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Introduction

Introduction

Les plantes sont des ressources naturelles végétales, consommées pour leurs
propriétés médicinales et nutritives. Actuellement, les recherches scientifiques s’intéressent
a ce type de plantes. Celles-ci ont pu marquer leur réle important dans le développement
social, et ce par I’augmentation de la rentabilité économique et la réduction de la pauvreté

grace a leur utilisation a la fois vaste et diversifiee . (Souad Alaoui 1., 2016).

Cette matiere végétale contient un grand nombre de molécules bioactive, qui ont des
intéréts multiples mis a profit dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie et en
pharmacie. Parmi ces composés on retrouve les alcaloides, les terpénes et les composés

phénoliques. . (Bahorun et al.,1996).

Les polyphénols sont en effet doués de multiples vertus thérapeutiques, ils jouent un
role trés important, principalement, dans la lutte contre les infections microbiennes, les
cancers, les maladies cardiovasculaires et la peroxydation lipidique. Expliquant de ce fait
leur grande utilisation dans la fabrication des médicaments.(Bruneton.,1999).

Melia azedarach , est un arbre qui appartient a la famille des méliacées, Arbre a
feuilles caduques et originaire de I’Inde, portant plusieurs nomenclateurs (Margousier,
Lilas de Perse, Chinaberry, ...), ce qui explique sa répartition trés large et son introduction
dans plusieurs pays d’Asie, et d’Amérique et en Afrique du nord (Algérie) .C’est I'une des
plantes médicinales traditionnelles les plus utiles, Chaque partie de M.azedarach a des
propriétés médicinales et elle est reconnue comme une importante source de nombreux
composés bioactifs caractérisés par leurs multifonctions exploitées aussi bien en médecine
(anticancéreux, antioxydants, antimicrobiens, anti-inflammatoires et immunosuppresseurs)

que dans la protection phytosanitaire pour leurs activités insecticides (khan,2011)

L’objectif de ce travail consiste a réaliser des analyses qualitatives et quantitatives,
suivi d’évaluation de [Iefficacit¢é biologique (antioxydante, antibactérienne et

anticoagulante) des extraits des feuilles et graines de M. azedarach poussant a tadjnanet.

Il est reparti en trois parties : La premiere partie est une synthese bibliographique, ou
nous exposons des généralités sur la composition chimique et les activités biologiques de
M. azedarach La deuxiéme partie est la partie expérimentale qui est consacrée a
I’extraction des composés phénoliques a partir des feuilles et graines de M. azedarach,

leur screening phytochimique leur dosage, leur effet antibactériens vis-a-vis six souches



Introduction

bactériennes, leur pouvoir réducteur (FRAP) et leur effet anticoagulant de la voie exogéne

de la coagulation. La troisiéme partie est résultat et discussion .Enfin, une conclusion qui
résumera tous les résultats obtenus et quelque perspective.
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Synthése bibliographie

I. Métabolites secondaires des plantes

Les plantes produisent diversifié de composes organiques, un assortiment vaste et
appelées métabolites secondaires. Bien connu pour la complexité de leur structure
chimique et des voies de biosynthése des produits naturels, ils sont considérés comme
biologiquement négligeables et ont historiquement recu peu d'attention de la plupart des
biologistes végétaux .Les chimistes organiques, cependant, ont longtemps été intéresses
par ces composés phytochimiques et ont étudié leurs propriétés chimiques abondamment
depuis les années 1850(Amari ,2012).

1.1 .Classification

Les métabolites secondaires connus sont tres nombreux (plusieurs dizaines de
milliers ont été décrits). Ils sont le plus souvent classés en trois catégories principales :
terpénes (groupe de lipide) et stéroides; alcaloides (dérivés des acides aminés),composes
phénoliques (dérivés de glucides).Un grand nombre de ces métabolites secondaires

présente des propriétés pharmacologiques (Benhelima , 2017).

I.1.1. Terpanoides

Les terpénes sont hydrocarbonés naturelles, de structure soit cyclique soit a chaine
ouverte.la molécule de base est I’isopréne de formules C5H8 .le terme trapénoide désignes
un ensemble de substances présentant le squelette des terpénes avec une ou plusieurs
fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone, etc.)........ Selon le nombre
d’entités isopréne qui sont incorporées dans leurs structures, les terpénes sont subdivisés
en: monoterpenes (C10H16), sesquiterpénes (C15H24), diterpénes
(C20H35),triterpenes(C30H48), tétraterpénes (C40H64) et poly terpenes(C5H8N)
(Belguidoum, 2012).

1.1.2 .Alcaloides

Le terme alcaloide a été introduit pour la premiere fois par le pharmacien allemand
Meissner (Ayad, 2008). présentant du point de vue chimique un caractere basique plus ou
moins exprimé méme a faible dose (Zenk et al., 2007).sont des molécules organiques
hétérocycliques azotique complexes, d’origines naturelle, généralement leur précurseurs
sont des acides aminés, présentant généralement une intense activité pharmacologique. Ce
sont pour la plus part des poisons végétaux tres actifs, dotés d’une action spécifique.la

médecine les emploie le plus souvent a 1’état pur.
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1.1.3. Composés phénoliques

Les composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du regne végétal. Ont éteé
caractérisés jusqu’a aujourd’hui chez les végétaux .bien qu’étant trés diversifiés. Cette
appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux structures variées qu’il
est difficile de définir simplement (Bruneton, 1993). A I’heure actuelle, plus de 8000
molécules ont été isolés et identifies (Mompon et al., 1998). Selon leurs caractéristiques
structurales, ils se répartissent en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes
un point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6
carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles OH (Hennebelle
et al.,2004).

Ils sont regroupés plusieurs catégories : anthocyanes, coumarines, lignanes,
flavonoides, tannins, quinones, acides phénols, xanthones et autres phloroglucinols ou les
flavonoides représentent le groupe le plus commun et largement distribué .(Bruneton,
1993).Les polyphénols sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les

feuilles de tous les végétaux(Kaanin ,2015).

1.2. Intérét des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires constituent la fraction la plus active des composes
chimiques présents chez les vegétaux. lls exercent un réle majeur dans 1’adaptation des
végétaux a leur environnement en assurant des fonctions clés de défense naturelle et de la
résistance des plantes aux contraintes biotiques (phytopathogénes, herbivores, etc.) et
abiotiques (UV, température, etc) (Zekri,2017).

1. Melia azedarach
11.1.Généralités

M.azedarach, connue sous le nom de chinaberry ou lilas de Perse est un arbre qui
appartient a famille des Méliacées.(Benhammou ,2012).Elle généralement propagée par
des graines et des boutures, et peut également étre multipliée in vitro a partir de différents
explants de jeunes plants et plantes matures (Marino et al., 2009).Pendant de nombreuses
annees elle a été utilisée en Jordanie et en Afriqgue comme plante ornementale et d'ombrage
résistant a la sécheresse (Juan et al., 2000) . Elle est plantée au Liban et d’autres pays

méditerranéens pour avoir de I’ombre (Jazzar et Hammad 2003).
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11.2.Classification botanique

La famille des Méliacées compte 51 genres et 550 espéces (Timbo, 2003). Selon

(Azam et al., 2013),M.azedarach est classe selon le tableau .

Tableau I: Classification botanique de M.azedarach

REGNE PLANTAE
Division MAGNOLIOPHYTA
Classe MAGNOLIOPSIDA
Ordre SAPINDALES
Famille MELIACEAE
Genre MELIA
Espece MELIA AZEDARACH

I1.3.Caracteres morphologiques et répartition géographiques

11.3.1. Origine et répartition géographique

Plusieurs données bibliographiques évoquent 1’origine géographique de M.
azedarach (Carpinella et al., 2003 ; Honglei et al., 2004 ; Senthil 2006; Al-Rubae 2009).
C’est une plante originaire de 1’Asie tropicale, plus précisément du Nord-Ouest de I’Inde :
Himalaya, Cachemire, etc. Mais elle pousse également dans les régions méditerranéennes,
européennes, dans toute 1’Asie, ’Amérique du sud, 1’Australie, en Afrique et dans les
Mascareignes (Hajaniaina, 1996 ; Huang et al., 1996 ; Al-Rubae 2009). Cet arbre est tres
répandu en Argentine, utilisé pour le bois et a des fins ornementales (Carpinella et al.,
2003).

Les travaux menés par (Hammad et al. 2001) rapportent que M. azedarach se trouve
dans presque toutes les régions climatiques chaudes. Elle est aussi largement distribué dans

les régions arides du sud et de I'ouest des Etats-Unis(Juan et al., 2000) (FigureO1) .
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Figure 1:Carte géographique représentant la gamme native et exotique de M.azedarach
(Orwa et al., 2009).

11.3.2. Caractéristiques morphologiques :

Généralement, I’arbre mesure 8 & 15 m de hauteur, mais il peut atteindre jusqu’a 30
m et de 30 a 60 cm de diametre. 1l est aussi caractérisé par son tronc sombre tres rameux.
Les feuilles sont caduques et alternes, des dépliants sont a court traquées et mince ,chauve,
vert fonceé et relativement pale. (Hajaniaina, 1996).Les fleurs sont blanches avec rayures
pourpres et sont caractérisées par la présence d'un parfum typique. Fruits ou baies sont
jaunes, ronds, lisses et charnus (Ramya et al., 2009). La maturation a lieu a partir du mois
de février jusqu’au mois de mai. Les fruits mirs sont globuleux comme de petites boucles
ocre portées par des grappes pendantes. Le noyau de la drupe est blanc et strié dans le sens
de la longueur, il contient quatre petites graines ressemblant a des grains de riz noir.
(Schmutterer, 1995).
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Figure 2:Différents parties de M.azedarach

11.4. Composition chimique de M.azedarach :

Des recherches montrent que M.azedarach contient les terpanoides, les flavonoides,
les stéroides, les acides, les anthraquinones les alcaloides, les saponines, et les tannins.
Rishi . and Singh ., (2003),Bahuguna et al (2009) , Suresh .,et al(2008) .

Les composes identifies et purifiés a partir de différentes parties de la plante sont
donnés dans (Annexe 1).

I1.5. Intéréts et propriétés biologiques :

11.5.1. Utilisations traditionnelles

M.azedarach été étudiée en détail par de nombreux chercheurs en référence a son potentiel
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d’activité comme une plante médicinale(Al-Rubae, 2009), Baptisé parfois arbre aux

merveilles ou arbre pharmacie du village (Allamed et al 2001) .

Plusieurs composés de Chinaberry ont été isolés de ses fruits, de ses graines, de son

huile, de ses feuilles, de ses racines ou de son écorce pour des buts médicaux, qui sont

employés dans la médecine populaire pour leurs effets bénéfiques afin de traiter divers

problemes de santé.(Chopra et al., 1952). Divers utilisations traditionnelles de

M.azedarach sont mentionnées dans le Tableau I1.

Tableau I1: Divers utilisations traditionnelles de M.azedarach (Azam et al., 2013)

Parties utilisées

Utilisation

Méthode

Feuille

Lépre,scrofule,antihelminthique,antithique,
Diurétique,deobstruent,résolutif,insecticide

Brulures ,malaria(paludisme),gingivite,pyrexie

Variole de poulet,variole et les verrues,éliminent des
toxines,épurentle sang

Et empechent des dommage provoques par les radicaux

libre,enroulement de moustique.

Racine

Résolvent,deobstruent,antiseptique,les maladies

antimicrobiennes et inflamatoire

Graine

Rhumatisme,antihelminthique,antileprotique

Antipoison,enroulement de moustique.

Huile de graines

Antiseptique pour des blessures et des ulcéres,rhumatisme
et maladies de la peau telles que la teigne tonsurant et
gale,fiévre de malaria et lépre,antibactérien,dépression du

systéme nerveux central,analgéstique doux,aromathérapie.

Extrait

Frais

Fruit

Insecticide ;diabétique,purgative,antihemorrhoide et

antiihelminthique.

La poudre en

pousiére

Bois et écorce

Insecticide
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Ecorce de Anticancéreux,antispasmodique,antiviral,blennorragie
) Fatigue,taux,fiévre,perte d’appétit,infestation des vers )
Tige ) ) Extrait brut
Blessure,vomissement,maladies de peau.
Fleur Toux,astringent,antihelminthique
Jeune Les maladies des dents Brossage
Branche

I1.6.Activités biologiques des différentes parties de I’arbre

Les activités biologiques des extraits de chinaberrydus a ses composés

bioactifs .Plusieurs chercheurs ont étudiéles applications médicales potentielles de

M.azedarach, y compris les propriétés antibactériennes, antipaludiques, anti fertilité et

antivirales (Vishnukanta et Rana, 2008), anti-oxydantes, antimicrobiennes, anti-

inflammatoires,

cardio-protecteurs,  analgésiques,  anticancéreuses,

antiulcére,

antipyrétique, anti-plasmodiales et contraceptives (Azam et al., 2013), et plusieurs autres

activités qui sont mentionnées dans le tableau suivant :

Tableau I11: Potentiels thérapeutiques des feuilles et graines de M.azedarach

Activités medicinales Organisme ou maladie Extraits
Proteus mitrobilis, Shigella flexeneri,
Antibactérienne Plesimonas shigellidis, _ - |Feuille
Staphyloccocus aureus Bacillussu btilis
Fiévre aphteuse Feuille
Antivirale Herpéssimplex,(VSV)_(HSY)(VSV) Feu?lle
,(HSV1)Herpes Oculaire simplex Feuille
(HSV1) Feuille
Anti protozoaire Trichomonas vaginalis Graine
Feuille
Antinephrolihisis Ethyléne glycol-Induced Nephrolthiasis | Feuille
Graine
Antiulcéreuse Ulceére d’estomac chez les rats Feuille Graine

10
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Anti helminthique Haemonchu scontortus Feuille
Graine

> antibactérienne:

Les feuilles de M.azédarach sont efficaces contre les deux souches Gram négative et
Gram positive de bactérie . Les extraits methanoliques de fleur de M.azedarach ont été
préparés et employés sous forme d’une créme pour traiter les infections bactériennes de la
peau chez les enfants, et les résultats ont prouvé que cette creme était un traitement
sensiblement efficace dans plusieurs cas. Les extraits de fleurs de melia ont montré leur
potentiel en traitant des lapins souffrant d'une infection dermique produite par
Staphylococcus aureus. Les effets curatifs de la créme préparée ont été trouvés

comparables a la néomycine connue comme médicament (Saleem et al., 2002).
> anti-fertile:
L’extrait éthanoique des racines de M.azédarach permet de prévenir la grossesse
dans 60 & 75% des rats femelles Keshri et al(2003).

» antioxydant:

L’extrait éthanolique de ses feuilles contient la plus grande quantité de composés

phénoliques due a des groupes hydroxyles existant, il présent la plus grande activité
antioxydant. Fazil.,et al (2012).

» antifongique :
Des extraits des différentes parties de M.azedarach présentent une activité fongique.
L'extrait de pépins éthanoliques a montré étre le plus actif. Carpinella. et al., (2003).
» antivirale:

Alché et al.ont montré qu’un limonoide isolé de 1’extrait des feuilles de M.azedarach
possede une activité antivirale contre la stomatite vésiculeuse et du virus de I’herpés. Alche
et al (2003).

» hépato-protectrice:
Dans une étude de Dactivité hépato- protectrice de la plante contre les lésions

hépatiques induites par CCl4, les parametres biochimiques ont été significativement

11
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améliorés, alors que les changements histologiques (stéatose et fibrose) ont été réduits a
des niveaux normaux apres le traitement. Ahmed et al(2012).

> antiulcéreuse :

Une étude sur I'extrait aqueux des feuilles de Melia azédarach chez le rat induit par
I'aspirine et le pylore ligaturé a montré des effets antiulcéreux comparables & ceux du
médicament standard oméprazole. Bahuguna ., et al(2009).

» insecticide et phytosanitaire :

Les plantes de la famille des M¢liacées ont suscité beaucoup d’intérét pour
I’exploration de leur activité phytosanitaire (Timbo, 2003 ) Son contenu est riche en
substances qui sont naturellement insecticides (Al Rubae, 2009).ils ont regu une attention
particuliere par des entomologistes a cause de leurs excellentes propriétés en tant qu’agents

controleurs d’insectes ravageurs de I’agriculture (Carpinella et al., 2003).

L'activité d'insecticide du M. azedarach est di aux triterpénoides biologiquement
actifs avec un effet antiappétante (Carpinella et al., 2003). L’analyse phytochimique
d’extraits éthanolique de M. azédarach, a révélé la présence de triterpénoides et stéroides
respectivement. Les deux organes: graines et feuilles ont également présenté des
alcaloides et des tannins condensés, ces composés sont capables d’inhiber le
développement ou I’alimentation des insectes et ils montrent aussi une activité ovicide.
(kaanin,2015).D’autres propriétés phytosanitaires de M. azedarach sont résumées dans le

tableau qui suit

Tableau 1V: Propriétés phytosanitaires de M. azedarach

Propriétés phytosanitaire Ravageurs ciblés Extraits
Larvicide et Anti ponte Aedesaegypti Fruit
Pubicidal,Antipente,Dissuasion de | Anopheensiephlesst Graine

morsure

InhibitionPhagocytaire ;Anti-mue Rhodinisprolixus Graine
Larvicide,Antiponte,Lutte contre | Boophilusmicroplus Fruit
Iéembryogénese

12
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Biopesticide Bamisiatabaci Fruit et Feuille

Fongicide Aspergillus flavus Graine
Diaporthephseoloem

Schlertinascleratiorum

111 .Activités étudiée de M.azedarach

111.1.Activité antibactérienne :

Depuis longs temps, I'homme toujours en contact avec des micro-organismes qui
vont progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux. Pour résister a ces
microorganismes de nombreux moyens sont mis en jeu. en distinguer 03 groupes : les
barriéres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle(ou innés) et l'immunité

acquise (Kaufmann, 1997).

Le terme "agent antimicrobien™ désigne toute substance utilisée pour détruire les
micro-organismes ou empécher leur croissance, y compris, agents antibactériens. Les
agents antimicrobiens sont utilisés depuis des décennies pour traiter les maladies
transmissibles et prévenir les infections (CCE, 2001).Le mode d’action de ces agents sur
les bactéries, peuvent étre : Bactériostatique, lorsque la substance inhibe la multiplication

des bactéries ou bactéricides : lorsque la substance détruit totalement les bactéries.
I11.1.1. Agents antimicrobiens
111.1.1.1. Antibiotiques

Au lendemain de la seconde guerre mondiale, la lutte contre les maladies infectieuses
a connu un bond important par 1’application des antibiotiques en milieu médical. Cette
découverte fut le résultat d’une série d’observations de plusieurs auteurs par leurs travaux
sur la microbiologie (Jean-Luc, 2013). On appelle « Antibiotique » toute substance
naturelle d’origine biologique élaborée par un organisme vivant, capable d’inhiber la

croissance d’une bactérie ou de la tuer. Elle possede les propriétés suivantes :
% Activité antibactérienne
N o - :
% Activité en milieu organique

R/

¢ Une bonne absorption et bonne diffusion dans I’organisme

13
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Les antibiotiques ont la propriété d’interférer directement avec la prolifération des micro-

organismes a des concentrations tolérées par I’hdte (Boissier, 1993).

» Classification des antibiotiques

Les antibiotiques peuvent étre classeés selon plusieurs criteres : l'origine, la nature
chimique, le mécanisme d'action et le spectre d'action. Tout en adoptant la classification
des antibiotiques en grandes familles, nous étudierons également le mécanisme d'action
ainsi que le spectre d'action des différents antibiotiques(Yala D et al.,, 2001).Les
principales familles chimiques des antibiotiques sont: Béta lactamines: pénicilline,
céphalosporines; Aminosides: streptomycine, gentamycine; Chloramphénicol et
thiamphénicol; Cyclines: tétracyclines, doxycycline. Macrolides et apparentés

érythromycine, oléandomycine (Cohen et al., 2001).

» Meécanisme d'action antimicrobienne des antibiotiques (Jean-Luc, 2013).

Les antibiotiques agissent sur les micro-organismes selon plusieurs mécanismes sont

connus :
1. Antibiotiques agissant sur la biosynthése de la paroi cellulaire
2. Antibiotiques agissant sur la membrane cytoplasmique
3. Antibiotiques bloquant la réplication de I’ADN

4. Antibiotiques agissant sur la biosynthése des protéines bactériennes

@ Inhibition de la syrjthése @ Inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne de la membrane cytoplasmique
o
== =

= == &ij::;;f;i///
@ Inhibition de la S — e

synthése protéique @ Inhibition de la
synthése de I'ADN

@ Autres mécanismes

Figure 3:Mécanisme d'action antimicrobienne des antibiotiques. (Tortora et al.,2010).
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111.1.1.2. Agents antimicrobiens naturels

Selon Chebaibi et al., (2007), ’émergence de microorganismes pathogénes multi
résistants, due a 1’usage abusif et inapproprié d’antibiotiques, pose actuellement un
probleme de santé publique particulierement préoccupent. En effet, la résistance des
bactéries aux antibiotiques rend quelque fois le traitement thérapeutique inefficace, et met
le praticien dans des situations délicates, surtout lorsque la vie du malade est en jeu. La
solution de ce probléme s’avére donc urgente et impose la recherche de nouveaux agents
antimicrobiens. Le recours aux plantes medicinales aux propriétés antimicrobiennes

constitue alors une des plus intéressantes pistes a explorer.

Les polyphénols sont reconnus par leur toxicité vis- a -vis des microorganismes
(Cowan, 1999).Une contamination des végétaux par des microorganisme pathogenes
entraine une forte augmentation des teneurs en composes phéenoligques, ce qui correspond a
la mise en place de mécanisme de défense de la plante (Macheix et al., 2005).Le
mécanisme detoxicité peut étre lié a l'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases
et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les adhesines microbiennes,

les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire(Cowan, 1999).
Les flavonoides sont parmi les plus communs des produits naturels qui présentent un

large spectre d’activité antibactérienne (Xiao et al., 2014). L'activité de la quercétine, par
exemple, a été au moins partiellement attribuée a I'inhibition de I'ADN gyrasecoli. (Cowan,
1999). Ozcelik et ses collaborateurs (2008) ont rapporté que les flavonoides ont montré in

vitro une activité antimicrobienne contre les souches de Klebsiella pneumoniae.
111.2. Activité antioxydante :

111.2.1. les radicaux libres

Les radicaux libres est souvent appelé especes réactives, sont des molécules ou des
atomes ayant un ou plusieurs électrons non appariés (Obame et al.,2009),sur leur couche
externe, cet état leur confére un degré considérable de réactivité(ROUBA ,2012).sont des
particules tres petites, trés actives et tres agressives, pouvant causer beaucoup de dégats. Ils

apparaissent lors de chaque processus d'oxydation .

La formation de radicaux libres dans notre corps peut également étre la suite de notre
division cellulaire normale, de notre systeme de défense et de notre systeme de

détoxification ou aux effets extérieurs tels que la radiation, la fumée de cigarettes, la
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pollution de l'air, la pollution alimentaire par les additifs synthétiques, le surmenage, le
stress, les métaux lourds (Ir Greet, 2004).

Leur structure électronique déséquilibrée leur confére une grande réactivité sur les
I’oxydation des molécules biologiques entrainent le stress oxydatif, impliqués dans de

nombreuses pathologies et le désordre de la santé humaine Ir Greet ., (2004).

_ Antioxydants

e__-e'\e

electron

Radical libre

Figure 4:Formation des radicaux libres (Ir Greet .,2004).

+ Différents types des radicaux libres

Parmi toutes les especes réactives oxygenées (ERO), on distingue un ensemble
restreint de ces composés qui jouent un role particulier en physiologie et que nous appelons
les radicaux primaires a savoir : I’anion superoxyde (O,~), le radical hydroxyle (=OH), le

monoxyde d'azote (NO=), le radical peroxyle (ROO-=) et le radical alkoxyle (RO=).les autres

radicaux libres, dits radicaux secondaires tels que I’oxygene singulet 102, le peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) et le nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de cesradicaux

primaires sur les composés biochimiques de la cellule (Favier, 2003).

111.2.2. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la génération des EOR et la capacité du
corps a les neutraliser et a séparer les dommages oxydatifs (Boy et al., 2003) (Figure 5). Il
correspond a une perturbation du statut oxydatif intracellulaire (Morel et Barouki, 1999). Il
est maintenant admis que le phénomene de stress oxydant est impliqué dans I'étiologie de
nombreuses maladies neuro-dégénératives (Alzheimer, Parkinson, Huntington), de
désordres pathologiques (syndrome d'ischémie reperfusion), mais également dans les

phénomenes de vieillissement (Favier, 2003).
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Antioxydants

Cytokines

Pro-oxidants Anti-oxidants

Figure 5:Modele d’équilibre et déséquilibre entre les pro-oxydants et les antioxydants
(Favier, 2003).

111.2.3. Antioxydants et systemes de défense

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber
I’oxydation de ce substrat. Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de
substances, comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de
petites molécules hydro- ou liposolubles. Cette grande variété physico-chimique autorise la
présence d’antioxydants dans tous les compartiments de [’organisme, qu’ils soient

intracellulaires, membranaires ou extracellulaires (Cano et al., 2007).

111.2.3.1. Antioxydants enzymatiques

Pour faire face a ces attaques, les organismes ont développé des systémes d’action

antioxydant qui visent :
1. A éliminé les espéces réactives de 1I’oxygene et les catalyseurs de leur formation.
2. A induire la synthese des antioxydants.

3. A augmentée P’activité des systémes de réparation et d’élimination des molécules

endommagées.
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Figure 6:Action des antioxydants au cours du métabolisme des derivés réactifs de
I’oxygene (Cano et al., 2007).

Trois types d’enzymes antioxydants sont mis en ceuvre pour la destruction des
espéces réactives de I’oxygéne comme illustre :la super oxydedismutases (SOD),la
catalase et la gluthathion peroxydase (GPX).

111.2.3.2.Antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants représentent une classe de substances avec des structures chimiques
variées et divers mécanismes d'action (Pokorny, 2001), parmi ces substances il existe la
béta caroténe, I’albumine, 1’acide urique, les cestrogénes, les polyamines, les flavonoides,

’acide ascorbique, la vitamine E, et les composés phénoliques (Mouhammedi, 2006).

Ils présentent cette activité en inactivant les radicaux libres lipidiques ou en
empéchant la décomposition des hydro peroxydes en radicaux libres ; le plus important est
leur réaction avec des produits chimiques exempts de lipides pour former un produit
inactif.(Pokorny et al., 2001).

I11. Méthodes d’études de I’activité antioxydante:

Des nombreuses méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de 1’activité antioxydant
des échantillons biologiques et des aliments. La plupart de ces méthodes sont basées sur la
coloration ou la décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel. Elles peuvent étre
classées en deux groupes selon deux mécanismes : Une approche est basée sur un transfert
d'électrons et implique la réduction d'un oxydant coloré. L'autre approche implique un
transfert d'atome d'hydrogene, dans lequel les antioxydants et le substrat sont en

compétition pour les radicaux peroxyles générés thermiquement (Floegel et al., 2011).
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Parmi ces techniques qui sont simples, rentables, faciles a interpréter et a afficher
capacité de réduction (FRAP) ou inhibition directe des radicaux libres (DPPHe et ABTSe

+), nous citons:

% La méthode du radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl).

% La méthode FRAP (Capacités réductrices ferriques d’antioxydants).

% La méthode d’ABTS (2,2-azinobis (3-éthyle-benzothiazoline-6-sulphonate) ou TEAC
(Capacité antioxydante équivalente de Trolox).

% La méthode d’ORAC (Capacité d’absorbance du radical de I’oxygéne).
111.3. Activité anticoagulante

I11.3.1.Notion I’hémostase

L'hémostase est I'ensemble des mécanismes qui concourent a maintenir le sang a
I'état fluide a l'intérieur des vaisseaux, soit arrétent les hémorragies et empéchent les

thromboses.
On distingue classiquement trois temps de 1’hémostase :

» I'hémostase primaire, ferme la bréche vasculaire par un "thrombus blanc" (clou

plaquettaire)

» la coagulation qui consolide ce premier thrombus en formant un réseau de fibrine

emprisonnant des globules rouges (thrombus rouge)

» lafibrinolyse, permet la destruction des caillots, ou la limitation de leur extension. Ces
trois temps sont initiés simultanément des qu'est enclenché le processus d'hémostase
(Schved,2007).

111.3.2.Coagulation du sang

La coagulation est une cascade de réactions enzymatiques aboutissant a la formation
de fibrine (hémostase secondaire). L'enzyme central permettant de transformer le
fibrinogene en fibrine, est la thrombine. Le processus de formation de la thrombine est

complexe avec une série d'activations enzymatiques qui surviennent a la surface des
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phospholipides membranaires des plaquettes, cellules endothéliales ou monocytes (Schved,
2007).

111.3.3. Facteurs de la coagulation

Ce sont des glycoprotéines synthétisées par le foie, avec ou sans I’intervention de la

vitamine K. Les facteurs (F) de la coagulation sont indiqués en chiffres romains,

accompagnés d’un "a" lorsqu’ils sont activés( Tableau V).

Tableau V :Facteurs de la coagulation plasmatique (Elalamy et Samama, 2001).

Facteur NOM Lieu de synthese  |Vit K dépondant

I Fibrinogéne Foie Non

] prothrombine Foie Oui
VvV Proaccélérine Foie-SRH Non
VII Proconvertine Foie Oui
VIl Facteur anti-hémophilique A Foie Non
IX Facteur anti-hémophilique B Foie Oui
X Facteur Stuart Foie Oui
XI Facteur Rosenthal Foie Non
Xl Facteur Hageman Foie Non
XHI Facteur stabilisant de la fibrine Foie Non

111.3.4.Voies de la coagulation

Le systeme de la coagulation fait intervenir deux voies dites, extrinseque (exogene)

et intrinséque (endogene).

111.3.4.1.VVoie exogéne :

Cette voie possede une cinétique trés rapide : quelques secondes. Le facteur VII se
fixe sur la partie phospholipidique de la thromboplastine cellulaire en présence de calcium.
Le facteur VII ainsi activé agit alors sur le facteur X (facteur Stuart). Le facteur X activé en
présence du facteur V (Proconvertine) coupe la prothrombine en plusieurs fragments dont

un est la thrombine (Girondon et al., 1995).
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111.3.4.2.VVoie endogene :

Cette voie nécessite I’intervention du systéme contact. 1l comprend quatre facteurs
(XI1, XI, prékallikréine et kininogeéne de haut poids moléculaire). L’activation du systéeme
contact peut étre déclenchée par le contact du facteur XIl avec une surface chargée
négativement mouillable ou certains composés biochimiques. Le facteur IX activé en
présence du facteur VIII activé permet I’activation du facteur XVogler., 2009,Ajjan , Grant
., 2006.

Voie intraséque

Heéparines
Facteur Facteur
Xl Xlla HNF HBPM
Voie extrinséque
Facteur XI Facteur Xla

-
Facteur X Facteur IXa Facteur Vlla Facteur VIl
Facteur Vllla Ca++ Facteur tissulaire

Facteur X Facteur X

Facteur Va, Ca++, Facteur Xa
Phospholipides

Prothrombine I Thrombine lla

Fibrinogéne Fibrine

Figure 7: Cibles principale de la cascade de coagulation (Elalamy, 2012).

111.3.5.Anti coagulantes

Les anticoagulants sont utilisés pour la prévention et le traitement d’événements
thrombotiques séveres. Les plus utilisés sont jusqu’a présent I’héparine et ses dérivés et les
anti-vitamines K (AVK). De nombreuses études cliniques ont démontré leur action dans la
prévention et le traitement de complications thromboemboliques (Kortchinsky et al.,
2013).

111.3.5.1.Héparine

C’est un anticoagulant naturel qui se recontre dans le plasma, kil est secrété par les
basophiles, commercialement il est trouvé dans les poumons de proc qui sont riche en

basophiles.
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111.3.5.2.Anti vitamines K

La vitamine K intervient dans la carboxylation des molécules d’acide glutamique d
I’extrémité N- terminale de la chaine glycoprotéinique de quatre facteurs de la coagulation
FII, FVII, FX et FIX. Cette carboxylation est nécessaire pour 1’activité biologique et la
fixation de ces facteurs sur les surfaces phospholipidiques plaquettaires, et elle nécessite la
présence de la forme réduite de vitamine K (KH2).

Les anti-vitamines K exercent leurs effets anticoagulants en inhibant le recyclage de
vitamine K, ce qui conduit a la perte de I’activité enzymatique des facteurs vitamines K
dépendants et par conséquence la ralentie de la vitesse de la coagulation (Batty ., Smith .,
2010), (Hirsh.,et al 2001) .
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l. Présentation de région d’étude

La wilaya de Mila se situe au nord-est de I'Algérie.ces limites territoriales sont : au
nord par la wilaya de Jijel, Au nord-est par la wilaya de Skikda, Au I’ouest par la wilaya de
Sétif et a l‘est par la wilaya de Constantine, dans au sud — Est par la wilaya d’Oum El

Bouagh et au sud par la wilaya de Batna.

Tadjenanet se situe au sud-ouest de la wilaya de Mila Au nord de Benyahia
Abderrahmane et au est de ChelghoumLaid sur la RN 5 reliant Alger a Constantine. elle est

traversée d'Ouest en Est par I'Oued Rhumel Au sud se trouve Batna et ouest de Sétif.
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Figure 8:Représentation géographique de région de Tadjnanet wilaya de mila.

1. Matériel végétal
11.1. Préparation du matériel végétal

Dans cette étude, nous avons utilisées les feuilles et les graines du M.azedarach. La
collecte a été réalisée dans leurs habitats naturels dans le mois de novembre 2018 dans la

région de tadjnanet (wilaya de Mila).

Le matériel végétal (graine et feuille) de M.azedarach sont préalablement nettoyées
avec de I’eau de robinet pour éliminer la poussiére et autres particules contaminants, puis
séchées a ’air libre ou séchées a 1’obscurité, a I’abri de ’humidité et a une température

ambiante. Le séchage de plante (graine et feuille) est prie de 28 jours, ils sont broyés par
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un moulin électrique de coffee ,puis tamisées par un tamis de diametre 0.5 mm pour
obtenir une poudre dont la taille des particules est < 0,5 mm ; la poudre obtenue a été

conservée dans des bocaux en verre hermétiquement fermes et exclue de la lumiere et de la

chaleur jusqu'a son utilisation.

Graine

Feuille

Figure 9:Préparation du mateériel végétal

11.2.Extraction des composés phénoliques :

L’extraction a été réalisée au niveau des laboratoires de biologie de 1’université
Abdelhafid bouassouf (Mila). Cette étape consiste a extraire au maximum les molécules

polyphénoliques contenant dans les graines et les feuilles d’M.azedarach en utilisant I’eau
distillée et 1’éthanol (Madi, 2009).

11.2.1.Macération

La macération est la méthode d'extraction solide/liquide la plus simple. On met en

contact le matériel végétal avec le solvant organique, a température ambiante pour une
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durée déterminée. La macération commence avec le choix d'un solvant d'extraction
adéquat. Aprés une éetape de diffusion du solvant a l'intérieur des cellules végétales, le
processus continue avec la solubilisation de composés bioactifs qui vont migrer de la

matiére végétale vers le solvant jusqu'a ce que I'équilibre de partage de concentration soit
atteint (Llaneza et al., 2009).

» Mode opératoire :

25 g de poudre de plante \‘w

250 ml ETOH 85%

J

Agitation 24 h

i

]

L8
v

Filtration

Routavapeur a 50-60°C

U

Extrait sec

r'

Figure 10:Protocole d’extraction par macération des composes phénoliques
(Chaabna.,2014)

11.2.2.Décoction

Est une méthode d'extraction consiste d'abord a écraser le matériel végétal pour
permettre une dissolution maximale du plant notamment les tiges, les racines, I'écorce et
les feuille, puis a faire bouillir dans I'eau chaud pour extraire les huiles, les composés
organiques volatils et diverses autres substances chimiques , bien que le terme ne soit
généralement utilisé que pour décrire des extraits de plantes bouillies, généralement a des

fins médicinales ou scientifiques .
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» Mode opératoire :

)
10 g de poudre de plant N |

100 ml d’eau distillée
bouillante a 100°C

I

Met le mélange chouffer sur

plaque chouffant sous agitation

magnétique (6 tours ) pendant

1l

Filtration trois fois sur papier
filtre puis la centrifugation 20
min (40 tours)

20 min

I

Mettre I’extrait brut dans des
boites en verre et placé dans
1I’étuve a 37°C jusqu'a la séchage .

- Obtention des extraits sec

Figure 11:Protocole d’extraction par décoction des composés phénoliques.(Chavane et al
,2001)

Les extraits ont été pesés et conservés a sec jusqu’a I’utilisation et le rendement

d’extraction de chaque extrait doit étre calculé.
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» Calcul du rendement (R%):

La production rentable d'extraits est le rapport entre la masse de matiére séche de
I’extraite obtenu et la masse de matiére séche de plante utilisée, il est calculé par la formule

suivante :

[ R% = (Me / Mv)*100 |

Ou : R: C'est la production rentable d'extraits (%).
Me: C'est la masse de maticre végétale séche qui obtenue apres 1’évaporation du solvant.

Mv: C'est la masse de matiére végétale séche qui utilisée dans I'extraction.
I1. Screening phytochimique« Analyse qualitative »

Cette étude permet de mettre en évidence la présence de quelques groupes chimiques
dans notre plantes. Les tests phytochimiques pour : les polyphénols, les flavonoides, les
coumarines, les anthocyanes, les tannins, les tannins hydrolysables, les terpanoides, les
alcaloides, les saponosides, les quinones libres, les protéines, les sucres réducteurs et les
anthraquinones ont été réalisés par différents techniques chimiques. Elle est basée sur des

réactions de coloration et/ou de précipitation.
11.1. Détection des substances polyphénoliques

La caractérisation des polyphénols est basée sur une réaction au chlorure
ferrique(FeCls), a 2 ml de I’extrait, une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique a
2%est ajoutée. L’apparition d’une coloration bleu noiratre ou verte plus ou moins foncée

futile signe de la présence des polyphénols (Békro et al.,2007).
11.2. Détection des flavonoides

5 ml de chaque extrait sont traités avec quelques gouttes de HCI concentré. Ajouter
une quantité de tournures de magnésium (Laisser agir). La présence des flavonoides est

révélée par I’apparition d’une couleur rouge orange (Yves-Alain et al, 2007).
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11.3. Détection des coumarines

Les coumarines ont été mises en évidence par la réaction sur le cycle lactonique
.Dans 2 tubes a essai, sont introduits 2 ml de solution éthanolique obtenue a partir de
chaque résidu. Dans un des tubes a essai, sont additionnés 0,5 ml de NaOH a 10%, puis les
tubes & essai sont chauffés au bain-marie jusqu’a ébullition. Aprés refroidissement, sont
rajoutés dans chaque tube a essai 4 ml d’eau distillée. Si le liquide du tube a essai dans
lequel I’on a ajouté la solution alcaline est transparente ou plus transparente par rapport au
liquide du tube a essai témoin (sans solution alcaline), alors la réaction est positive. En
acidifiant la solution transparente avec quelques gouttes de HCI concentré, elle perd sa
coloration jaune, se trouble ou il se forme un précipité (Yves-Alain et al.,2007).

I1. 4. Détection des anthocynes

La présence des anthocynes dans un décocté ou infusé est indiquée par une
coloration rouge qui s’accentue par 1’addition de HCI dilué et vire au bleu-violacé-verdatre

par ’ajout d’ammoniaque (Wagner et al., 1984).
11.5. Détection des tannins

Les tannoides (tannins hydrolysables) et les tannins vrais (tannins non hydrolysables
ou condensés) sont des polymeres de polyphénols. Ces derniers ont été mis en évidence par
la réaction au chlorure de fer (III) dans les extraits bruts. A 2 ml d’extrait brut sont
additionnées quelques gouttes d’une solution aqueuse deFeCl; a 2%. L’apparition d’une
coloration bleu-noir ou vert-noir indique respectivement la présence de tannoides ou de

tannins vrais (Yves-Alain et al., 2007).
I1. 6. Détection des tannins hydrolysables

La mise en évidence des tannoides a été réalisée comme suite :

Aux filtrats des masses réactionnelles saturés a CH3;COONa, sont ajoutées quelques
gouttes d’une solution aqueuse de FeCls a 2%. La réaction est positive si une teinte bleu

noir apparait (Yves-Alain et al., 2007).
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I1. 7. Détection des terpénoides

La méthode d’Aziman et al., (2012) .permet de mettre en évidence la présence
deterpanoides. A 2,5 ml d’extrait est ajouté 1 ml de chloroforme. Aprés homogénéisation,
1,5 ml d’H,SO,4 concentré sont ajoutés au mélange. La formation d’une couleur brun rouge

a I’interface indique la présence de ces composes.
11.8. Détection des alcaloides

Les alcaloides ont été mis en évidence par le réactif de Dragendorff (réactifs de
précipitation) : 2 gouttes de réactif de Dragendorff sont ajoutées a 0,1 g de résidu est repris
dans 6 ml d’éthanol a 60%. L apparition d’un précipité rouge orangé ou brun -rougeéatre

indigque un test positif (Yves-Alain et al., 2007).
11. 9. Détection des saponines (Saponosides) :

5 ml de la solution a tester sont bien mélangés avec 10 ml d’ecau distillée pendant
2mn. La formation d’une mousse persistante aprés 15 min confirme la présence des

saponosides(Yves-Alain et al., 2007).
11.10. Détection des quinones libres
Sur un volume de chacun de nos extraits, on ajoute quelques gouttes de NaOH

1%.L apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des

quinones libres (Oloyde, 2005).
11.11. Détection des protéines

Les protéines ont été mises en évidence par la réaction du biuret. A un aliquote de
résidu dissout dans 2 ml de NaOH aqueux a 20% dans un tube a essai, sont ajoutées 2 a
3gouttes d’une solution aqueuse de CuSO4 a 2%. L’apparition d’une coloration violette,
quelque fois avec une teinte rougeatre, indique une réaction positive (Yves-Alain et al.,
2007).

11.12. Détection des sucres réducteurs

Les sucres réducteurs ont été mis en évidence dans les extraits bruts par le réactif de

Fehling. Pour réaliser le test de Fehling, a 5 ml d’extrait brut sont additionnés 5 ml de
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liqueur de Fehling. La formation d’un précipité rouge brique apres 2-3 min de chauffage au

bain-marie a 70°C indique une réaction positive (Yves-Alain et al, 2007).
11.13. Détection des anthraquinones

Pour la détection des anthraquinones, a 10 ml d’extrait sont ajoutés 5 ml de NH,OH
a (10%). Apres agitation, D’apparition d’un anneau rouge indique la présence

d’anthraquinones (Oloyede, 2005).
I11. Analyse quantitative
I11.1.Dosage des polyphénols totaux

L'analyse quantitative des polyphénols est réalisée par le dosage spectrophotométrie
selon la procédure du Folin-Ciocalteu(Skerget et al.,2005 ).

» Principe

Le principe de cette méthode repose sur I’interaction des composes phénoliques avec
le réactif de Folin-Ciocalteu, ce dernier est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMO12040). Ce réactif
est réduit, lors de 1’oxydation des phénols en un complexe de coloration bleue dont
I’intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques se trouvant dans le
milieu, et donnant un maximum d’absorption a une longueur d’onde de 760 nm (Ribéreau-

Gayonet al., 1968).

OH 0PO;"

+HPO,S  —> +
+2Na +2Na

Figure 12:Le principe de la réduction du réactif de Folin-Ciocalteu(Fkih, 2007).

31



Matériel et méthodes

» Mode opératoire

Figure 13:Le protocole de dosage des polyphénols totaux (Singleton et al .1965).

Les teneurs des extraits en phénols totaux sont déterminées en se référant a une
courbe d’étalonnage obtenue avec 1’acide gallique. Les résultats sont exprimés en

milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg Eq. AG/g d’Ext).
111.2.Dosage des flavonoides
» Principe

Le dosage des flavonoides repose sur leur aptitude a chélater les métaux (fer et
aluminium),cette propriété est propre aux groupements hydroxyles des flavonoides
capables de donner un complexe jaunatre en présence d’aluminium (Ribéreau-Gayon,
1968).
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Figure 14:Réaction du Chlorure d’ Aluminium avec les flavonoides (Ribéreau,1968).
» Mode Operatoire :

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

Une quantité de 1 ml de I’extrait de M.azedarach(feuilles et grains). Mélonger avec
Iml de trichlorure d’aluminium (AICl3) a 10 % a I’aide d’un vortex. Apres I’incubation de
10 min & la température ambiante 37C°, L'absorbance de la solution de couleur jeunetre est
mesurée a 430 nm contre le blanc .La teneur en flavonoides totaux des extraits des plantes
médicinales est exprimée en milligramme (mg) équivalents de quercitine par gramme (g)

d’extrait (EC)/g). Chaque échantillon est répéte trois fois ( mg Eq. Q/g d’Ext).

1 ml de trichlorure d’aluminium

1 ml extrait de M.azedarach

=

—

Lecture le I’absorbance a 430 nm

(AICI5) rajouté a laide dune
vortex

\/
Incubation a 10 min a température

ambiante37C°

Figure 15:Protocole de dosage des flavonoides (Zhishen et al 1999).
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IV. les activités biologique
IVV.1.Test du pouvoir antioxydant
IV.1.1.Réduction du fer : FRAP (Ferricre ducing antioxidant power)

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette
technique a été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer
ferrique (Fe*" présent dans le complexe.KsFe(CN)g en fer ferreux (Fe?*).En effet le Fe3+
participe a la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance du

milieu réactionnel est déterminée a 700 nm (Oyaizu, 1986).

» Mode opératoire

Cette méthode est déterminée en utilisant la technique d’Oyaizu (1986).en met 1ml
d’extrait des différentes concentrations (20-2000ug /ml) sont mélangées avec 1 ml de la
solution tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 1ml de ferricyanure de potassium (KsFe(CN)
61%). Les mélanges sont incubés a 50°C pendant 30 min. Apres, Iml de D’acide
trichloracétique (10%) est additionné. Le tout est centrifugé a 3000 tours pendant 10 min.
A la fin, 1.5 ml du surnageant de chaque concentration est mélangé avec 1.5 ml de 1’eau
distillée et 0.3 ml de FeCls.finalement L absorbance est mesurée a 700 nm contre le blanc

semblablement préparé.

Le blanc contient tous les réactifs a I’exception de 1’extrait a tester qui est remplacé
par un volume égal de eau distille (décoction) ou éthanol (macération) (solvant de
reconstitution). Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant
standard ; 1’acide ascorbique dont 1’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions

que les échantillons

34



Matériel et méthodes

1 ml d’extrait L’absorbance a 700 nm
0 i
Ajouté 1 ml de tompon phosphate 0.3 ml de FeCl;
\/ 0
1 ml de KsFe (CN) 61% puis incubée a 1.5 du surnageant de chaque
50°C dans bain marre 30 min concentration mélangé avec 1.5 ml de

I’eau distillée

1.5 ml TCA (trichloracétique 10%) puis
le tout est centrifugé a 3000 tours 10

Figure 16: protocole de pouvoir réducteur antioxydant (FRAP).(Oyaizu 1986).

IV.2.Test du pouvoir antibactérien

Les tests d’évaluation de D’activité antimicrobienne est réalisé au niveau du
laboratoire de biologie «Mila». Ce test nécessite un travail dans des conditions d’asepsie
rigoureuses afin d’éviter les problémes de contamination. En outre, le matériel, les

solutions et les milieux de cultures doivent étre stérilisés par autoclavage.
IV.2.1. Microorganismes testées

Six souches bactériennes de références ont été testé: Escherichia coli ,
Staphylococcus aureus, Micococcus luteus, Salmonella gallinarum, Pseudomonas
aereuginasa et Bacillus cereus. Ces souches bactériennes ont été obtenus auprés du

laboratoire de Controle de qualité et de la conformité « Ghaouat » d’Ain Melila.
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Tableau VI: Les caractéristiques des souches bactériennes utilisées.

Famille Genre et éspéce Gram Référence
Micrococcaceae Micrococcus luteus + ATCC27141
Bacillaceae Bacillus cereus + ATCC10987
_ ATCC700623
Enterobacteriacées Salmonella gallinarum -
+
Micrococcaceae Staphylococcus aureus ATCC25923
Pseudomonadacées Pseudomonas aeruginosa ) ATCC27853
Enterobacteriacées Escherichia coli - ATCC11303

1VV.2.2. Evaluation de Pactivité antibactérienne

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne des différents extraits des plantes étudiées
est selon la méthode de diffusion en milieu gélosé (antibiogramme) (Trekietal., 2009).
Cette technique repose sur l'apparition d’une zone d'inhibition dans le milieu de culture. Le
test a porté sur tous les extraits de deux plantes préparés précédemment et s’est déroulé

selon les étapes suivantes :
1V.2.2.1 Préparation des milieux
A. Préparation de milieu MH (Mueller Hinton)

Le Mueller Hinton a été préparé pour le but du repiquage des souches bactériennes et
d’évaluation de I’activité antibactérienne. On introduit 38g de MH avec 11 d’eau distillée,
le mélange obtenu est semis a une agitation continue, a une température élevé sur une
plaque chauffante jusqu'a le bouillage, puis le milieu sera divisée dans des flacons en verre
(Baure et al., 1966).
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Figure 17:Préparation de milieu MH (Mueller Hinton)
B. Préparation de milieu BN (Bouillon nutritif)

Le bouillon nutritif a été préparé pour le but de la réactivation et 1’entretien des
souches bactériennes par I’ajoute de 5 g de BN a 11 d’eau distillée sous agitation pendant
quelques minutes, la solution sera divisée dans des tubes en verre a vesse (Baure et
al.,1966).

Figure 18: Préparation de milieu BN

C. Préparation de I’eau physiologique

L’eau physiologique est préparée pour l’ensemencement des souches. Elle est
réalisée par solubilisation de 0.9g de NaCl dans 100ml d’eau distillée avec agitation

pendant quelques minutes et divisée dans des tubes en verre a vesse (Baure et al.,1966).
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Figure 19:Préparation de 1’eau physiologique.

1VV.2.2.2. Réactivation des souches bactériennes

Les souches bactériennes ont été réactivées dans un bouillon nutritif (BN) et

incubées a 37°C pendant 24h.

Figure 20:Réactivation des souches bactériennes.

IV.2.2.3. Le repiquage des souches bactériennes

Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries sur
gélose nutritive (38g/1ml de ’eau distillée) en boite de pétri. A 1’aide des écouvillons

stérile, puis incubées a I’é¢tuve a 37°C pendant 18 a 24 heures, afin d’obtenir une culture

jeune et des colonies isolées qui ont servi a préparer 1’inoculum bactérien
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Figure 21:Le repiquage des souches bactériennes.
1V.2.2.4. Préparation des dilutions des extraits

Les extraits ont été repris avec I’cau distille stérile (décoction) ou éthanol
85%.15%ED(macération),les concentrations des extraits sont réalisées a analyses selon les

méthodes suivantes :

v Solution mére SM: 100mg d’extrait avec 1ml ED stérile de (100%) ou
ETOH85%ED15%.

v’ T%: 0,5ml d’extrait de SM avec 0.5ml de ED (50%).
v' TV 0.5ml d’extrait de T% avec 0.5ml de ED (25%).

v TY% :0.5ml d’extrait de T" avec 0.5ml de ED (12.5%).

Figure 22:Préparation des dilutions des extraits

Pour valoriser 1’activité antibactérienne on utilise 1’antibiotique : Gentamicine

comme controle positif.
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IV.2.2.5. Préparation des disques

Les disques sont préparés a partir de papier d'wattman, avec un diametre de 3 mm
.En suite ils sont mis dans un tube a essai, et stérilisés a l'autoclave et conservés jusqu'a

I'utilisation.

Figure 23: Préparation des disques.

1V.2.2.6. Préparation du milieu de culture

On met la stérilisation et la surfusion de milieu de culture (Muller Hinton) a I'aide
d'autoclave pendant 15 min a 121°C, puis on I’a versé dans les boites de Pétri a 4 mm de

hauteur (Figure 24.) et on I’a laissé quelques minutes jusqu'a la solidification.

Figure 24:La préparation du milieu de culture.

IV.2.2.7. Préparation de I’inoculum bactérien

v' A partir d'une culture pure des bactéries a tester sur milieu d'isolement, racler par

un écouvillon, quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

v Décharger I'écouvillon dans 9 ml deau physiologique stérile a 0.9 %, bien

homogénéiser la suspension bactérienne.

v’ L'ensemencement doit se faire en moins en quelques minutes apres la préparation

de l'inoculum.
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1VV.2.2.8. Ensemencement des bactéries
v La culture se fait dans un milieu stérile en présence de bec benzene.

v" Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne (Il est nécessaire d’évité

la contamination du manipulateur et de la paillasse).

v L'essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le

décharger au maximum.
v Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas.

v' Répéter l'opération trois fois, en tournant la boite de Pétrie de 60° a chaque fois, sans
oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement en passant

I'écouvillon sur la périphérie de la gélose

Figure 25:1’ensemencement des bactéries et dépot des disques.

IV.3.Activité anticoagulante

L’activité anticoagulante des extraits a été évaluée selon le protocole décrit par Wang
et al .,(2010) .vis-a-vis la voie exogene de la coagulation sur un test pool des plasmas
normaux déplaquettés et a 1’aide de test de temps de Quick.

1VV.3.1. Mode opératoire :

% Préparation de TP

Prélever 1 ml de flacon qui contienne de R1et mélanger avec 4 ml de flacon de R2.

¢ Préparation du pool plasmatique (standard) déplaquetté
Le pool plasmatique déplaquetté est un mélange de plasma déplaquetté des
volontaires sains adultes non traités, dont les TQ et TCK sont normaux et comparables. Le

sang de chaque volontaire est prélevé par ponction veineuse dans un tube en plastique sur
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une solution anticoagulante de citrate de sodium a 3,2 % et a raison de 1 volume pour 9
volumes du sang.
Le sang est ensuite centrifugé pendant 10 minutes a 3000 tours pour obtenir un plasma

pauvre en plaquettes.

< Evaluation de I’activité anticoagulante vis-a-vis la voie exogéne

Nous avons préparé au préalable un pool plasmatique. L’activité des extraits et de
certains de leurs composés est établie sur 100 ul de ce plasma qui est mélangé avec 50 ul
volume d’extrait dans la premiére fois, et ’outre fois avec vitamine K préparées a une
concentration donnée. Apres 15 min. d’incubation a 37°C, 200 pl TP est additionné au

meélange qui est reincubé durant exactement 2 min sous agitation a 37°C.

50ul d ’extrait 100 pl du plasma Incubation a 37°C
15 min

o 200 pl TP a 13 min )
Aqgitation
g -

Figure 26:Protocole de ’activité anticoagulante.

V. Analyse statistiques

Les histogrammes et les courbes sont tracés par le Microsoft Excel 2010, et les
analyses statistiques ont été réalisées par le logiciel SPSS (version 21). Les résultats des
tests (dosage des composés phénoliques, des flavonoides et de 1’activité anticoagulante)
effectués, sont exprimés en moyenne + écart-type. La différence entre les différents
parametres est déterminée par le test ANOVA a un critére pour les comparaisons multiples
et la détermination des taux de signification. Les valeurs de p<0.05 sont considérées

statistiquement significatives.
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I1. Discussion générale

L’objectif de notre ¢étude est d’évaluer la composition chimique et les activités

biologiques des deux parties de Melia azedarach de la région de Mila (Tadjnanet).

L’extraction n’est qu’une étape de transformation de la mati¢re végétale en un extrait,
toutes les étapes qui précédent ou suivent cette étape cruciale, doivent étre maitrisés avec
précision pour un produit final de qualité optimal (Ribéreau-Gayon ,1968). L’extraction
adoptée est celle de la macération des poudres par un solvant polaire et la décoction par une

eau bouillante.

Dans la présente étude, le choix du solvant pour I’extraction des composés phénoliques
polaires et apolaires, a partir du matériel végétal est largement influencée par leurs polarités,
qui est due a la différence de polarité des principes actifs, raison de nombre de groupes
hydroxyles inclus dans la structures de ces composés (Naczk et Shahidi, 2006).

Pour cela plusieurs combinaisons (alcool, eau) ont été réalisées pour 1’extraction des
différents constituants phénoliques qui sont solubles dans 1’ecau et dans les solvants
organiques, mais il n’y a pas des données publiées sur la composition du solvant type, qui
extrait tous les composés phénoliques polaires et apolaires. L’éthanol aqueux a été choisi
comme solvant d’extraction, car plusieurs études ont montré son efficacité a extraire les
composés phénoliques de M.azedarach (Adil et al. 2012, Kaanin 2014 ,Aoudia et al.,2014
Akache et al .,2017). L’éthanol présente également 1’avantage d’étre facilement éliminé par

rotavapeur sous vide.

Les résultats de rendements d’extractions des extraits éthanolique de M.azedarach sont
en accord avec ceux obtenus dans les travaux d’Adil et al (2012). En utilisant pratiquement le
méme solvant d’extraction et les mémes organes végétau, ils rapportent que les rendements

d’extraction des feuilles sont le plus élevés comparés a ceux des graines (Adil et al., 2012).

I1 est difficile de comparer les résultats avec ceux de la bibliographie, le rendement n’est
que relatif et varie en fonction de plusieurs parametres: le matériel végétal étudié (tailles de
particules), les caractéristiques physico-chimiques des solvants utilisés et notamment de leur
polarité. 1l dépend aussi des conditions et la durée de stockage, période de récolte et a la

méthode et les conditions dans lesquelles I’extraction a été effectué (Kaanin, 2014).
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La mise en évidence de la présence de divers classes de composés (alcaloides,
terpanoides, polyphénols et sucres) dans tous les extraits de M.azedarach, est en accord avec
les données de nombreux auteurs (Chiffelle et al., 2009 ; Nahak et sahu,2010 ; Adil et al.,
2012 ; Ahmed et al., 2012). les tannins sont détectés uniquement de la poudre des feuilles, qui

est en accord avec le screening réalisé par Maciel et al.,( 2006) .

Les résultats négatives obtenus de screening (flavonoides, coumarines, anthocyanes,
saponines, quinones libres, protéines, anthraquinones) ne sont pas d’accord avec les données
de Maciel et al., 2006 , Chiffelle et al., 2009 ;Nahak et sahu, 2010 ;Adil et al .,2012 et Ahmed
etal .,2012) .

La présence de tels substances phénoliques dans cette espece , est en effet rapportée par
de nombreux auteurs (Chiffelle et al., 2009 ; Kaanin 2014 ;Aoudia et al ., 2013 ; Akache et
al .,2017). Le résultat enregistré a partir ’extrait éthanolique aqueux, issu de graines de
M.azedarach montre une teneur faible en phénol totaux trouvée par Akache et al .,(2017) ;
6,07 mg Eq AG/g de MS , largement faible comparée a celle donnée par Aoudia et
al.,(2013) ;11,22 mg Cat/g d’échantillons et tres largement faible par rapport a la teneur
trouvée par Adil et al .,(2012) ; 66,89(mg Eq AG/g de MS).

Quant aux extraits éthanoliques et décoctés des feuilles nos résultats sont trés inférieurs
a ceux rapportés par Nahak ,(2010) avec des teneurs correspondantes qui varient de 140 a 360(
mg Eq AG/g).Kaanin ,(2014),en étudiant les extraits hydroalcooliques des feuilles issus de
Melia azedarach ,avec des pourcentages choisis de 30% ,50% et 70% , rapporte des teneurs
supérieures qui oscillent entre 14,1 et 16,22 mg Eq AG/g de MS .

Ainsi, Nos résultats prouvent que ces composés phénoliques sont distribués d’une
maniére non uniforme entre les différentes parties de Melia azedarach, comme cela a été
souligné par Adil et al .,(2012) et Aoudia ,(2014). Les valeurs élevées respectives rapportées
par Adil et al .,(2012) dans les feuilles et les graines sont de 82,54 et de 66,89(mg Eq AG/g de
MS). Ces dissimilitudes sont revenus a différents facteurs tels que le stade de développement
de la plante (Miliauskas et al., 2004).

La richesse de I’extrait hydroéthanolique de feuilles en flavonoides, comparée a celui de
graines a été rapportée précédemment par Adil et al., (2012) ;16,99 contre 10,67 mg Eq Qu/ g
de MS et Aoudia et al.,(2013) ; 5,74 contre 1,99 mg Eq Qu/ g d’échantillon. Tout ces extraits
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éthanoliques issu de différentes parties de Melia azedarach affichent des teneurs en
flavonoides faibles comparées a celles notées par Aoudia et al.,(2013) et largement faibles

par rapport a les valeurs notées par Adil et al.,(2012) .

Trés peu de travaux ont eu pour objectif d’étude du pouvoir réducteur des composés
phénoliques de Melia azedarach. Par contre, la plupart des études antioxydantes de cette
espece étaient rapporté sur leurs activités de piégeage du DPPH. Les résultats obtenus ne sont
pas en accord avec ceux d’Adil et al.,(2012) ; ils rapportent un pouvoir réducteur élevée dans
les feuilles (0,69%) contre (0,6%) dans les graines de Melia Azedarach a une concentration
maximale de 10mg/ml . Les extraits décoctés testés de cette plante ont présenté des capacités
réductrices du fer plus élevées comparées a celles des extraits éthanoliques. Cette derniére

investigation est en accord avec les données de Chimeray et al. (2009).

L’activité antibactérienne des extraits de graine de Melia azedarach vis-a-vis de 11
bactéries pathogenes; Gram positive et Gram négative, telles que S.aureus, E.coli et
P.aeroginosa est exclusivement rapportée par Khan et al ., (2011) .Pratiqguement, cette
équipe de recherche a montré une sensibilité significative variable et trés importante de
différents extraits issus de graine de M. azedarach , a 1’égard , sans exception , toutes les
souches testées. Par ailleurs, ils ont confirmé, I’application donnée, particuliérement a 1’extrait
aqueux de la graine entiere, comme un antibiotique naturel, trés efficace contre les souches

responsables des infections pathogénes de I’homme.

Malheureusement, des résultats non similaires ont été présentés dans notre recherche, en
testant I’activité antibactérienne de tous les extraits utilisés de graines de M. azedarach vis-a-
vis de S.aureus, E.coli et P.aeroginosa . Concernant, 1’activité antibactérienne des extraits de
feuilles, nous n'avons pas trouvé au cours de notre recherche continue aucun article de
référence sur ce dernier, que ce soit pour I’espéce de M.azedarach ou n’importe quelle autre

espece du méme genre.

A propos des graines, cette dissimilitude des résultats obtenus, avec 1’étude publiée par
Khan et ses collegues, peut étre attribuée aux plusieurs parametres tels que : la méthode
d’évaluation de ’activité antibactérienne, la variation du volume de 1’inoculum bactérien, les

dimensions des disques en papier et le type d’extrait (Cowan, 1999 ; Cushnie et Lamb,2011).
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Aucune publication a eu pour objectif d’étude de D’activité anticoagulante de Melia
azedarach sur les voies exogénes et endogenes de coagulation .En effet, Les capacités
anticoagulantes, retardées enregistrées par les extraits de feuilles et graines de Melia
azedarach sont mises uniquement en évidence dans notre étude. Il semble alors trés difficile

de comparer nos données pratiques a ceux de la bibliographie.

A la lumiére de ces résultats, nous pouvons dire que les activités antioxydantes et
anticoagulantes retardées d’extraits de M.azedarach pourraient étre attribuées a la présence
de composés phytochimiques bioactifs tels que les polyphénols, les terpanoides, les tanins, les

flavonoides et les alcaloides.
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Conclusion et perspectives

Les rendements des extraits de M.azedarach oscillent entre (71.13-15.48%). Cette
variabilité notée entre les différents extraits est largement liée au type de substrat végétal a
la technique d’extraction envisagée pour chaque organe végétal de M.azedarach. Les
pourcentages les plus éleves sont obtenus par les extraits décocté de M.azedarach .un
pourcentage trés remarquable est enregistré par I’extrait décocté de feuilles avec une
valeur de 71,13% .I’extrait éthanolique de feuilles s’avere le plus pouvre en extraits sec,

avec une valeur enregistré de 15.48%.

Les tenures en composeés et en flavonoides les plus éleves, notées de notre étude sont
obtenues par I’extrait éthanolique des feuilles, les valeurs respectives sont de 4.3325 mg
Eq AG/g d’extrait,et de 1.1794 mg Eq Qu/g d’extrait. Les tenures les plus faibles en ces
composés bioactives sont enregistrées par 1’extrait décocté de graines pour les composés
phénoliques (0.5303mg Eq AG/g d’extrait), et par 1’extrait éthanolique de graines pour les
flavonoides (0.1173 mg Eq AG/g d’extrait).

Le screening phytochimique est mis en évidence la présence des polyphénols, des
terpanoides, des alcaloides et des sucres réducteurs dans les quarte extraits étudiés. Les

tannins sont présents exclusivement dans les extraits des feuilles.

La meilleure efficacité réductrice est notée par 1’extrait décocté de graines, avec un
DO enregistré de 0.6 suivi par un DO de 0.25% donné par 1’extrait décocté de feuilles. En
revanche, nous n’avons observé aucune zone d’inhibition enregistrée par les extraits testés

vis-a-vis les six souches bactériennes étudiés.

L’activité anticoagulante de nos extraits a été évaluée in vitro en utilisant les tests du
temps de prothrombine (TP). A I’exception de I’extrait décocté de feuilles, tous les extraits
testés de Melia azedarach a différentes concentrations sont capables d’allonger le temps
Quick de coagulation de la voie exogene, par rapport au contrdle positif (vit k).Par ailleurs,
I’extrait éthanolique de graines a présenté une capacité anticoagulante retardee tres

intéressante avec un temps d’allongements de 55s a une concentration de 200 mg/ml .

Ce travail mérite d’étre approfondie pour une meilleure exploitation des graines et

feuilles de Melia azedarach et ce :

+«» Etablir une optimisation d’extraction des composés phénoliques.
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Identification et quantification des différents constituants phénoliques présents dans
les extraits bioactifs par les différents techniques (fractionnement par CCM et colonne,
HPLC , RMN...etc).

Tester d’autres activités biologiques des composés phénoliques, comme 1’activité
antifongique, insecticide, antivirale, anticancéreuse et anticoagulante de la vois

endogene.

Suivre et améliorer cette étude par I’isolement des molécules phénoliques bioactives
contenues dans Melia azedarach ( feuilles et graines) pour les tester, in vitro et in vivo
afin de trouver une application thérapeutique d’une substance isolée a partir cette

espece.
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Annexe | : Structure de base des polyphénols (Crozier et al., 2006).

Nombre de | Squelette Classification Exemple Structure de
carbones base
7 Cs-Cy Acides phénols Acide gallique @—CDDH
8 Ce-Cs acétophénones Gallacetophénone @ {J,CH}
Acide p-
8 Cs-Ca Acide phénylacétique hydroxyphényl- @—'CODH
acétique
R U ST . | Acide p- COOH
9 Cs-Cs Acides hydroxycinamiques coumarique -@f
0.0
9 Cs-C; Coumarines Esculitine w
O
10 Cs-Cy Naphthoquinones Juglone @I:‘:)
8
13 Cs-C1-Cs | Xanthones Mangiferine (m
Q
14 Cs-Co-Cg | Stilbénes Resveratrol @’%ﬂ
15 (Cs-C3-Cg | Flavonoides Naringénine @f}ﬂ
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Annexe Il :Composes identifiés a partir de différentes parties de MA

& i & 3 ]

Parties dg
la plante

Composés chimiques identifiés

Ecorce

Kulinone, Melianine—A_ 1,35 8-Tetrahydroxy-2-methyl anthraqunene; 8-Me éther, 12-
Acetoxyamoorastatine, Galactopyranoside, a-Pinéne, Ta-Acetoxy- 140, 15p-
epoxyzedunanl-ene-3-0-f-D-glucopyranoside. 4 5-Dihydroxy flavone- 7-O-u-
Lrhammopyranosyl-{1-4)-f-D-glucopyrancside, Fraxmellone, Amoorastatin, Kulactone,
12-Hydroxyamoocrastatone, 3:Hydroxyeupha-7.24- diene-21,16-olide, 1.8-dihydroxy-2-
methy] anthraqunone-3-0-B-D, Methyllulonate, Melianine-B. a-Terpmeol, 1, 5-dihydroxy-|
S-methony-2-methl-anthraquinone-3-0O-a-L-rhamnopyranoside, Knlolactone, a-Terpinene,
3-O-o-L-rharnopyranoside, f-Pinene.

Feuilles

Acide Palmitigue, 1-Cinnamoyl-3-methacrylyl-11-hydroxy meliacarpine. 1-Cinnamoyl- 3-
acetyl-11-hydroxy melhacarpine. 1 3-Dicinnamoyl-11-kydroxy-meliacarpine,
Deéacétylsalannine o-Pmene. o-Terpmene. f-Pinene. Kaempferol-3-0-f- rotinoside. a-
Terpinecl, Putine, Kaempferol-3-L-rthammo-D-glucoside.

Facines

Azedarachine-A acide Vamlliue, 12-0-Acetyl azedarachine-A, 1-Tigloyl-3,20- diacdyl-
11-methoxymeliacarpimne, 1,12-Diacetyl tnchiline-B, Campestercl, 12-0-Acetyl
azedarachine-B. 1-Cinnamoyl-3-hydroxy-11-methexy meliacarpinine, Salanmne 1-
Tigloyl-3-acetyl-11-methoxy meliacarpimine, 1-Acetyl-3-tigloyl-11- methoxy
meliacarpinine, Cholestérol, Stigmastérol, acide Linoleique, Azedarachine-C. 12-0-Acetyl
trichiline-B. acide 9-octadecenoique, 7,12-Diacetyl tnchiline-B 29-1sobutylsendanine 3-
Tigloyl-1.20-diacetyl-11 methoxymeliacarpimine, Apigemne-5-0O-f-D-galactopyranoside,
1-Deoxy-3- methacrylyl-11-methoxy meliacarpimine, 1-Deacetyl nimbolinine-B, 24-
Methylenecydeartanol, Trichibine-B, 24-Methylenecydoartanone, Nimbolidine-B.

Fruits

Obhchimine acetate, Amorastatone, Trans-cinnamic acid, 6-Acetoxy-14,15-epoxy- 3,11-
dihydroxymeliaca-1 5-diene-7-one, Meliatoxine-B1, 21-f- Acetoxymelianone, Meliandiol,
Vilasinine, Melianomnol, Azedirachtme-A  1-Cinnamoyl-3, Methyl kulonate, 11-
dihydroxy- meliacarpimine, Nimbolimne-B, Cinnamoylmelianclone, 3- O-
Tigloylohchinime, Meliatoxine-A2, Ohchinolide-B, 1-Cinnamoylmehanone, Compositine,
Mehanolone, Compositolide, Meliatonune-Al, Numbolidine-A  29- Deacetyl sendanme,
Meliatoxme-B2, acide steanique, 1-Deacetyl nimbolinine-A, 1-O-Deacetyl chehinolide-B.
3-Deoxymelianone, 21.23:24 25 -Diepoxy-tuncall-7-ene- 21-o0l, 3-Epimeliancl.
Meliantriol, Sendandal. Obchimine, 3-g-Tigloylmeliancl, Melianone, Ohchinolide-A
Sendamine. 3-Epimeliantriol, Sendanal, Gédunine, 12-a- Hydroxyamoorastatine, Ohchinal,
Amoorastatine, Mélianol, Ohclinolal, Mimbolinine-A.

Graines

Acide oleique, (=) Pmoresinol Melanclmeliacine, Daucosterol acide Vanillique,
Meldemne, B-D- glucopyranose, Meliartemine 3B, 7a-Dibydroxy-21,23-epoxy-apotirucalla
14 24 diepe-21-one, acide lnoléique, Campestércl, Stigmastércl acide Benzoique,
hydroxyl-3-methoxcinnamaldehyde, B-sitostérol, Meliacarpine, 6,11 diacetoxy-7-oxo-14
p-epoxymeliacine (1,5-diene-3-0- f-D-glucopyranoside), Vanilline.
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- Tubes secs a bouchons
- tube d’hémolyse

- Flacons en verre ambré
- Papier film

- Porte tube a essai

- Papier d'aluminium

- Entonnoir en verre

- Eprouvette

- Pipette graduée

- Compte-gouttes

- vortex
- centrifugeuse
- bain marée

-Agitateur

- Carbonate de Sodium

- Acide Gallique

-Acide ascorbique

- Quercitine

- Le chlorure de fer

- Potassium acétate

- Le chlorure d'aluminium
-Limailles de Magnésium
- Réactif de fehling

ANNEXE 111 : Les matériels utilisés de laboratoire, les produits chimiques et les réactifs.

Les matériels L’appareillage Produits Logiciels
utilisés

-machine de coffee -Rota vapeur -Chloroforme -Microsoft

- Erlenmeyers - Etuve - Ethanol Excel 2010

- Fioles -Balance de précision |- Eau Distillé -Microsoft

- Béchers - Balance électronique |- Acide Chlorhydrique office 2007-
2010

- Micropipette - Plaque chauffante - Acide sulfurique

- Papier filtre - Autoclave - Réactif de Dragendorff -IPM SPSS

\ _ _ STATISTIQUE

- Spatule - Spectrophotométre - Reactif de FCR (Folin- 24

- Tubes a essai - Réfrigérateur Ciocalteau)
-Paint
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Annexe 1V : préparation des solutions pour I'analyse biochimique.

Eau physiologie 0.9%

ChIOrure de SOOIUM........ciiiecccee e te e e e aeeneenrs 9g
BAU AISEIIER. ... ereane s 100ml
Sterilisation par autoclavage & 120°C pendant 20 min

Folin-Ciocalteu

FOIIN CIOCAITEU. ...ttt sb e iml
T o TS 1] TSRS 9ml

Carbonate de Sodium

Carbonate de SOUIUM.........ccviiicie e sre e esre e 7.5¢
BAU AISHIEE. ...t 100ml
L'acide ascorbique

ACIAE ASCOMDIQUE.....cviiieteee ittt bbb 0.5mg
METNANOL.......oceicee bbb Iml
L'acide gallique

ACIAE GAITIGUE. ... 1mg
<3 (- T o SRS 10ml

Annexe V : Composition des milieux de culture

Gélose Muller-Hinton

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min
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Annexe VI : Matériels utilisés de laboratoire.
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Annexe VII : résultats de SPSS

Tests des effets inter-sujets

Variable dépendante: Polyphénol

Somme des

Source carres de type lll ddl Carré moyen F Signification
Modele corrigé ,169° 3 ,056 230,500 ,000
Constante ,193 1 ,193 790,993 ,000
Partie ,156 1 ,156 641,044 ,000
Extrait ,046 1 ,046 189,101 ,000
Partie * Extrait ,046 1 ,046 188,140 ,000
Erreur ,001 6 ,000

Total ,264 10

Total corrigé ,170 9

a. R-deux = ,991 (R-deux ajusté = ,987)

Tests des effets inter-sujets
Variable dépendante: flavanoide
Somme des

Source carrés de type Il ddl Carré moyen F Signification
Modele corrigé 427° 3 ,142 164,548 ,000
Constante ,575 1 ,575 665,391 ,000
partie 421 1 421 487,163 ,000
extrait ,005 1 ,005 6,181 ,038
partie * extrait ,000 1 ,000 ,299 ,600
Erreur ,007 8 ,001

Total 1,009 12

Total corrigé 434 11

a. R-deux = ,984 (R-deux ajusté = ,978)
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Tests des effets inter-sujets

Variable dépendante: VARO00003

Somme des
Source carrés de type Il ddl Carré moyen F Signification
Modéele corrigé 972,688% 3 324,229 412 ,748
Constante 11935,562 1 11935,562 15,155 ,002
VARO00001 689,063 1 689,063 ,875 ,368
VARO00002 280,563 1 280,563 ,356 ,562
VARO00001 * VARO0O002 3,063 1 3,063 ,004 ,951
Erreur 9450,750 12 787,563
Total 22359,000 16
Total corrigé 10423,437 15

a. R-deux = ,093 (R-deux ajusté = -,133)
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Summary

Our work is based on the phytochemical study of extracts of the leaves and
seeds of Melia azedarach and the evaluation of the antibacterial, antioxidant and

anticoagulant activities of this plant.

Qualitative analysis of M.azedarach extracts by phytochemical screening
revealed the presence of numerous compositions, among which, polyphenols,
terpanoids, alkaloids, and reducing sedatives in the extracted four. The tannins

present exclusively in the extracts of leaves.

Quantitative analysis of these extracts shows high tenures of phenolic and
flavonoids present by the ethanolic leaf extract with respective values of 4.33 mg
(Eq AG / g extract) and 1.17 mg (Eq Q / g extract) .The best reducing capacity of
ferric iron Fe3+ in ferrous iron Fe2 + is recorded in the decocted seed extract of
0,6. No inhibition zones recorded in the various extracts of Melia azedarach for the
six bacterial strains .Evaluation of the anticoagulant activity of leaf extracts and
seeds of Melia azedarach using the Quick Time Test (TQ). The best delayed

anticoagulant capacity recorded by the decocted seed extract with a TQ of 55s.
Key-words

M. azedarach, extracts, phenolic compounds, phytochemical screening ,biological

activity,
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Abderezzek chahrazed

Etude phytochimique et activités biologiques des extraits de feuilles et
graines de melia azedarach

Résumé

Notre travail est repose sur 1’étude phytochimique des extraits de feuilles et graines de
Melia azedarach et 1’évaluation des activités antibactériennes, antioxydantes et anticoagulante
de cette plante.

L’analyse qualitative des extraits de Melia azedarach par screening phytochimique a
révélé la présence de nombreux composants, parmi lesquels, les polyphénols, les terpanoides
Jes alcaloides ,et les sucres réducteurs dans les quarte extraits. Les tannins sont présents
exclusivement dans les extraits de feuilles.

L’analyse quantitative de ces extraits montre des tenures élevées en composés
phénoliques et flavonoides présentes par I’extrait éthanolique de feuilles avec des valeurs
respective de 4.33 mg (Eq AG/g d’extrait) et 1.17mg (Eq Qu/g d’extrait).

La meilleure capacité réductrice de fer ferrique Fe®* en fer ferreux Fe®" est enregistrée
avec I’extrait décocté de graines qui est de 0,6. Aucune zone d’inhibition enregistrée dans les
différents extraits de melia azedarach vis-a-vis les six souches bactériennes L’évaluation de
I’activité anticoagulante des extraits de feuilles et graines de melia azedarach en utilisant le
test du temps Quick (TQ).La meilleure capacité anticoagulante retardée enregistré par I’extrait

décocté des graines avec un TQ prolongé de 55s.

Mots-clés
Melia azedarach, extraits, composés phénoliques screening phytochimique, activités
biologiques.
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