)

» L’effet de Kaempferol sur le cancer

Kaempferol augmente les niveaux d'enzymes et de protéines pro-apoptotiques, tels que
caspase-9, -7, -3, P21, P53, BAX, PARP et P-ATM (Diantini, 2012) et diminuent les niveaux des
protéines anti-apoptotiques BCL2, Kinase a la forme de polo 1 (PLK-1), PAKT, récepteur
d'insuline phosphorylée substrat 1 (PIRS-1), protéine kinase activée par mitogéne phosphorylé
(PMEK) 1/2, dépendant de la cycline Kinase 1 (CDK1), cyclines A, B, D1 et E, et cathepsine D
(Azevedo, 2015).

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

En outre, le kaempférol abaisse également la glycémie transporter 1 (GLUT1) au niveau
d'’ARNm et empéche I'absorption de (3) H-désoxy-d-glucose ((3)H-DG) et transporte le
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monocarboxylate 1 (MCT1) de lactate cellulaire médicinée menant au lactate extracellulaire

provoquant une accumulation (Figure 12) (Azevedo, 2015)

Intrinsic Extrinsic
Pathway KMF i Pathway
C ; ]
[ > ) = g 1
Y| Bcl-2 I_ MAPK Fas Trail &
t kel TNF/Ligand | &

Fs L ]NKI* \
: l

Cytc
- T =
IRl
Caspase 8
e | -+ + @ * 1 Bax «—Akt o _PI3K
Caspase 9 Cytc Apaf1 /— —I— _I_
Survivin ; i
1 MAPK - Cytoskeleton Contraction
kad - Blabbing APOPTOSIS
DNA Fragmentation
Caspase 3

Apoptosome

Figure 12 : Effet anti-apoptotique du kaempferol (Imran et al., 2019)

= L’effet de kaempférol sur I’inflammation

Le kaempférol peut diminuer la libération de cytokines pro-inflammatoires en inhibant la
phosphorylation de I'AKT et l'activation du NF«B (Liu et al., 2015). Dans les Iésions cardiaques
induites par l'isoprénaline, le kaempférol peut améliorer les fonctions hémodynamiques et
ventriculaire gauche chez les rats males. Ce qui a permis de réduire la concentration sérique accrue
de la CK-MB et de LDH, par conséquent, la morphologie du myocarde est préserveée, et les niveaux
de cytokines pro-inflammatoires sont réduits (Suchal, 2016). De méme, le kaempférol peut
empécher les dommages cardiaques en inhibant I'expression protéique de NFxB, p38 et JNK
(Suchal, 2016), suggérant que l'action cardioprotectrice et anti-inflammatoire du kaempférol est

associée a la voie de signalisation NFxB.

Sachant que la protéine C réactive (CRP) est une protéine de phase aigué produite par les
hépatocytes dont I'élévation sérique est considérée comme un indicateur d'inflammation chronique
et dont l'interaction avec les cellules endotheéliales peut étre le lien mécaniste entre la CRP et
I'athérosclérose (Liang, 2006).
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Il est connu que les flavonoides varient selon le type et le nombre de modeles de substitution
qui présentent des activités anti-inflammatoires et anti-radicalaires (Odontuya, 2005). Les flavones
quercétine et kaempférol ont des capacités légérement différentes pour moduler les voies de
signalisation intracellulaires (Wang, 2003). Ce qui a permet d'analyser I'efficacité des deux
flavonoides en tant que composes anti-inflammatoires, en évaluant leurs effets en termes de

capacité a moduler I'expression d'iNOS, de COX-2 et de CRP, et a induire des changements dans

la NF- «x voie B dans les cellules hépatiques (Figure 13) (Wang, 2003).
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Figure 13 : Mécanismes d’action de ’activité anti-inflammatoire du kaempférol (Nabavi et al., 2015)

= Ladynamique entre quercétine et kaempférol

Les activités anti-inflammatoires de la quercétine et du kaempférol ont été partiellement
décrites dans la littérature, avec des différences qui pourraient étre dues a des effets dépendants
des tissus et de la concentration. Ils ont donc examiné les effets de ces derniers de maniere
dépendante de la concentration. Il a été rapporté que les flavonoides agissent sur les cascades de
signalisation des protéines kinases et lipides kinases telles que PI3K, Akt / PKB, tyrosine kinases,
protéine kinase C (PKC) et MAPK (Spencer, 2010), inhibant la transcription de facteurs comme

AP-1 ou NF- « B. L'activité inhibitrice exercée sur les kinases est due a la compétition avec 'ATP
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pour la liaison aux sites catalytiques de ces enzymes, bloquant ainsi les processus de transduction
du signal et d'activation cellulaire dans les cellules du systéme immunitaire (Freitas et al., 2015).

Les effets inhibiteurs ou stimulants exercés sur ces voies sont susceptibles d'affecter le
fonctionnement cellulaire en modifiant I'état de phosphorylation des molécules cibles et en
modulant I'expression des genes (Williams, 2004).

En tant qu'agents anti-inflammatoires, les flavonoides ont un mécanisme d'action similaire
aux AINS, car ils inhibent les COX responsables de la synthese des PG, qui sont également
impliqués dans les processus physiologiques. L'activité in vitro des flavonoides dans la reponse
inflammatoire implique également d'autres médiateurs inflammatoires tels que les cytokines, les
molécules d'adhésion et les chimiokines (Agati G, 2012). lls ont été décrits comme de bons
modulateurs de la production de cytokines. Les exigences structurelles pour qu'un flavonoide
exerce une bonne inhibition du TNF stimulé par le LPS o la libération sont la présence d'une double
liaison en position C2-C3, avec une fonction « oxo » en position C4 et la présence de groupes OH
en positions 3"; Effet inhibiteur des flavonoides sur ROS, NO et PG. Le LPS se lie au TLR4 et
déclenche la génération de ROS qui activent la translocation nucléaire de NF- k B. Le NF- «
L'activation B médie I'expression d'iNOS et de COX. Ces enzymes synthétisent respectivement
NO et PG. le symbole en forme de T représente I'activité inhibitrice (Leyva-L6pez, 2016).

Les activités moléculaires des flavonoides comprennent [l'inhibition de facteurs de
transcription tels que NF- x B et AP-1, ainsi que I'activation du facteur nucléaire érythroide 2 liés
au facteur 2 (Nrf2) (Tufidn , 2009) (Figure 14).
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Figure 14 : Mécanisme d'action des flavonoides (Muschietti et al., 2018)
1.3. Formulation d’un compliment alimentaire

La formulation de compléments alimentaires de qualité pharmaceutique ayant une stabilité
physigue et chimique adéquate ainsi que sdr, rentable et techniquement réalisable peut entrainer
de nombreux défis. Contrairement aux médicaments qui sont généralement bien définis entités
chimiques, les plantes sont des ingrédients complexes contenant plusieurs composants chimiques
et souvent plusieurs classes de composés sont présents dans un seul produit. Beaucoup de ces
composés sont instables a la chaleur, a la lumiere, a I'oxygéne, au pH alcalin et a une humidité
élevée. lls peuvent également avoir un écoulement, une densité apparente et une distribution
granulométriques variables médiocres (Rane , 2012).

Ainsi, le développement réussi des nutraceutiques nécessite des connaissances des aspects
fondamentaux des propriétés physiques et chimiques des différentes formes des ingrédients
(Figure 15), l'utilisation des techniques de fabrication adéquates, la sélection du bon excipient et
I'ajout de dépassements de fabrication appropriés en fonction sur des études de stabilité critique.
Les exigences réglementaires posent également des défis pour le développement des compléments
alimentaires. Basé sur les ingrédients et les allégations, dont formule peut entrer dans différentes
catégories dans différents pays. Complexité et calendrier d'inscription varie considérablement

selon la catégorie et le pays avec un examen de plus en plus minutieux.
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Figure 15 : Les Ingrédients des compléments alimentaires (Mylle, 2012)

Aujourd'hui, les médicaments a base de plantes sont plus préférés au produit médicamenteux
synthétique parce que le produit synthétique ayant de nombreux effets secondaires. La plantes
contenant la composition chimique fait partie de la fonction physiologique de la flore vivante et
bien compatible avec le corps humain. De nombreuses plantes sont signalées pour traiter la maladie
de I'Antiquité (Rane , 2012). La qualité nutritive des aliments est un élément clé dans le maintien
du bien-étre physique global de 'hnomme est une force durable pour la santé et le développement
et la maximisation du potentiel génétique humain, donc pour la solution de l'insécurité alimentaire
et de la malnutrition profondément enracinée, la qualité de l'alimentation doit étre prise en
considération (Singh, 2012). Par conséquent, un mélange Moringa et d’autre plante constituerait
un complément alimentaire de bonne qualité.

La Réglementation définit le complément alimentaire dans le but de garantir la sécurité du
consommateur (Mylle, 2012), comme :
e Des denrées alimentaires
e En complément de I’alimentation
e Source concentrée de nutriments ou d’autres substances
e Ayant un effet nutritionnel ou physiologique

e Commercialisées sous forme de doses
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1.3.1. Concept général sur la norme 1SO 22000

La norme ISO 22000 est une norme de systéme de management de la sécurité des aliments
(SMSA) ; Elle a été créée pour faire face a une demande de plus en plus importante des clients de
démontrer I’aptitude des organismes de la chaine alimentaire a identifier et maitriser les dangers
liés a la sécurité des aliments ; lorsqu’un organisme veut démontrer son aptitude a maitriser les
dangers liés a la sécurité des aliments afin de garantir en permanence la fourniture des produits
sOrs répondant aux exigences convenue avec les clients et celles des réglements applicables en la
matiere. La norme 1SO 22000 reconnait que la sécurité des denrées alimentaires ne peut étre
assurée que par les efforts combinés de tous les acteurs de la chaine alimentaire (Natouri, 2013).
Mettre en place un systéme de management de la sécurité des aliments selon I’ISO 22000, c’est
faire la démonstration des moyens mis en ceuvre par une organisation afin d’assurer la sécurité des
aliments ; c’est également apporter la confiance a ses fournisseurs, ses clients et les parties

intéressées de la chaine alimentaire.

L’ISO 22000 permis d’identifier les dangers potentiels pouvant survenir en amont comme en
aval de cette chaine et de définir une procédure de communication de crise conjointe a déclencher
si un probléme survient. L’ISO 22000 facilite aussi le respect des exigences réglementaires. Elle
est d’ailleurs reconnue en cela par les services officiels de controle. L’ISO 22000 harmonise
I’ensemble des exigences réglementaires en matiere de gestion de la sécurité des denrées
alimentaires. Lors de I’analyse des dangers, I’organisme détermine la stratégie a mettre en ceuvre
pour assurer leur maitrise en combinant les Programmes Prérequis (PreRquisit Programs : PRP),
les PRP Opérationnels (Yacine, 2019)

Les moyens mis en ceuvre pour satisfaire toutes les exigences de la présente Norme

internationale peuvent étre réalisés par I'utilisation de ressources internes et/ou externes.
Cette norme définit des exigences pour permettre a un organisme de :

v Planifier, mettre en ceuvre, exploiter, maintenir et mettre a jour un systéme de management
de la sécurité des denrées alimentaires destiné a fournir des produits qui, conformément a

leur usage prévu, sont srs pour le consommateur.

v Démontrer la conformité avec les exigences légales et réglementaires applicables en

matiere de sécurité des denrées alimentaires.
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v Evaluer et apprécier les exigences du client, démontrer la conformité avec les exigences
établies en accord avec lui et relatives a la sécurité des denrées alimentaires afin d'améliorer

la satisfaction du client.

v Communiquer efficacement sur les questions relatives a la sécurité des denrées
alimentaires avec ses fournisseurs, ses clients et les parties intéressées de la chaine

alimentaire.

v Garantir la conformité avec sa politiqgue declarée en matiere de sécurité des denrées

alimentaires.

v Démontrer cette conformité aux parties intéressées ; et faire certifier/enregistrer son
systeme de management de la sécurité des denrées alimentaires par un organisme extérieur,
ou effectuer une auto-évaluation/auto declaration de conformité & la présente Norme

internationale.

|.4. Fabrication d’un compliment alimentaire

Le principe de fabrication est basique. Le ou les ingrédient(s) sélectionnés sont intégrés aux
excipients. Le mélange homogene ainsi obtenu est présenté sous une forme galénique et
commercialisée avec 1’avis préalable de la Direction Générale de la Concurrence, de la
Consommation, et de la Répression des Fraudes (DGCCRF). Le processus de fabrication est précis
et s’enrichi a chaque étape par des contrdles qualité. Le schéma suivant reprend le principe du
processus de fabrication d’un complément alimentaire (Arnaud, 2008). Dans la définition officielle

du complément alimentaire, les autorités énumeérent plusieurs formes (Directive 2002/46/CE ,

2002):

. Gélules ;

. Pastilles ;

. Comprimes ;

. Pilules et autres formes similaires ;

. Sachets de poudre ;

. Ampoules de liquide ;

. Flacons munis d’un compte-gouttes ;

. Autres formes analogues de préparations liquides ou en poudre.

Le Syndicat des Compléments Alimentaires (SDCA) en partenariat avec le Syndicat des

fabricants de produits naturels, diététiques et compléments alimentaires (SYNADIET) a mis en
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place une charte de qualité des compléments alimentaires qui est diffusée aupres de tous les
adhérents de SYNADIET depuis mars 2007.

En janvier 2010, une seconde version est réactualisée. Ce document reprend les bonnes
pratiques et engage moralement tous les fabricants qui I'ont signé. La seconde version est
complétée par les bonnes pratiques d’hygiéne et les bonnes pratiques de fabrication (Figure 16).
Ces acteurs se définissent eux-mémes comme les acteurs de la qualité du complément alimentaire
(Synadiet, 2010).

Sélection rigoureuse des ingrédients : Vitamines, minéraux, plantes et
substances innovantes

Contréle des matiéres premiéres
%

Meélange et fabrication pour les différentes formes galéniques

Contrdle qualité intermédiaire du mélange

Mise sous emballage du complément alimentaire

Controle qualité systématique
Libération du lot pour commercialisation

W

Déclaration systématique a la DGCCRF

_ Approbation des allégations
i

Mise sur le marché
Tracabilité par numéro de lot et mention d'une date limite de consommation

Figure 16 : Processus de Fabrication d’un compliment alimentaire (Mylle, 2012)

1.4.1. L’approche HACCP
» Définition

HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point) étre traduit par : Analyse des Dangers
Points Critiques pour leur maitrise (Terfaya, 2004), est un systeme préventif désigné pour
I’élimination ou bien la miniaturisation des dangers biologiques, chimiques et physiques basé sur
une approche de la gestion de la sécurité alimentaire axée sur le bon sens (Caswell, 1996). Il
recherche les dangers, puis prévoit des contrdles pour que le produit ne soit pas nuisible pour le
consommateur (OMS, 2002).
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Bien qu’il requiére 1’acquisition d’un certain niveau d’expertise le HACCP n’est qu’une
démarche logique fondée sur une compréhension approfondie du produit, matiére premiére et
procedeés, ainsi que les facteurs environnants (Caswell, 1996).

» Objectifs du systeme HACCP

L’objectif essentiel de la méthode est de promouvoir le choix raisonné des moyens adaptés
a la prévention de dangers identifiés, la définition des modalités optimales de leur utilisation et la
vérification de leur efficacité sans préjuger, a priori, de la nature de ces moyens.
* Accroitre I’efficacité des processus en les améliorant & tous les niveaux de la chaine : tracabilité,
transformation, distribution, risques associés, mesures correctives (Bouali, 2010)
» Mettre a la disposition de tous les opérateurs des méthodologies permettant 1’accés
en temps réel et en tout point a I’information ainsi qu’une aide a la décision (Bouali, 2010).
« Accroitre le professionnalisme des différents intervenants en améliorant leurs compétences (par
une meilleure fO9P4ormation/information), la cohérence et la coordination de leurs actions ainsi

que leur acces a I’information (Bouali, 2010).

L’HACCP doit permettre de prendre en compte toute évolution du marché (produits
nouveaux), de la technologie (procédés innovants) ou des connaissances scientifiques (nouveaux
germes pathogénes). Etre capable de planifier une démarche HACCP et de mettre en ceuvre une
organisation conforme a ses principes et a la norme 1SO 22000 (Bouali, 2010).

» Principes de base de PTHACCP
Les textes fondamentaux relatifs a I’hygiene des denrées alimentaires, notamment ’HACCP,
ont été adoptés par la Commission du Codex Alimentarius en 1997 et 1999. Les lignes directrices
relatives a la mise en place de ’'HACCP ont été révisées en 2003. Le systeme HACCP peut étre
appliqué de la production primaire jusqu’a la consommation et consiste a suivre sept

principes (Figure 17) :
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Identifier les risques potentiels associés a chaque étape de la purification, évaluer la probabilité que ces risques se
concrétisent et identifier les mesures permettant de les contréler

€

Définir les points, les procédures ou les étapes opérationnelles du processus qui peuvent faire |’objet d’une intervention
afin d’éliminer les risques ou bien de réduire a un niveau acceptable la probabilité de leur occurrence

€

Etablir des seuils critiques permettant de garantir que les CCP sont maitrisés

N

Mettre en place un systéme de surveillance permettant de maitriser les CCP grace a des analyses ou des observations
programmes

N

Déterminer quelles sont les mesures correctives a prendre lorsque la surveillance révéle qu ‘un CCP donne n ’est pas
maitrise

N

Appliquer des procédures de vérification qui comprennent des analyses et des procédures supplémentaires afin de
confirmer que le systeme HACCP fonctionne efficacement

€

Constituer un dossier dans lequel figurera toutes les procédures et tous les relevés concernant ces principes et leur mise
en application.

Figure 17 : Les principes de I’ Approche HACCP (Originale)

I.5- La biodisponibilité du complément alimentaire a base de Moringa oleifera

La biodisponibilité des compléments alimentaires peut étre définie comme proportion d'un
composé digéré, absorbé et métabolisé par les voies normales.

Les flavonoides doivent étre régulierement complétés car ils sont métabolisés rapidement et
ne s'accumulent pas facilement dans I'organisme (Lotito et Frei, 2006). De plus, le corps humain
ne peut pas synthétiser les flavonoides, par conséquent, ils doivent étre obtenus a partir de la
nourriture. M. oleifera sachant qu’il contient divers composés flavonoides « le kaempférol, la
quercétine ». Dans les feuilles de moringa, la plupart des composés flavonoides existent sous
forme glycosylee. La différence de ces composes dans le moringa réside dans la variation de leur
degré de glycosylation et d'alkylation, ainsi que dans le nombre et la disposition des groupes
hydroxyle. Néanmoins, la glycosylation peut s'assurer que la structure des flavonoides n'est pas
altérée dans le systeme gastrique (Takahama et al., 2018). De plus, les aglycones flavonoides
étaient facilement absorbées dans les cellules épithéliales du gros intestin en raison de leur
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lipophilie. Cependant, en raison de I'hydrophilie de leurs fractions de sucre, les aglycones des
glucosides flavonoides alimentaires peuvent étre absorbées par I'intestin gréle aprées hydrolyse par
des enzymes intestinales, telles que la lactase phlorizine hydrolase (LPH), ou par la microflore
colique (Figure 18) (Mengfei et al., 2018).

o Flavonoid aglycone ®  Bacterial metabolite
.—G Flavonoid glycoside Loose mucus layer
.—G Flavonoid glucuronide =y Dense mucus layer
{ . Aglycone in micelle \ Intestinal bacteria

stomach small intestines large intestines

Figure 18 : Biodisponibilité du complément alimentaire & base de Moringa oleifera
(Mengfei et al., 2018)
Les aglycones flavonoides hydrophobes, plutét que le glycoside flavonoide, sont absorbés
dans I'estomac. Le glycoside flavonoide se déplace vers l'intestin gréle ou le glycoside flavonoide
est clivé du glycoside, puis l'aglycone libérée peut diffuser passivement a travers les cellules

cylindriques.

Dans l'intestin gréle, les micelles transportent I'aglycone a travers la couche de mucus jusgqu'au
bord de la brosse. De plus, 'UDP-glucuronosyl transférase (UGT), catalyse la conversion de
I'aglycone en flavonoide glucuronide, qui est produit dans l'intestin gréle puis absorbé par les
hépatocytes et se dirige finalement vers le gros intestin via le canal biliaire. Dans le gros intestin,
les aglycones sont métabolisés en acides phénoliques par les bactéries et le flavonoide glycoside
et le flavonoide glucuronide liberent de I'aglycone via I'action du LPH et du glucuronidases (GUS),
respectivement (Figure 18) (Zeng et al, 2016). Par conséquent, la glycosylation peut rendre

I'absorption intestinale des glucosides flavonoides plus efficace que I'absorption gastrique.
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L’objectif de notre étude est la fabrication et formulation d’un complément alimentaire selon la
norme ISO 22000 dont ’'HACCEP est introduit avec lequel, nous avons tenu en compte les risques
¢levés durant toute notre pratique de la matiére premiére (les feuilles) jusqu’au produit fini (le
complément alimentaire) pour la consommation d’un complément alimentaire sain et SUr et de

qualité et aussi pour ne pas retomber dans les risques.

11 s’agit d’une étude prospective, effectuée au niveau du Centre Ishak Ibn Honain de Boufarik
sur une période allant du 07 Février 2021 au 11 Juillet 2021. Nos paramétres de recherche ont été
réalisés dans des laboratoires différents en Algérie. Laboratoire d’analyse de la qualité « AFAK
control Eurl» d’Oran. Laboratoire de de developpement et de contrle des préparations
pharmaceutiques hospitalieres, Département de Pharmacie, Faculté de Médecine, Université Badji
Mokhtar- Annaba. Laboratoire de contr6le de qualité et de conformité « Altesse » de Blida.
D’autre paramétres ont été réalisés au Centre de la Recherche Scientifique et Techniques en

Analyses physico-chimiques (CRAPC) Bousmail, Tipaza.

o Le travail va se focaliser sur les bases nécessaires qui contribuent a la mise en place d’ISO
2200, afin de valider les principales exigences pour étre conforme a la norme.

o On a planifié et développer les procédés nécessaires a la réalisation des produits sains/sdrs.
o On a mis en ceuvre, exploiter et assurer I’efficacité des activités planifiées et de toute
modification de ces activités. Ceci comprend les PRP, les PRP opérationnels, le plan HACCP et
aussi I’identification et la tragabilité du produit avec 1’élaboration d’une procédure de retrait et de
rappel.

o Pour évaluer I’efficacité de la mise en place des PRP, nous avons utilisé une grille
d’évaluation appelée aussi check-list qui se base sur des exigences définissent dans le septieme
chapitre de Planification et réalisation de produits sains et sdrs figurant dans la norme
1SO22000.

L’application de I’approche HACCP dans le cadre d’un systéme de management de la qualité
permet :
e Lacompréhension et la satisfaction en permanence des exigences.
e La pris en compte des processus en termes de valeur ajoutée.

e L’obtention d’une performance effective des processus.
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Le cycle PDCA peut s’appliquer a tous les processus et au systéme de management de la qualité

e [’amélioration des processus sur la base d’une évaluation de données et

d’informations.

dans son ensemble (Figure 19).
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conditionnement
Planification et stockage en primaire
Formulation magasin (MP) (depoussiérage et
controle)
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Figure 19 : Diagramme de flux

11.1. Matériel

11.1.1. Matériel non biologique

Tableau | : Matériels non biologique utilisés

Préparation Extraction

dela Et Identification

poudre

Sécheuse Balance
analytique

Broyeur Eprouvette
graduée

Tamis de Bécher

laboratoire

Sous-vide  Filtre
Evaporateur

Analyses physico-
chimique

Dessiccateur
Etuve

Bain marie

PH- Métre
Spectrophotométre

Photométre a
flemme
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Spectrométre

Bain marie

Analyses
microbiologique
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Tubes

Bec Benzene
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11.1.2. Matériel végétal
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Le matériel végétal est le premier maillon essentiel de la chaine de la production agricole qui conduit vers
un circuit commercial Dans le domaine consacré au complément alimentaire dans notre étude nous avons
utilisé les plantes suivantes

Tableau Il : Matériel végeétal utilisé

Feuilles de

Moringa oleifera

Arthemesia annua

Ortie

11.2. Méthodes

Poudre

Moringa oleifera

Arthemesia annua

Ortie

11.2.1. Formulation du complément alimentaire :

Grains
Brocoli

L’ensemble des informations listées dans le cahier des charges, ainsi que les recherches réalisées avant la
pratique permettent alors de rédiger une formule théorique qui détaille les informations qualitatives et
guantitatives du futur produit qui est notre complément alimentaire

Tableau Il : proposition de formulation le moringa oleifera avec d’autres plantes

Formulation
Moringa oleifera

M + Arthemesia
annua
M + Urtica

Indication
Anti-apoptotique
Anti-inflammatoire
Anti-diabéte
Antianémique

Anti-covid

Anti-inflammatoire
Activité
antioxydante

Contre-indication
Le consommer le soir peut
provoquer des Trouble de
sommeil
Lors des premieres prises
elle peut provoquer de la
diarrhée

Troubles digestifs
L’allergie

Les rares contre-indication
: nausées, diarrhées,
allergies

Chez I'homme, des
troubles de I'érection sont
possibles.

Déconseiller aux femmes
enceintes ou qui allaitent
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Principe actif
Flavonoides :
Quercétine
kaempoférol

Flavonoides :

Artemisinin
Flavonoides :
Quercétine
kaempoférol
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M + Brassica Anti-cancer cas Absence Le sulforaphane
olerecea var métastatique Acide alpha
italica lipoique

11.2.2. Préparation des poudres de plantes

La transformation des feuilles de plantes en poudre consiste en différentes étapes qui sont
« I’effeuillage, lavage, égouttage, séchage, broyage et enfin le tamisage » concernant les trois
premiéres étapes, elles étaient dépourvues car le centre « Ishak Ibn Hounain » importe directement

des feuilles séches de leurs pépinieres situées a EI Menia, donc notre travail est le suivant :

o Deuxieme Séchage

Les feuilles de Moringa (Annexe 1.10) importés nécessitent un séchage naturel/ traditionnelle
dans une piéce bien sombre et fraiche qui n’es pas humide et qui doit étre protégée des insectes,
rongeure et de la poussiere, puis les feuilles seches obtenues sont misées dans des sacs a tissus de
10 kg a 100 kg. Si I'humidité est élevée, le sechage électronique est exigé par la normes ISO a
I’aide d’un déshydrateur alimentaire qui est un appareil électrique qui chauffe et fait circuler de
I’air dans une cage fermée, ou l’on place les feuilles sur des plateaux. L’air chaud
chauffe ainsi les feuilles pour que I’eau qu’ils contiennent s’évapore ; la perte de 1’eau
et de son humidité permet d’augmenter la durée de conservation de cette derniére, la
Moringa nécessite 1h30 a 2h a 65°C ; I’ Artemesia annua nécessite 12h a 35°C ; pour I’ortie 24h a

65°C, ainsi que pour le brocoli et pour la pervenche.

e Broyage
Les feuilles sont broyées par un broyeur (Annexe 1.5-1.6) qui est un moulin a grain
électronique contenant deux lames de six pages : couteau a poudre, couteau rotatif, couteau a
dépoussiérer, écrasement de la lame en acier inoxydable, aucune compression, bonne
pulvérisation avec une lame amovible et nettoyable.
La poudre des plantes utilisées est réalisée par une pulvérisation de 10 secondes répéter de 3

a 5 fois.
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e Tamisage
Il faut tamiser la poudre de feuilles si nécessaire avec un tamis (Annexe 1.3-1.4) de
laboratoire ou tamiseuse qui est généralement requis afin d’assurer une action uniforme pour

avoir une poudre bien homogene

e Conditionnement de la poudre

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

maniere que 1’aire ne se diffuse pas dans le sac (Annexe 1.15-1.16-1.17-1.18).

11.2.3. Identification des principes actifs de Moringa oleifera par HPLC

e Extraction des flavonoides

> Préparation de I’éthanol a 80%

Pour 800 ml de 1’éthanol a 80%, nous avons besoin de 640 ml de 1’éthanol a 100% (Annexe
I1.1) et 160 ml de I’eau distillé par ’utilisation des étuves graduées (Annexe 11.2) puis mélanger

les deux préparations pour I’obtention de 1’éthanol a 80%.
> Préparation de ’Extrait éthanolique

Peser 1509 de la poudre de feuilles de la plante (Annexe 11.3), puis transferer la poudre dans
un erlenmeyer (Annexe I1.4), suivie par 1’ajoute de 800ml de 1’éthanol a 80% déja préparer

(Annexe 11.5), mélanger bien et laisser agir pour 48h.

Apres 48h, filtrer I’extrait obtenue (Annexe 11.7-11.8), on met I’extrait obtenue dans un flacon
étiqueté et on le garde dans le réfrigérateur (Annexe 11.9).puis on passe a 1’étape de 1’évaporation

de I’extrait obtenue par 1’évaporateur rotatif.

e Analyse Qualitative des flavonoides
La séparation des flavonoides a été réalisée par un systtme HPLC Shimadzu avec un
détecteur UV, une colonne chromatographique C18 (4,6 X 25 mm, 5 um).
La temperature de la colonne était maintenue a 45 °C.
La phase mobile est composée d’un solvant (A) : un mélange d’eau (80 %), acétonitrile (19
%), et acide formique (1 %), et d’un solvant (B) : un mélange d’acétonitrile (59 %), méthanol (40

%) et acide formique (1 %).
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L’élution était réalisée selon le programme suivant, (Tableau 1V):

Tableau IV : Programme d’¢lution pour 1’analyse qualitative des flavonoides

Temps Solvant B, %(v/v)
0 0
0-5 5
5-15 15
15-20 20
20-40 60
40-45 100
45-50 0

Le débit était de 1 ml/min, le volume d’injection était de 10 pl et la détection s’est faite & une
longueur d’onde de 350 nm. La concentration de la solution injectée était de 5 mg/ml pour I’extrait

méthanolique et de 1 mg/10 ml de standard pur dans du méthanol.

11.2.4. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée par Zhishen
(Zhishen et al., 1999).

» Principe

Le dosage est basé sur la formation de complexes entre les flavonoides et le trichlorure

d'aluminium. Les complexes produits, de couleur jaune, absorbent dans le visible a 510nm.
» Mode opératoire

500uL des extraits bruts sont mélangés avec 2mL d'eau distillée, et additionnés de 150uL de
nitrite de sodium (NaNOz2) a 5%. Aprés Smin d’incubation, 100uL de trichlorure d'aluminium a
10% est rajouté au mélange. Apres une nouvelle incubation de 6min, ajouter 1mL de carbonate de
sodium 1M. Le mélange est complétement agité afin d'homogenéiser le contenu et I'absorbance de
la solution est déterminée a 510nm contre un blanc. Une courbe d'étalonnage est réalisée en

paralléle dans les mémes conditions opératoires en utilisant la quercétine comme contréle positif.
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La teneur en flavonoides totaux est exprimée en milligramme (mg) équivalent de quercétine par

gramme de matiere végétale seche (mg EQ/g MS).

11.2.5. Evaluation des activités biologiques

e Activité antioxydante

L’activit¢é antioxydante a ¢été évaluée par la méthode de piégeage du radical

diphénylpicrylhydrazyl (DPPH), selon les recommandations de Boulila (Boulila et al.,2015).
» Principe

La méthode au diphényle-picryl-hydrazyl (DPPH) est basée sur la réduction d’une solution
alcoolique de I’espéce radicalaire stable (DPPH) en présence d’un antioxydant, donneur
d’hydrogéne (AH), ce qui aboutit a la formation d’une forme non-radicalaire, le DPPH-H. La
réduction du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl, initialement violet foncé sous sa forme libre,

devient jaune pale aprés transfert d’électrons par des composés antioxydants.

Cette réduction qui se traduit par une diminution de I’absorbance de la solution de DPPHe

est suivie par spectrophotométrie a 515nm par rapport a un standard, 1’acide ascorbique.
» Mode opératoire

2mL d’une solution méthanolique de DPPH, préparée a 0,04gr/l, sont ajoutés a 1mL de
chacune des dilutions de D’extrait méthanolique et de 1’acide ascorbique. Aprés 60 min
d’incubation a I’abri de la lumicére, les absorbances sont lues a 515nm. Les courbes exprimant le
pourcentage de piégeage du DPPH en fonction de la concentration, en mg/mL, de I’extrait

méthanolique et celle de I’acide ascorbique sont tracées.

e Activité anti-inflammatoire

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

selon les recommandations d’Alhakmani (Alhakmani et al., 2013).
» Mode opératoire

Le mélange réactionnel est constitu¢ de 2ml d’extrait méthanolique de ’espéce étudiée a
différentes concentrations (100-500pg/ml) et 2,8ml d’eau distillée ajustée a pH= 6,4 (tampon

PBS), auquel est ajouté 2ml d’albumine d’ceuf. Le tout est incubé a 37°C pendant 15 minutes. La
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méme expérience est répétée avec l’acide acétylsalicylique, utilis¢é comme standard. La
dénaturation est induite en mettant le mélange réactionnel dans un bain-marie chauffé a 72°C
pendant 10 minutes. Apres refroidissement, 1’absorbance est mesurée a 660nm en utilisant I’eau

distillée comme blanc.

e Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne a été évaluée en deux étapes :

= La sensibilité des souches bactériennes aux différents extraits a été recherchée par la méthode

de diffusion sur disques.

» La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a été réalisée par la méthode

des micro-dilutions.

» Mode opératoire
= Test de sensibilité

Des suspensions bactériennes ont été préparées dans une solution physiologique a partir de
colonies jeunes (18-24H), en ajustant la turbidité & 0,5 McFarland. A I'aide d'un écouvillon stérile,
les bactéries en suspension ont été ensemencées sur une surface gélosée séche (gélose Mueller-

Hinton liquéfiée, coulée et refroidie dans des boites de Pétri).

Des disques stériles de papier (6 mm de diamétre) ont ensuite été placés puis imprégnés de
10uL d’extrait méthanolique. Les boites ont été incubées a 37°C pendant 24H.

La souche est considérée comme résistante pour un diameétre inférieur 8 8mm, modérément
sensible entre 8 et 14mm, sensible pour un diamétre d’inhibition entre 14 et 20mm et tres sensible

si le diametre est supérieur a 20mm.
= Détermination de la concentration minimale inhibitrice des extraits méthanoliques

Des suspensions bactériennes des cellules bactériennes jeunes ont été préparées dans des
tubes stériles, contenant de 1’eau physiologique & une valeur de 0,5 McFarland. Ces derniers,
doivent étre utilisés dans les 30min suivantes pour éviter le changement du nombre de cellules
bactériennes. Dans les puits des plaques de micro-tubes, on mélange 50l des différentes dilutions
des extraits méthanoliques, préparées dans le DMSO, avec 100ul de Mueller Hinton liquide (MH
liquide + rouge de phénol 20mg/ml et du glucose 20g/ml).
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On ajoute dans chaque puits, 50ul de chaque suspension bactérienne. Pour vérifier que les
résultats de sensibilité sont exacts, il faut inclure un témoin positif et un autre négatif pour chaque

souche. Les plaques ont été incubées a 37°C pendant 24H.
11.2.6. Analyse physico chimique

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

> Principe
La connaissance de I’extrait sec du produit est trés importante dans la mesure ou elle peut
expliquer le comportement de la matiere et son interaction avec le milieu externe. La détermination

de la matiére séche est basée sur la perte d’eau suit a une dessiccation.

» Mode opératoire

On séche les capsules avec leurs couvercles dans 1’étuve pendant 30 minute a 105°C puis

les refroidir dans un dessiccateur (Annexe 111.2).
On met 2g d’échantillon dans les capsules puis les étuvés a 105°C jusqu’a poids constant.

Formule et calcule :

M : Matiére séche.

M seche = [ (M1-mo/ Pe] x 100

Pe : Masse de la prise d’essai.
mo : masse de la capsule vide et couvercle.
mz1 : masse de la prise d’essai et capsule avec couvercle sortie d’étuve.

W : teneur en eau.

W= 100- M séche

e Détermination des cendres brutes -NA 650 (calcination)-

» Mode opératoire

Chauffer les capsules dans le four pendant 30 minutes a 550°C, puis on pese.
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Mettre 2g de I’échantillon dans les capsules refroidi puis incinérer dans le four a 550°C

jusqu’a poids constant (Annexe 111.4).

> Formule et calcule

C : cendre.

C = (m2-mo) x 100/m1

Mo : poids de la capsules vide.
ma : poids de la prise d’assai.

M2 : poids de la prise d’essai apres four.

e Teneur en matiére grasse — Extraction au Soxhlet-

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

» Mode opératoire
e Extraction : on met 2g d’échantillon dans un volume d’éther de pétrole, on le laisse
pendant quelques heures ou une nuit.
e Distillation : Distillation I’éther de pétrole a I’aide d’un rota vapeur.
e Etuvage : étuvé le ballon avec son résidu pendant 1 heure, puis peser a chaque fois jusqu’a
poids constant (Annexe 111.7).

» Formule et calcule
MG : Matiére grasse exprimé en %.

MG = (m- mo) / Pe x 100

m : masse du ballon avec résidu.
mo : masse du ballon vide.

Pe : masse de la prise d’essai.
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e Teneur en protéine brute — méthode de Kjeldahl —

> Réactifs

X/
°e

Sulfate de potassium

X/
°e

Sulfate de cuivre Il penta Hydrate.

/7
*

Acide sulfurique pure.

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

/7
*

X/
°e

>

X/
*

» Mode opératoire

e Minéralisation :
1g d’échantillon + 15g de sulfate de potassium + 1g sulfate de cuivret 25ml

H2SO4 chauffer, aprés apparition de couleur verte compter 2 heures, et on ajoute 50ml eau.
e Distillation :

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

Plonger I’extrémité de réfrigérant dans 25ml de H2SO4 + rouge de méthyl.

Titré avec le NaOH: 0.1N

Virage du rose au jaune

> Formule et calcule

P : protéine exprimée en %

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

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

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

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

plongeées dans le produit a analysées.

» Mode opératoire

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

» Expression des résultats

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

valeurs enregistrées.

NB : Avant chaque nouvelle mesure, on rince soigneusement I'électrode avec I'eau distillée et

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

e Glucides Extraits secs

A
[ |

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

e Valeurs énergétiques
Kcal : la somme (matiére grassex9 + proteinex4 + glucidesx4)

Kj : la somme (matiere grassex37 + proteinex17 + glucidesx17)

e Sel (Nacl)

» Mode opératoire

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

On remarque le virage des couleurs vers le rouge brique

» Formule et calcule
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(V de la chute x la concentration de AgNo3 x la masse molaire du sel (Nacl) 5.85) / (la prise

d'essais)

e Teneur en fibre (cellulose)

> Réactifs
Solution de H2SO4 : 0.13 mol/I.
Solution de NaOH: 0.23 mol/I.

» Mode opératoire

-Peser le creuset vide. Noter la masse.
-Digestion acide : Bouillir 2g d'échantillon dans 150ml H2SO4 : 0.13mo1/I pendant 30 minutes

puis filtrer et laver avec I'eau chaude 3 fois.

-Digestion basique : Bouillir le résidu filtré dans 150ml NaOH : 0.23molll pendant 30 minutes

puis filtrer et laver avec I'eau chaude 3 fois.

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

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

» Formule et calcule

C : cellulose exprimee en %

C= (b-c) /m x100

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

e Calcium

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

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

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

2,004 xV1x CX \%
m V2
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V1 : volume en ml de la solution de permanganate de potassium
V : volume en ml de la fiole jaugée (250ml)

V2 : volume en ml de la partie aliquote

m : est la masse de la prise d’essai de 1’échantillon.

La spectroscopie de flamme est une technique analytique utilisée pour la détermination qualitative
et quantitative d’un ¢lément dans un échantillon .dans cette méthode 1I’échantillon, sous la forme
d’un liquide homogeéne, est introduit dans une flamme ou des réactions thermiques et chimiques
créent un atome "libre” capable d’absorber, émettant ou fluorescent a des longueurs d’onde
caractéristiques.

Les radiations émises par une lampe a cathode creuse réalisée avec I’élément a doser, traversent
une flamme air-acétyléne dans laquelle on pulvérise la solution de 1’échantillon a analyser. Les

¢léments dissociés de leurs composés chimiques et a I’état fondamental absorbent les radiations
provenant de la lampe a cathode creuse, d’ou abaissement de 1’intensité de la lumiére regue par

le photomultiplicateur.

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

Absorbance =log ;—": K.C.L

I_: intensité du rayonnement incident émis par la source lumineuse

I, : intensité du rayonnement émis (quantité non absorbée)

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

L : longueur du trajet optique

En pratique :

Pour la détermination des concentrations des échantillons la loi de Lambert beer est simplifiée a :

A-f(c)

A : absorbance de I’échantillon

C : concentration de 1’échantillon

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

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

e Analyse du magnésium :

Longueur d’onde : 285.2 nm gamme d’étalon : 0,1-0,4 mg/I
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e Analyse du potassium :

Longueur d’onde : 766.5 nm gamme d’étalon : 0,4-1,5 mg/I
e Analyse du sodium :

Longueur d’onde : 589 nm gamme d’étalon : 0,4-1,5 mg/I
e Analyse du fer:

Longueur d’onde : 248.3 nm gamme d’étalon : 2-9mg/I
e Analyse du plomb :

Longueur d’onde : 217 nmgamme d’étalon : 2.5-20 mg/I
e Analyse du cadmium :

Longueur d’onde : 228.8gamme d’étalon : 0.2-1.8 mg/I

e Analyse du chrome :
Longueur d’onde : 357.9gamme d’étalon : 2-15 mg/I
e Analyse du mercure :
Longueur d’onde : 253.7 nmgamme d’étalon : 20-100 mg/I

Le mercure étant un élément volatil, I’échantillon est traité directement par voie humide a
I’aide de D’acide chlorhydrique, puis injection de 1’échantillon dans le spectromeétre
d’absorption atomique équipé d’un systéme de réduction par le tétrahydroborate.

11.2.7. Analyse microbiologique

o Détermination des coliformes

Ils ont été¢ déterminés selon la méthode ISO 4832. La recherche repose sur 1’utilisation du
Nombre le Plus Probable (NPP). Le Bouillon Lactosé Bilié au Vert Brillant (BLBVB ; Ox0idCM
31) a été utilisé comme milieu d’incubation et I’ensemencement a été réalisé¢ dans la masse de la
geélose a raison de 1 ml des dilutions 10-1 et 10-2. L’incubation a été faite a 30 °C = 1 °C dans une
étuve de marque Memmert pendant 24 a 48 heures.

e Détermination des levures et des moisissures

Elles ont été déterminées selon la méthode 1SO 7957. Le milieu de culture utilisé est la gélose
glucosée a I’oxytétracycline et I’ensemencement a été fait a raison de 0,1 ml de la suspension-

meére en surface de la gélose et étalée. L’incubation a été faite a 25 °C + 1 °C dans une étuve de
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marque Memmert pendant 5 jours et la lecture a été faite tous les jours. Les levures, colonies
muqueuses et brillantes ont été reprises et réisolées sur la gélose Sabouraud, puis soumises a une
indentification compléte a 1’aide de la galerie ID 32 C. Quant aux moisissures elles ont été

identifiées apres purification et culture en couche a I’aide des clés.
e Détermination des spores de Clostridium sulfito-réducteurs

Elles ont été recherchées selon la norme ISO 7954. Cing millilitres du milieu Bacto-
SulfiteAgar et 1 ml de la suspensionmere ont été pasteurises a 80 °C dans un autoclave de marque
Bosch pendant 10 mn. Les colonies caractéristiques de Clostridium sont de couleur noire

(formation du sulfure de fer) et restent le long ou au fond du tube.
e Détermination des Salmonella sp

La méthode utilisée est celle de la norme 1SO 6579. Elle a consisté a ajouter a la PFMo de
I’EPT. Ainsi, le mélange obtenu a été considéré comme le pré-enrichissement qui a été incubé a
37 °C = 1 °C dans une étuve de marque Memmert pendant 24 h. Ensuite, un millilitre du mélange
pré-enrichi a été incubé dans 9 ml de Rapaport-Vassiladis et incubé a 37 °C £ 1 °C dans une étuve
de marque Memmert pendant 24 h. Le mélange ainsi obtenu a été incubé a 37 °C £ 1 °C pendant
24 h sur la gélose HEKTOEN. Les colonies suspectes (incolores ou incolores centre noir) ont été
isolées a nouveau sur la gélose KLIGER (Hajna). L’identification a été réalisée a ’aide de la
Xylose Lysine Décarboxylase (XLD) et de la gélose Triple Sugar Iron (TSI). Le test de I’uréase a

été fait pour confirmer les Salmonella, sachant que Salmonella est uréase négative.
e Détermination de Staphylococcus aureus

Ces bactéries ont été dénombrées selon la norme NF EN ISO 6888-1 (1999). 0,1 ml de la
suspension mere a été étalé sur la gélose Baird-Parker (BP OXOID CM0275) supplémenté avec
50 ml d’émulsion de jaune d’ceuf dans 1000 ml de milieu de culture. L’incubation a été faite a 37
°C+ 1 °C pendant 24 h. S. aureus donne des colonies noires, brillantes, convexes, de 1,5 mm de

diamétre, entourées d’un halo clair (protéolyse) de 2 mm a 5 mm.
11.2.8. L’analyse des dangers

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

d’établir un plan de surveillance convenable (Figure 20).
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Figure 20 : Diagramme d’Ishikawa

Cette étape se caractérise par I’identification :

De la nature des dangers : physique, chimique ou biologique.

* Le niveau de risque de chaque danger.

* Les différentes causes de ces dangers et les mesures préventives afin de les biens contrdler.

» L’évaluation de ces dangers, se fait suite a la détermination de I’indice de criticité selon la

formule suivante et le tableau en (Annexe 2 ; 3) :

Criticité = Gravité x Fréquence d'apparition

La détermination des (PRP PRPO) ou (CCP) dépend de cette criticité (Annexe 4) :

e PRP : Programme Pré requis ou les dangers peuvent étre régler avec une bonne hygiéne

e PRPo : Programme Pré requis Opérationnelle : C’est une étape de la chaine alimentaire ou

il est possible de mettre en place une mesure de maitrise.
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e CCP : Point Critique de Controle : C’est une étape de la chaine alimentaire ou il est

nécessaire de mettre en place une mesure de maitrise avec une limite critique dans ce cas

le produit vas étre annulé
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111.1. Qualité du Produit

111.1.1. Identification des Principes actifs de Moringa oleifera

L’identification des flavonoides « quercétine et kaempferol » du Moringa oleifera a été

effectuée par ’'HPLC. Les résultats obtenus sont présentés, ci-dessous :

Datafile Name:ECH Flavwo Moringalcd
Sarmrple MamecECH Flavo Maoringal01

'
¥£CH Flawo Moring a.lcd Detector A 350nm

-En3
100 T T [ T T 7 1 T T T T ] T

o0 50 10,0 15,0 20,0 250 30,0 350 40,0 450 50,0 55,0 min

Figure 21 : Chromatogramme d’HPLC (Originale )
Tableau V : Les résultats explicatifs du chromatogramme d’HPLC ( Original )
Tr(min) T standara (Min) |dentification
2,720 / Non identifié
3,260 3.338 Acide chlorogénique
3,704 / Non identifié
5.885 Isoquercétine

6,046
6,757 / Non identifié
7,497 / Non identifié

Les résultats obtenus par I’analyse qualitative d’HPLC qui sont présentés dans le tableau V

peuvent confirmer la présence des molécules bioactives acide chlorogénnique et 1’isoquecetine.
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Cette derniére est une dérivée de la quercétine dans le Moringa oleifera auquel le Tr 6.046 min est

proche du Tr standard 5.885 min.

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

e Acide chlorogénique (79.31 mg/g)
e Quercetine (137.81 mg/g)

e Isoquercitrine (75.65 mg/q)

e Kaempferol (106.75 mg/q)

Ses résultats Margareth et al., (2015) montrent la présence de la molécule bioactive kaempferol
dans les feuilles de Moringa oleifera, dans notre cas on n’a pas pu identifier cette molécule en

raison de manque de 1’étalon (kaempferol) (Margareth et al., 2015).
111.1.2. Dosage des Flavonoides

Les taux des flavonoides des extraits de quatre espéces ont été calculés a partir de la courbe
d’étalonnage, tracée en utilisant la quercétine comme standard (Figure 22). Ils sont exprimeés en
termes de mg EQ/gr MS (Tableau VI). Les résultats de dosage des flavonoides effectuée sur les

quatre especes sont présentés ci-apres :

0,14
y=0,530x+ 0,092
r2=0,976 /0
0,13 - 5
e
o ®
S 0,12 —
= e
[ _~
S &
2011 | -
&
-
e
0,10 >
0,09 - T |
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
Concentration (mg/ml)

Figure 22 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides ( Originale )
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Tableau VI : Teneurs en flavonoides des extraits méthanoliques. ( Original )

Espéce Armoise Brocoli Moringa Ortie

Teneur en mg EQ/gr

MS 3,725 2,586 12,547 4.882

D’apreés les résultats obtenus, on déduit que le Moringa oleifera présente le taux le plus élevée
de teneurs en flavonoides qui enregistrent 12.547 mg EQ/g par rapport aux autres plantes (Armoise
3.725 mg EQ/gr, Brocoli 2.586 mg EQ/gr, Ortie 4.882 mg EQ/qgr).

Nos résultats rejoignent les résultats de Fachriyah et al., (2020) qui montrent que 1’extrait de
Moringa oleifera Indonésien représente 10.77 mg EQ/gr des flavonoides qui ont enregistré un

teneur élevé par rapport aux autres plantes (Fachriyah et al., 2020).
111.1.3. Evaluation des activités biologiques

Nous avons évalué les activités biologiques (antioxydante, antiinflammatoire et
antibactérienne) pour chaque plante étudiée afin de valoriser les effets des plantes. Les resultats

obtenus sont les suivants :
e Activité antioxydante

L'activité antioxydante des quatre especes été évaluée par le test de DPPH. Les courbes de
piégeage antioxydantes tracées en utilisant 1’acide ascorbique (Figure 23) et la méthode de piégeage
du radical DPPH comme étalon en fonction de la concentration de I’extrait de chaque plantes

(Figure 24, 25, 26, et 27), et sont exprimés en mg/ml (Tableau VI1).
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Figure 23 :

Pourcentage de piégeage du radical DPPH en fonction de la concentration de 1’acide

ascorbique( Originale )
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Figure 24

Pourcentage de piégeage du radical DPPH en fonction de la concentration de I’extrait

méthanolique du brocoli(Originale)
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Figure 25 : Pourcentage de pié¢geage du radical DPPH en fonction de la concentration de 1’extrait
méthanolique du moringa( Originale )
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Figure 26 : Pourcentage de piégeage du radical DPPH en fonction de la concentration de I’extrait
méthanolique de 1’armoise ( Originale )
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Figure 27 : Pourcentage de piégeage du radical DPPH en fonction de la concentration de 1’extrait
méthanolique de I’ortie (Originale)

Tableau VII : Valeurs des concentrations inhibitrices a 50% (IC50) (Activité antioxydante) (Original)

Espéce Am%e Armoise | Brocoli | Moringa | Ortie
ascorbique
IC50 (mg/ml) 0,040 0,052 0,058 0.042 0,044

Les résultats d’activité antioxydante des différentes plantes étudiées montrent que, le brocoli
et I’armoise présentent des valeurs proches et élevées par rapport aux autres plantes et au standard

utilisé (Acide ascorbique) qui enregistre une valeur de 0.040 mg/ml.

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

oxydant, avec une valeur de 0.06mg/ml (Argolo et al., 2012).

e Activite anti-inflammatoire
Les quatre plantes constituent une source potentielle de molécules bioactives qui empéche la
dénaturation des protéines tissulaires. L’aspirine est utilisée comme standard (Figure 28). Les

résultats de 1’activité anti-inflammatoire de ces plantes sont représentés dans les figures 29, 30,

31, et 32 et le tableau VII1.
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Figure 28 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines en fonction de la concentration de
’aspirine ( Originale )
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Figure 29 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines en fonction de la concentration de
I’armoise (Originale)

58



| Chapitre 111 : Résultats et Discussion

Inhibition [%)

14D

120 4

g

==}
=

3]
=]

4 4

20 4

0.1

¥ =283, 158x-12,001
1.
= 0,974 - -
*‘__.-'"'?f
-'_’-J'-'-I-
.-'-".---.
.
0.2 03 0.4 0.5 0,6
Concentration [mg,/ml}

Figure 30 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines en fonction de la concentration du

brocoli( Originale )
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Figure 31 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines en fonction de la concentration du

moringa ( Originale )
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Figure 32 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines en fonction de la concentration de

I’ortie(Originale)

Tableau V111 : Valeurs des concentrations inhibitrices a 50% (1C50) (anti-inflammatoire) (Original)

Espéce

Aspirine

Armaoise

Brocoli

Moringa

rtie

1050 {mg/ml)

(302

0,193

e

0,154

0137

Les analyses de ’activité anti-inflammatoire effectuées pour les plantes (Armoise, Brocoli

Moringa, et Ortie) montrent que toutes ces plantes possedent une activité anti-inflammatoire, le

brocoli présent le taux élevé 0,219 mg/ml par rapport aux autres plantes et qui est proche du taux

de standard utilisé 0,302mg/ml (Aspirine).

L’étude de Nidaye et al., (2016) consiste a la mise en évidence de I’activité anti-

inflammatoire de sous-fraction methalonique des feuilles de Moringa oleifera. Les résultats de

cette étude montrent et confirment que les feuilles de Moringa oleifera possedent majoritairement

des substances chimique polaire a activité anti-inflammatoire. Nos résultats sont en accord avec
ceux de Nidaye et al., (2016).
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e Activité antibactérienne
L’activité antibactrienne avec les extraits de quatre plantes (Armoise, Brocoli, Moringa, et

Ortie) a été réalisée, en mesurant la concentration minimale inhibitrice (CMI) (Tableau 1X).

Tableau IX : Sensibilité et CMI (mg/ml) des souches bactériennes testées aux extraits

méthanoiques des cing espéces étudiées ( Original)

Espice bactérienne Espéce végétale Armoise | Brocoli | Moringa | Ortie
Acinetobacter baumannii NDM-1 2.1 2.2 2.2 R
Enterococcus faecalis ATCC 29212 2.5 2.2 R R
Escherichia coli ATCC 25922 4 5 333 4
Escherichia coliATCC 8739 2.9 29 29 R
Klebsiella pneumoniae R 6,25 2.5 R
Salmonella  typhimurium ATCC

14028 4 R R R
Serratia marcescens S.N.D 5 R 2.5
Staphylococcus aureus ATCC 25923 5 R 4 2.5
Staphylococcus aureus ATCC 6538 S.N.D 2.9 6,25 4

R — résistant. S.N.D — souche sensible mais la CMI n’a pu étre déterminée.

NB : NDM — New Delhi métallo-béta-lactamase (carbapénémase).

Les résultats d’activité antibactérienne de nos plantes sont divers commengant par le
Moringa oleifera, nous avons constate, qu’il a une forte activité antibactérienne avec toutes les
bactéries présentes dans le tableau mis a part I’Enterococcus faecalis ATCC 29212 , Salmonella
typhimurium ATCC 14028 , et Serratia marcescens, qui sont résistante au moringa oleifera
contrairement & I’ortie dont la plus part des bactéries sont résistantes a part Escherichia coli ATCC

25922 , Serratia marcescens , et Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Nous pouvons déduire que, I’ortie n’a presque aucun pouvoir antibactérien, tandis que, le
moringa, I’armoise et le brocoli ont un pouvoir antibactérien élevé, donc, on peut fabriquer un

antibiotique avec une des plantes citées precédemment.
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111.1.4. Analyse physico chimique
Pour confirmer la valeur nutritionnelle de Moringa oleifera, nous avons réalisé des analyses

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

Tableau X : Résultats des analyses physico-chimiques de la poudre de Moringa oleifera. (

Original )
Parametre Unité Résultat Référence
Glucide 0/100g 49.73 -
_ _ _ 9/100g 6.34 Méthode de Weend
Fibre alimentaire
Protéine 0/100g 15.95 Méthode de Kjeldah
Matiére grasse 0/100g 11.66 Extraction Soxhlet
Sel (Nacl) g/100g 0.59 Méthode de Mohr
Valeur énergétique Kcal/100g 367.66 -
Kj/100g 1547.98 )
PHa10% (20°C) - 5.32 PH-métre
Extrait sec 0/100g 90.73 Etuvage
Humidité g/100g 9.27
Cendre 0/100g 13.39 Calcination
Métaux lourds
Teneur en Fer 9/100g 0.026
Teneur en Plomb 9/100g Non détectable
Teneur en Chrome g/100g Non détectable
Teneur en Cadmium 9/100g Non détectable
Teneur en Mercure 0/100g Non détectable
Sodium 0/100g 2 Spectrophotométre a
flamme
Potassium g/100g 1.96 Spectrophotométre a
flamme
Calcium 9/100g 0.55 Spectrophotométrie
Magnésium g/100g 0.37 Spectrophotométrie

Nos résultats obtenus montrent que, les valeurs nutritionnelles et énergétique du moringa
oleifera d’origine Algérien sont élevés par rapport a ceux de 1’étude de Diagne et al., (2005), dont
le Moringa Nigérien est trés connu mondialement par ses propriétés qualitatives ; concernant le
calcium et le magnésium, ainsi que, le fer, ils sont dans les normes ; avec une zéro détection de

métaux lourds qui veut dire que cette plante ne provoque aucune toxicité (Diagne et al., 2005).

Suite a I’é¢tude de danger de la norme ISO 22000, on peut déduire que le mauvais séchage ou

stockage de la plante met en conséquent le taux d’humidité plus élevé par rapport a la norme.
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111.1.5 Formulation et Fabrication

e La formulation

Vu les résultats de différents parameétres d’analyses des activités biologiques, nous avons
réalisé une formulation d’un complément alimentaire a base de Moringa oleifera et la plante qui
nous a le plus ébahi, c’est I’ Artémisia annua, dont les résultats sont remarquables, nous pouvons

retirer de ce dernier que 1’ Artimisia annua est :

> Riche en flavonoides valables de « 3,725 mg/ml » ;
> Tres grande activité anti-oxydante valable de « 0,052 mg/ml » ;
» Un pouvoir anti-inflammatoire valable de « 0,193 mg/ml ».

De plus pour que notre formulation soit plus stable et plus sdre, nos résultats ont été rapporté
avec un autre parameétre, qui a confirmé la présence et I’identification de la molécule bioactives de

I’ Atemisia annua « I’artemisinine » par HPLC (Annexe 1V).
e Lafabrication

Apres la formulation, dont on a élaboré notre produit en fonction des allégations souhaité et

sélection de la matiere premiere la plus adaptée.
» Fabrication

Fabrication a grande échelle de notre complément alimentaire au format désiré a I’aide des

gélules manuelles qui peut produire 400 gélules a la fois (Annexe V.2).

» Conditionnement
Accompagnement d’une boite en plastiques comme packaging pour nos conditionnements

(Annexe V.4).

» Etiquetage

Nous méme profiler notre étiquette grace a un logiciel et I’imprimer dans un papier autocollant

de bonne qualité (Annexe V. 3).

» Controéle qualité
Tracabilité des matieres dans les résultats précédent et contrdle minutieux du processus de

fabrication.
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111.1.6. Analyse microbiologique

L’analyse microbiologique pour la matiere premiére et de produit fini est une étape
indispensable dans notre projet afin d’assurer la qualité de notre complément alimentaire. Les

résultats sont représentés dans le tableau X1 (Annexe VI) :

Tableau XI : Résultat d’analyses microbiologique de la matiere premiére (Original)

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

Coliformes 00 1l Il 1l 1l NF V08- <100

thermotolérants 017

Levures et 2500 1 I 1 1 ISO 7954

Moisissures / ¢ <10000

Clostridium S.R a 00 /1l Il /1l /! NA 15176 <100
46°C

Salmonella / 259 Abs I Il 1 1 ISO 6579 Abs dans 259
Staphylococcus 00 I I I I ISO 6888-1 /
aureus

Selon la bonne pratique de la norme 1SO 22000 durant tout le processus de fabrication de la
matiére premiere au produit fini ce qui induit aux bons résultats et 1’absences de différentes especes
bactériennes mis a part les levures et moisissures qui sont la conséquence d’une humidité élevée.

Tous ces tests d’analyse sont exigés par la norme 1SO 22000.

Suite au bon séchage effectué pour notre matiére premiére, on a pu obtenir les résultats suivants
qui montre que le taux de levures et moisissures sont diminuer avec une valeur de 1700 g (Tableau
XII).

Ce qui confirme I’origine et le seul probléme durant tout notre travail.
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Tableau XI1 : Résultat d’analyses microbiologique de produit fini (Original)

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

Coliformes 00 I I Il Il NF V08- <100

thermotolérants 017

Levures et 800 I Il 1 1 ISO 7954

Moisissures / g <10000

Clostridium S.R a 00 1 I Il Il NA 15176 <100

46°C

Salmonella / 25¢g Abs 1 I 1 1 ISO 6579 Abs dans 259

Staphylococcus 00 I I I I ISO 6888-1 /

aureus

I11.1.7. L’analyse des dangers

Pour notre cas, on remarque dans les analyses physico-chimiques que le taux de I’humidité est

élevé, donc la criticité de dangers biologique est :
Criticité = Gravité est de 2 x Fréquence d'apparition est de 4 car c’est trés fréquent = 8

Donc, on détermine un PRPO ou on aura besoin d’un bon séchage avec un déshydrateur pour

ne pas retomber dans un tel risque (Annexe VI1.1).
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Conclusion

La consommation des compléments alimentaire a explosé ses derniéres années de ce fait de
peu nombres de sociétés en Algérie sont lancées dans leur commercialisation leurs action

principale a touché le coté marketing.

De notre part en tant que biotechnologue on a participe sur le plan scientifique grace a 1’étude
bibliographique qu’on a utilisée comme base de ressources ( le Moringa oleifera , la signalisation
approfondie de ses molécules bioactives ) et principalement gréace a la norme 1SO 22000 avec
I’intégration de HACCP la fabrication d’un complément qui est conforme ; cette norme nous a
obligé d’effectuer de différentes analyses pour confirmer, assuré aux consommateurs un

complément alimentaire de bonne qualité.

L’étape la plus importante, c’est celle qui nous a permis de manipuler et interprété les
différentes analyses intéressantes, telles que, les analyses physico-chimiques et valeurs
nutritionnelles qui nous a affirmé que le Moringa oleifera est un reméde pour les anémiques. Ainsi,
I’identification des principes actifs nous a permis de confirmer 1’étude bibliographique, la présence
la molécule bioactive par HPLC « Quercetine» en dépit du « Kaempferol» qui est
malheureusement n’est pas été détecté par manque d’étalon, tandis que, la présence des flavonoide

totaux par la méthode de dosage.

L’évaluation supplémentaire Des activités biologiques ( antioxydante, anti-inflammatoire,
et antibactérienne ) ont été effectuées pour valoriser notre complément alimentaire et pour
choisir une plante a partir de trois formulations, la plante qui a été élu, c¢’est I’ Artemisia annua en
raison de son pouvoir phénolique et de ses activités biologiques et flavonoides de plus son étude

est plus stable par I’identification de son principe actif.

On peut conclure en tenant en compte les résultats de ces analyses que notre complément
alimentaire a des effets antianémique, antioxydante et anti-inflammatoire, sain et sdr et de bonne

qualité.
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Reconnaitre I’importance des différents végétaux médicinaux pour lutter contre la
malnutrition et développer le tissu socio-économique du secteur agronomique de 1’ Algérie
Mettre a disposition le Moringa Oleifera par un approvisionnement local pourrait permettre
I’émergence de solutions pour lutter contre la malnutrition susceptible de toucher un
nombre conséquent de foyers

Evaluer la viabilité de la filiére et ses conditions, et de proposer des recommandations
d'actions comme désigner des producteurs pilotes, programmer des volumes de production,
fixer des prix de référence ou encore créer des supports de sensibilisation

Etablir des laboratoires spécifiques et fournir, faciliter aux étudiants la recherches
phytothérapeutiques
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Annexes :

Préparation de la poudre de plante :

1.1.Sécheuse

1.3.Grand tamis

1.5.Grand broyeur

I.2.Récipient en inox

1.4 .Petit tamis

1.6.Petit broyeur




1.8.Alcool

1.7 Cristallisoir

1.10.Feuilles de Moringa Oleifera a broyer

1.11.0Obtention de la poudre de Moringa Oleifera




NN 7y |

I.12. Tamisage de la poudre de
Moringa oleifera

1.13.Jeter la poudre non tamisé (non
homogéne) dans un sac spécialisé

I.15.Mettre la poudre dans un sac
sous-vide

I.16.Pesage de 5009 de poudre de
Moringa oleifera




1.17.Conditionnement de la poudre en placant la poudre bien homogene dans le sac
sous-vide dans la machine a sous-vide

1.18.Feuilles et poudre de Moringa
Oleifera étiquetée bien protégée




I1. Extraction des principes actifs :

11.1. Ethanol a 100%

11.3. Pesé 150g de la poudre
de plantes

/] "‘\
‘

11.2. Etuves graduées

I1.4. Transfert de la poudre
dans I’erlenmeyer

I1.5. Versement de 1’éthanol a
80% dans la poudre

11.6. Erlenmeyer étiqueter et laisser agir

I1.7. Bouteille pour filtrer ’extrait




11.8. Filtrage de I’extrait éthanolique

11.9. Bouteille étiqueter et mise au réfrigérateur




I11. Annexe des analyses physico-chimiques :

I11.1. pH -métre

111.2. Dessiccateur

I11.3. Balance Analytique




111.4. Four a Moufle

I11.5. Etuve

I11.6. Appareil de Kjeldahl




I11.7. Extraction soxhlet

111.8. Titrage du sel

I11.9. Spectrophotométre

111.10. Photométre a flamme




I'V. Identification du principe actif de I’ Artémisia Annua :

Identification et quantification de I’artemisinine par la chromatographie liquide a haute

performance :

e Colonne: C18
e Phase mobile : Acétonitrile : eau (70 : 30)

e Standard : 5 mg/ ml (Artemisinine / Methanol)
e Débit: 0,6 ml/ min
e Température : 45°c
e A:210nm
e Volume injecté : 10 pl

1. Dilution de la solution d’ Artemisinine de la courbe d’étalonnage :

18000000

16000000

14000000

12000000

10000000

8000000

6000000

N° de la dilution Temps de Air sous la courbe Moyenne
rétention

01 7,794 3523962
01 5 mg /ml 77 3520259 3515371,67
01 7,770 3501912
02 7,735 6548390
0z | 10mg/ml 7,127 6526915 6530714
02 7,712 6516837
03 7,669 16161313
03 25mg / ml 7,678 16232052 16218455,3
03 7,683 16262001

4000000

2000000

0

y = 637622 + 253221
R? = 0.9998

Series1

Figure. Courbe d’étalonnage de I’artemisinine.

2. Quantification d’artemisinine dans les différents extraits :

N° de la dilution Air sous la Moyenne Concentration calculée
courbe (mg/ml)
95895739
Extrait A 11524883 11057512 16,94467
11651915
11888601
Extrait B 10284137 10829049,3 16,5863605
10314410
2706742
E. reflux 2724139 2709159,67 3,8517157
2696598




V. Annexe fabrication :

V.1.0n monte le premier bout des gélules dans la géluleuse on
remplit notre poudre dans cette derniere puis on fixe bien le deuxieme

V.2. On a obtenu 400 gélules dans un essai
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V.3.Infographie de 1’étiquette

V.4.0n met nos gélules dans des
boites en plastics bien désinfecté




VI. Analyses Microbiologique :

VI1.1. Levures et moisissures

VI1.3. Staphylococcus

VI1.2. Salmonella




VII. Analyses des dangers

F - Fréquence
D - Détectabilité
R : Reésultat

S : Significatif et NS : Non Significatif

[Fréquence
Trés 1
frequent
3
fréquent
probable 2
Ra 1 2 3 4
re
1 2 3 4
Presque [Légers . s
imperceptible [symptimes ou TIAC :grave H“plt?hsa" Gravité
TIAC avec séquelle on et risque
bénigne iou pas de
mortalité
MNotation :
G : Gravité

VII.1. Evaluation des Evaluation des dangers selon le coefficient de la criticité




[Etapes Nature des Criticité [Les causes de |[Les mesures de
dangers dangers aitrise
G [F [ R
Biolosi -
Contamination
par des 1 1 1 | NS | - Malrespect | -Demande de fiches
MICTOOrZaANIsmes des conditions | technique aux
ou par des d’hygiéne fournisseurs comme
parasites. concernant le | les bulletins
Chimigque - transport et le | danalyses
Meétaux lourds stockage. microbiologiques et
(fer, merc‘ulfe, 111 1 | NS toxicologique.
plomb), résidus
des pfastlmdes. ~Contréle physique
Réception de mmmnmﬁm NS ;{e 1’?‘5«‘5‘ 1té de
la MP par des corps 111 |1 emballage
etrangers -Inspection visuels
(b ouf, en cours de
poussiéres...) .
R . quarantaine
Allergique 2
-Présent dans les 3 v
intrants 1 |1 |1 | Ng| -Constituant _} _Lr_1d1qucr ot
Prévenants naturels I’étiquetage
dune —$ub5tancas
cont ination ajoutes
-Allergéne
Biologique :
Rien a -Non martrise | —ytilisation d’un
signaler de température | systéme de
Mise en Chimique : de stockage ventilation
quarantaine Rien a approprié
signaler 111 |1 | NS -Entretien de surface
Physique :
Température trés
faible ou trés
Elevée.




Bioloziane -

Contamination | Mal respect de
par des NS |programme de -fiches

Stockage en m.icroorg:mi%mes ﬁ?ﬁ:ﬁoﬁ d=i.-nt-ervention anti-

magasin MP ou des parasites nuisible
-L attaque de -dossier
matiére premiére dératisation
par les rats. respects de la
Chimique température du
rien 2 signaler stockage
Physique :
-Déchirures de
I'emballage par NS “Non maitrise | “Tespects du
les chocs de température | Programme des flux
mécaniques de stockage matiéres
pendant le -utilisation d’un
transfert. systéme de
Humidite ventilation

Approprié
Biologique :
-Altération -Non-respect - Respect des
d’origine des conditions | bonne BPH et BPF.
microbienne d’hygiéne - Contréle de 1'état
-Contamination -Non-respect de propreté des
Meélange due au mauvais 5 de programme mains des

nettoyage des de nettoyage manipulateurs
mains ou et désinfection
d’équipement. -Non-respect -Respect du
-Contamination du programme | diagramme de flux.
croisée de flux -Utihisation de
Chimigque - désinfectants agrées
Rien a signaler et respects du mode
Physigue d’emploi
Présence des -Non-respect
corps étrangers NS|des  bonnes
(morceau de pratiqgues  de
cheveux, byjousx, fabrication

poussiéres )




Biologique : -Nen-respect - Former le
Contaminatt 12| 8 Des personnel sur les
due au mauvais bonnes bonnes pratiques
nettoyvage des pratiques d"hygiene.
Conditionnement mainis ou d'hygiéne. - Procéder a la mise
primaire d’égquipement. - Respect du en place d*un
Bhysique - programme systéme de
Poussiéres_ corps 5 | Ng de nettoyage nettoyage et de
etrangers, effet des désinfection
personmnel équipements concernant les
Chimigue ; et r-naténam; équipements
Rien  signaler qui sont - Non-respect de
Autres 12 s directement programme
Incertitude de en contact d’étalonnage
mesure avecle -Respect de la dose
produit. recommandée
-Erreur de
Pesée.
Biolozi -
Rien a signaler
Mise sous blister | Chimique -
Rien a signaler
Physique -
Rien a signaler
Biolosi -
Rien a signaler
Conditionnement | Physique -
secondaire| Rien a signaler
Chimique - - | NS
Rien a signaler
Biolosi -
Rien a signaler - | NS
Chimi .
Stockage des PF | Rien 3 signaler
Physique -Non-respect | -Contrdle de
Température de 1 | NS | ge tempe .
pérature | température de
stockage de stockage stockage

VIL.2. L’évaluation des types de dangers




{-1) : minime | (0) Moyenne | {(+1) : Forte

Est-ce que |la mesure de maitrise est cifique a 'environnement , procede ou
produit ?
(-1} : ’environnement ‘ (0) : le procéde (+1) : le produit

(-1) : Faible ‘ (0) : Moyenne | (+1) : élevée

{-1) :En discontinu (0) ou (+1) : En continu |

(-1) : pas bloguant | (0) ou (+1) : Bloguant |

VI1.3. L’arbre de décision de la détermination présenté par la norme

Protiénes

Magnésium

: Chach H ., Adour A 2020-2021

VI1I1.4. Fiche publicitaire




