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Résumé

Moringa oleifera est une plante médicinale appartenant a la famille des Moringaceae. C’est
une plante d’intérét médicinal et nutritionnel décrite pour sa richesse en molécules bioactives.
L’objectif de ce travail porte sur I’évaluation de I’activité antioxydante (pouvoir antiradicalaire
et pouvoir réducteur du fer) de quelques extraits des feuilles et de graines de M. oleifera ainsi
que la détermination de leur teneur en polyphénols et en flavonoides totaux.

Le dosage de polyphénols et de flavonoides a révélé dans les extraits organiques : fraction
acétate d’éthyle de ’extrait aqueux des feuilles (EAcaq), fraction acétate d’éthyle de I’extrait
eau-méthanolique des feuilles (EACM), fraction acétate d’éthyle de I’extrait eau-méthanolique
des graines (AcMG), fraction n-butanol de I’extrait aqueux des feuilles (En-Baq) des teneurs
de 798,87 ; 757,52 ; 612,41 et 543,76 ug GAE/mg d’extrait pour les polyphénols et des teneurs
de 124,97 ; 120,24 ; 17,45 et 90,76 ug CEQ/mg d’extrait pour les flavonoides, respectivement.

L’activité antioxydante des fractions acétate d’éthyle de I’extrait eau-méthanolique des
feuilles (EACM), n-butanol de I’extrait aqueux des feuilles (En-Baq) et n-butanol de ’extrait
eau-méthanolique des feuilles (En-BM) évaluée par la méthode du piegeage du radical libre
DPPH et la méthode du FRAP a montré une forte capacité de ces extraits a pieger le radical
libre DPPH avec des valeurs d’ICso respectives de 19,43 et 26,10 pg/ml. La fraction n-butanol
de I’extrait eau-méthanolique des feuilles (En-BM) a présenté une forte activité réductrice du
fer, par rapport aux autres extraits avec une valeur ECsode 5,27 mg/ml. Le potentiel antioxydant
révélé dans les extraits de M. Oleifera est proportionnel a leur concentration en polyphénols et

en flavonoides.

Mots clés : Moringa oleifera, stress oxydatif, polyphénols, flavonoides, DPPH, FRAP



Abstract

Moringa oleifera is a medicinal plant belonging to the Moringaceae family. It has a great

medicinal and nutritional interest described for its richness in bioactive molecules.

The aim of the present study consists of the determination of total polyphenols and
flavonoids content in the leaves and seeds M. oleifera extracts, and to evaluate the antioxidant
activity (antiradical and reducing power) of some extracts.

The organic extracts : ethyl acetate fraction of the aqueous extract of the leaves (EAcaq),
ethyl acetate fraction of the water-methanolic extract of the leaves (EAcM), acetate fraction
ethyl of the water-methanolic extract of the seeds (AcMG), n-butanol fraction of the aqueous
extract of the leaves (En-Baq) revealed high levels of polyphenols and flavonoids, 798,87 ;
757,52 ; 612,41 ; et 543,76 pg GAE/mg extract for polyphenols and contents of 124,97 ;
120,24 ; 17,45 ; et 90,76 ng CEQ/mg extract for flavonoids, respectively.

The antioxidant activity of the ethyl acetate fractions of the water-methanolic extract of the
leaves (EACM), n-butanol of the aqueous extract of the leaves (En-Baq) and n-butanol of the
water-methanolic extract of leaves (En-BM) evaluated by the DPPH free radical trapping
method and the FRAP method showed a high capacity of these extracts to trap the DPPH free
radical with respective 1Cso values of 19.43 and 26.10 pg/ml. The n-butanol fraction of the
water-methanolic extract of the leaves (En-BM) exhibited a strong iron-reducing activity,
compared to the other extracts with an ECsovalue of 5.27 mg/ml. The antioxidant potential
revealed in the extracts of M. Oleifera is proportional to their concentration of polyphenols and

flavonoids.

Keywords: Moringa oleifera, oxidative stress polyphenols, flavonoids, DPPH, FRAP
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Préambule

Au début, le sujet de mémoire de fin d’études qui nous a été proposé, portait sur la
préparation des extraits des feuilles et des graines de M. Oleifera et I'évaluation in vitro de leur
activité antioxydante en utilisant le test du DPPH, FRAP et blanchiment du B-carotene, ainsi
que leur effet sur l'activité de 'a-amylase et a-glucosidase, mais en raison de la propagation de
la pandémie Covid-19 et du confinement sanitaire, qui a duré plus de trois mois, nous ne
pouvions pas achever la partie expérimentale de notre étude. Nous avons été obligés de
présenter dans notre manuscrit juste la partie réalisée sur quelques extraits et leur effet

antiradicalaire sur le DPPH et le pouvoir réducteur du fer (FRAP).



INTRODUCTION



Introduction

Depuis des temps immémoriaux, I’humanité a recherché des médicaments pour éliminer la
douleur et guérir diverses maladies. Il existe des preuves de 1'utilisation de plantes médicinales,
il y a jusqu’a 60000 ans, mais plus récemment une plaque d’argile sumérienne vieille de 5000
ans a été découverte, vérifiant I’utilisation de plantes médicinales pour la préparation de
médicaments. De nos jours, on estime que plus de 50% des médicaments disponibles
proviennent d’une maniére ou d’une autre de plantes (Sewell et Rafieian-Kopaei, 2014). Selon
I’OMS, 80% de la population mondiale utilisent des médicaments traditionnels, principalement
des plantes, qui constituent la principale source des soins de santé (Jamshidi-Kia et al., 2018).

La plupart des espéces végétales, qui poussent dans le monde entier, possédent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I’organisme. Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, le traitement a base

de plantes offre de multiples avantages.

Les effets secondaires induits par les médicaments inquietent les utilisateurs, qui se tournent
vers des soins moins agressifs pour 1’organisme. Aujourd’hui, les traitements a base de plantes
reviennent au premier plan, car I’efficacité des médicaments tels que les antibiotiques decroit.
Les bacteéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux medicaments et leur résistent de plus en
plus (Iserin, 2001). Le développement de nouveaux médicaments plus efficaces, moins
toxiques et moins couteux pour les patients a suscité un grand intérét de la recherche
scientifiqgue dans le domaine pharmaceutique, et s’appuic largement sur I’exploitation des

plantes médicinales comme source de nouveaux principes actifs d’origine végétale.

L’objectif principal des recherches actuelles se résume a 1’évaluation des activités
biologiques des extraits de plantes médicinales endémiques ou locales, utilisées en médecine
traditionnelle, afin de mettre en évidence leurs effets thérapeutiques. Dans ce cadre, nous nous
sommes intéresses dans notre étude a 1’évaluation de I’activité antioxydante des extraits de

Moringa oleifera récolté dans la région de Bamako au Mali.

Notre approche expérimentale consiste a déterminer la teneur en composes phénoliques dans
les extraits des feuilles et des graines de M. oleifera et a évaluer le pouvoir antioxydant de
quelques extraits de feuilles par la méthode de piégeage du radical libre DPPH et la méthode
du FRAP.




CHAPITRE |
STRESS OXYDANT



Chapitre | Stress oxydant

1. Définition

La compréhension des mécanismes biologiques a été bouleversée par la découverte
d’espéces chimiques radicalaires, qui sont normalement présentes dans 1’organisme (Favier,
2003). Une production excessive, endogene ou exogéne, de radicaux libres oxygénés provoque
une situation anormale chez les cellules ou un tissu appelée Stress oxydant. L’excés de radicaux
libres, lorsqu’il n’est pas maitrisé par les systémes de défense, s’avére trés dommageable pour
les biomolécules essentielles (Favier, 2006). Par ailleurs, ils peuvent jouer un rdle
physiologique important, notamment dans la phagocytose des bactéries par les cellules
polymorphonucléaires.

Le stress oxydant, par définition, est un déséquilibre entre les antioxydants et les prooxydants
(especes réactives de I'oxygene) en faveur de ces derniers. Il peut résulter d’un
dysfonctionnement de la chaine mitochondriale, d’une activation des systémes enzymatiques,
d’une libération de fer libre a partir des protéines chélatrices ou d’une oxydation de certaines
molécules comme le glucose et surtout d’une mauvaise alimentation pauvre en antioxydants

(Pincemail et al., 2002).

2. Les Radicaux libres oxygenés
2.1. Définition

Les radicaux libres sont des molécules ou des atomes, qui présentent un ou plusieurs
électrons non appariés sur leur couche externe, ce qui leur confere une instabilité énergétique
et cinétique. Du fait de leur instabilité, ils tendent a retrouver immédiatement un état stable en
réagissant avec une autre molécule, soit par une perte ou un gain d’¢lectron. Ces radicaux libres,
comme accepteur ou donneur d’électrons, ont donc la propriété d’étre extrémement réactifs vis-
a-vis des autres molécules, qui ont une durée de demi-vie trés courte (Koechlin-Ramonatxo,
2006).

2.2. Origines

Les espéces réactives de 1’oxygeéne possedent deux sources possibles : source endogene et

source exogene.

e Source endogene

La chaine respiratoire, source d’énergie chez les étres aérobies, assure un role primordial

dans la cellule en couplant I’oxydation de coenzymes transporteurs de protons H* ou d’électrons
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e avec la phosphorylation de ’ADP en ATP. L’une des conséquences de cette activité
mitochondriale demeure la fuite d’une quantité d’électrons (environ 0,4 a 4%), qui réagit
directement avec I’oxygéne dissout dans le cytoplasme, donnant ainsi naissance aux eSpeces
réactives de I’oxygeéne (ERO) (Haleng et al., 2007). Ces ERO sont des radicaux libres anions
superoxydes (O2"), ceux-ci conduisent, par la suite, a la production d’autres ERO comme le
peroxyde d’hydrogéne (H202), I’oxygene singulet (*O2), le radical hydroxyle (OH"), I’acide
hypochloreux, des dérivés nitrés... (figure 1) (Pincemail et al., 2002).

NO — ONOO-—— ONOOH — NO-

OH° k
NOz'

0% ° > H S — - L g
2 T 202 — > OH° — 2
020.w SOD 020.4
H,0, OH®—— RO;°——— ROOH
Cl 49@0 020-4
HOCI RO®°

Figure 1 : Production en cascade des différentes espéces oxygénées réactives a partir d’02°

(Koechlin-Ramonatxo, 2006).
e Source exogene

Cette source renferme plusieurs facteurs comme, le tabac, dont la fumée contient de
nombreux oxydants et radicaux libres ainsi que le superoxyde et I’oxyde nitrique. L’inhalation
de cette fumée active certains mécanismes endogénes, qui augmentent les dommages causés
par 'oxydant. Le rayonnement ionisant, en présence de l’oxygene, convertit le radical
hydroxyle, le superoxyde et les radicaux organiques en peroxyde d’hydrogene et
hydroperoxydes organiques et ces espéces d’hydroperoxyde réagissent avec les ions
métalliques via la réaction de Fenton et induisent ainsi le stress oxydatif (Birben et al.,

2012). L’exposition a la couche d’ozone peut engendrer une peroxydation lipidique (Birben




Chapitre | Stress oxydant

et al.,, 2012). A ceux-ci s’ajoutent 1’alcoolisme, 1’obésité, les exercices physiques intenses
(Haleng et al., 2007).

Métal’* + H,O, wmmmp Métal®* + OH- + OH (Réaction de Fenton)
3. Antioxydants

Les antioxydants sont des composés, qui peuvent ralentir ou empécher I’oxydation des
lipides ou d’autres molécules en inhibant I’initiation ou la propagation des réactions oxydantes
en chaine (Karou et al., 2005).

L’organisme posseéde un ensemble de défenses antioxydantes, qui proviennent de deux
sources possibles. Une source exogéne apportée par I’alimentation sous forme de fruits et
Iégumes riches en vitamines C et E, caroténoides, ubiquinones, flavonoides, glutathion ou acide
lipoique (Haleng et al., 2007). Et une source endogéne composée d’enzymes comme le
superoxyde dismutase, le glutathion peroxydase, la catalase, de protéines comme la ferritine, la
transferrine, la céruléoplasmine, I’albumine et de systéme de réparation des dommages

oxydatifs comme les endonucléases (figure 2) (Haleng et al., 2007).

le (oxygéne fondamental)
) O 2

le- : CI',MPO
‘)f( SOD, Vit C

peroxyde d' hydro"ene

anion superoxyde acide hypochloreux

Fe.Cu (eau de javel)
'y
(am.’me Vit C, flavonoides,
% GSH
ferritine, transferrine, %
agents chélateurs
r adical hydroxyle

Yal li popcro xydes
oxygene singulet acide urigue, V{f C, GSH

fi-caroténe, lycopéne Vit E, Se-GPx, ubrqmrmm

Figure 2 : Les différentes especes réactives de I'oxygéne (ERO) et des antioxydants régulateurs
de leur production (Pincemail et al., 2002).

Certains oligoéléments tels que le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont les cofacteurs de
plusieurs enzymes a activité antioxydante, constituent de puissants antioxydants qui agissent en

synergie (Defraigne et Pincemail, 2008).
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Les antioxydants peuvent également étre issus du monde animal, minéral ou encore végétal.
Plusieurs plantes possedent des substances naturelles ou « métabolites secondaires » qui sont
utilisés comme antioxydants naturels. Les antioxydants naturels présentent I’intérét d’étre
moins toxiques et bien acceptés par 1’organisme que les antioxydants de synthése. Ils
constituent ainsi un moyen de pallier aux effets secondaires causés par ces derniers (Adida et
al., 2016). En effet, ces substances naturelles trouvent des applications dans plusieurs domaines,
surtout dans les industries pharmaceutique et alimentaire (Marc et al., 2004 ; Hartmann,
2007).
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1. Définition

On désigne sous le nom de « métabolites secondaires » des composés chimiques, qui ne sont
pas impliqués directement dans la croissance et le développement des plantes (Achakzai et al.,
2009). lls sont synthétisés a partir des précurseurs, acétyle Coenzyme A, acide shikimique,
acide mévalonique et 1-désoxyxylulose 5-phosphate, provenant du métabolisme primaire
(Kabera et al., 2014).

Les métabolites secondaires ont une importance significative dans la protection contre les
infections herbivores et microbiennes, comme attractifs pour les pollinisateurs et les animaux
qui dispersent les graines, et comme agents allélopathiques, produits chimiques influencant la
concurrence entre les plantes (Croteau et al., 2000). lls jouent également un réle majeur dans
I’adaptation de la plante a I’environnement et dans la maitrise des conditions de stress,

agressions abiotiques (Ramakrishna et Ravishankar, 2011).

2. Classification

Les métabolites secondaires sont subdivises en trois classes majeures : les composés

phénoliques, les terpenes et les alcaloides (Kabera et al., 2014).

2.1. Les composes phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols constituent 1’'un des groupes de substances les
plus nombreux et les plus largement distribués dans le regne végétal. Ce sont des produits du
métabolisme secondaire des plantes et sont retrouvés dans tous les organes végétaux. Du point
de vue biosynthétique, ils proviennent de deux voies métaboliques principales : la voie
shikimate et la voie acétate (Lugasi et al., 2003).

Les polyphénols contribuent d’une maniere significative a la physiologie végétale. Ils jouent
un role important dans la pigmentation, la croissance, le développement, la reproduction, et la
résistance aux agents pathogenes et aux prédateurs a raison de leur puissante astringence
(Martin et Appel, 2009). Ce sont également des composants importants de 1’alimentation
humaine (Martin et Appel, 2009), car ils sont caractérisés par des propriétés antioxydante,
antiinflammatoire, anticancérigéne, antibactérienne, antiseptique et d’autres propriétés
biologiques, et peuvent protéger contre le stress oxydatif et d’autres maladies (Kabera et al.,
2014). Une alimentation équilibrée fournit a ’Homme environ un gramme (1g) de polyphénols
par jour plus que tout autre antioxydant alimentaire ; soit 10 fois de plus que la vitamine C et

100 fois de plus que la vitamine E et les caroténoides (Scalbert et al., 2005).
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Plus de 8000 composés phénoliques ont été identifies a ce jour et tous sont caractérises par
la présence d’un cycle aromatique au moins, avec un ou plusieurs groupes hydroxyles attachés.
Ils varient des composes simples a faible poids moléculaire et a cycle aromatique unique aux
tanins volumineux et complexes et aux polyphénols dérivés. lls peuvent étre classées en
plusieurs groupes distincts (Crozier et al., 2006).

» Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés phénoliques non flavonoides qui peuvent étre
divisés en deux principaux types : les acides hydroxybenzoiques (C1-C6) et les acides
hydroxycinnamiques (C3-C6) (Tsao, 2010). Ce sont de simples molécules telles que ’acide
caféique, I’acide vanillique, I’acide coumarique, 1’acide gallique et représentent un tiers (1/3)
de I’apport alimentaire en polyphénols (Martin et Appel, 2009).

Ils existent dans tous les aliments d’origine végétale (fruits, 1égumes et céréales). Seule une
fraction mineure existe sous forme d’acide libre ; la fraction principale est liée par des liaisons
ester, ether ou acétal a la cellulose, aux protéines, aux flavonoides, terpenes etc. (Stalikas,
2007).

Ils sont obtenus a partir de I’acide aminé aromatique L-phénylalanine, lui-méme synthétisé
a partir du chorismate, le produit final dans la voie du shikimtae (Robbins, 2003).

= Acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques possedent une structure de base C6-C1, composée d’un
noyau benzénique sur lequel vient s’attacher une chaine aliphatique a un carbone. Ils dérivent
de Tl’acide benzoique par hydroxylation (Chira et al., 2008). Les principaux acides
hydroxybenzoiques (figure 3) sont les acides, gallique, ellagique, protocatéchique et 4-

hydroxybenzoique (Lafay et Gil-1zquierdo, 2008).
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H Ri Re R3 Rs Noms
H H H H Acide benzoique
R4 COOH H H OH H Acide p-hydroxybenzoique
H OCHs OH H Acide vanillique
H OH OH OH Acide gallique
H OH OH H Acide protocatechuique
Ry R4 H OCHsz OH OCHz Acide syringique
OH H H OH Acide gentisique
R, H OCHz OCHz H Acide veratrique
OH H H H Acide salicylique

Figure 3 : Principaux types d’acide hydroxybenzoique (Stalikas, 2007).
= Acides hydroxycinnamiques
Les acides hydroxycinnamiques dérivent de I’acide cinnamique, un composé de structure de
base C6-C3 et produit par une désamination de la phénylalanine. Ils sont aussi désignés sous le
nom de phénylpropanoides. Leur squelette est constitué d’un noyau benzénique avec une chaine
aliphatique a 3 carbones, avec un ou plusieurs groupements hydroxyles souvent estérifiés en
ester d’alcool aliphatique (figure 4). On peut trouver les acides, caféique, p-coumarique,

ferulique et snapique (Chira et al., 2008).

COOH R1 R2 R3 R4 No_ms . .
H H H H H Acide cinnamique
| OH H H H Acide o-coumarique
Ra H OH H H Acide m-coumarique
H H OH H Acide p-coumarique
- - H OCHs OH H Acide ferulique
? ! H OCH; OH OCHs  Acide sinapique
Rz H OH OH H Acide caféique

Figure 4 : Principaux types d’acide hydroxycinnamique (Stalikas, 2007).

» Flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques comprenant 15 atomes de carbone
formant une structure C6-C3-C6 (figure 5), soit deux noyaux aromatiques reliés par un pont de
3 carbones. Ce sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques. 1ls
sont impliqués, chez la plante, dans les processus de défense contre les UV, la pigmentation, la
stimulation des nodules de fixation de I’azote et la résistance aux maladies (Chira et al., 2008).
Ils agissent également comme catalyseurs en phase lumineuse de la photosynthése et comme

régulateurs des canaux ioniques impliqués dans la phosphorylation (Stalikas, 2007).
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Les différents groupes de flavonoides sont constitués par substitution (figure 6) ; les
groupements hydroxyles sont généralement en position 4, 5, 7. La plupart des flavonoides
existent sous forme de glycosides (Chira et al., 2008).

Flavone

Isoflavone

Anthocvanidine Flavan-3-ol

40 J ax
/ o
B OH

Flavanone
Figure 6 : Différentes classes de flavonoides (Chira et al., 2008).

» Tanins

Les tanins sont un groupe hétérogéne de composés phénoliques hydrosolubles ayant une
masse moléculaire comprise entre 500 et 3000 g/mol, qui présente la propriété de former des
complexes réversibles et irréversibles avec des protéines (principalement), des polysaccharides,

alcaloides, acides nucléiques et minéraux, etc. (Frutos et al., 2004 ; Aguilera-Carbo et al.,
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2008). lIs ont la propriété de se lier et de précipiter les protéines de collagene dans les peaux
d’animaux. Cela transforme la peau en cuir, ce qui la rend résistante a la putréfaction. Ils
constituent un ¢élément important de 1’industrie du tannage depuis de nombreuses années. Les
tanins peuvent également se lier aux protéines salivaires produisant un goQt de caractére
astringent (Crozier et al., 2006). Ils sont impliqués dans le systeme de défense des plantes
contre les attaques microbiennes et animales en raison de leur capacité astringente et de leur
capacité a former des complexes avec des protéines et des polysaccharides (Aguilera-Carbo
et al., 2008).

Nous distinguons deux grands groupes de tanins : les tanins hydrolysables et les tanins
condensés (Frutos et al., 2004).

e Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des oligo- ou poly-ester d’un sucre (ou d’un polyol apparenté)
et d’un nombre variable de molécules d’acide phénolique (figure 7). Le sucre est généralement
le glucose, I’acide phénolique est soit 1’acide gallique dans le cas des tanins galliques, soit
I’acide éllagique dans le cas des tanins éllagiques (Sereme et al., 2008). Ces tanins sont

hydrolysables par voie chimique ou enzymatique (Ogkuda et Ito, 2011).

oOH
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Figure 7 : Structure de tanins hydrolysables (Aguilera-Carbo et al., 2008).

e Tanins condensés

Les tanins condensés ou proanthocyanidols sont des polymeres de flavan-3-ol ou flavan-3,4-
diol ne contenant pas de résidus de sucre (figure 8). Leurs liaisons carbone-carbone ne sont pas
susceptibles de former de nouvelles liaisons aprés leur hydrolyse (Aguilera-Carbo et al.,
2008).
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Figure 8 : Structure de tanins condensés (Schofield et al., 2001).

7

% Propriétés des composes phenoliques

= Proprietés physico-chimiques
La solubilité des composes phénoliques dépend de leur nature chimique dans la plante, selon
laquelle ils sont simples ou polymérisés. Les matieres végétales peuvent contenir plusieurs
types de polyphénols tels que les acides phénoliques, anthocyanines, tanins.... Cette diversité
structurale se trouve a la base des multiples propriétés physico-chimiques influencant
I’extraction des polyphénols. En outre, leur solubilité est également affectée par la polarité du
solvant utilisé. En effet, ils sont solubles dans les solvants polaires : 1’cau, méthanol, éthanol,
acétone... (Mahmoudi et al., 2013).
= Propriétés antioxydante
L’activité antioxydante des polyphénols est due a leur capacité a piéger les radicaux libres,
a donner soit des protons H*, soit des électrons e°, ou a chélater des cations métalliques, et leur
structure est un élément significatif de ces activités de piégeage et de chélation (Balasundram
et al., 2006).
= Autres propriétés Biologiques
Outre leur activité antioxydante, les polyphénols contribuent fortement a la prévention des
maladies cardiovasculaires, des cancers, et de I’ostéoporose et montrent également des intéréts
dans la prévention des maladies neurodégénératives. En plus, ils possedent également une
activité antidiabétique (Scalbert et al., 2005). Quelques propriétés biologiques de certains

polyphénols sont résumées dans le tableau 1.

11

——
| —
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Tableau 1 : Activités biologiques des composés phénoliques (Bahorun, 1998).

Polyphénols Activités

Antibactériennes
Acides phénols (cinnamiques et benzoiques) Antifongiques
Antioxydantes

Coumarines Protectrices vasculaires et anticedémateuses

Antitumorales
Anticarcinogenes
Flavonoides Anti-inflammatoires
Hypotenseurs et diurétiques
Antioxydantes

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux

Effets stabilisants sur le collagéne

Antioxydantes
Proanthocyanidines Antitumorales

Antifongiques

Anti-inflammatoires

Tannins galliques et catéchiques Antioxydantes

2.2. Terpenes

Les terpeénes représentent I’'une des classes de métabolites secondaires les plus importantes
et les plus diversifiées, avec plus de 55000 membres isolés a ce jour (Maimone et Baran,
2007). IIs dérivent d’une unité simple a cinq atomes de carbone nommée isopréene. Leur grande
diversité trouve son origine dans le nombre d’unités de base qui composent la chaine, ainsi que
dans les divers modes d’assemblage. Les unités d’isopréne peuvent étre liées « téte a queue »
pour former des chaines linéaires ou elles peuvent étre disposées pour former des anneaux. Les
terpenes peuvent exister sous forme d’hydrocarbures ou avoir des composés contenant de
I’oxygene tels que les groupes hydroxyle, carbonyle, cétone ou aldéhyde (Paduch et al., 2007).

Selon le nombre d’unités isopréniques on distingue (figure 9) les monoterpénes en C10, les
sesquiterpénes en C15, les diterpenes en C20, les triterpenes en C30, les tetraterpénes en C40
et les polyterpenes (Aqil et al., 2007).

Les terpenes, dans les plantes, jouent principalement un réle écologique en agissant comme
dissuasifs contre I’alimentation des herbivores, comme défenses antifongiques et attractifs pour
les pollinisateurs. Chez les mammifeéres, ils sont impliqués dans la stabilisation des membranes

cellulaires, les voies métaboliques et en tant que régulateurs des réactions enzymatiques. Les
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herbes et les plantes supérieures contenant des terpénoides et leurs dérivés oxygénés sont

utilisés comme parfums et saveurs depuis des siecles (De carvalho et al., 2006).

T O QL Lk O 0

a-pinene B-pinene limonene myrcene 3-carene a-terpinene
Figure 9 : Structures chimiques de quelques terpénes (Wilbon et al., 2013).

Les terpénoides sont caractérisés par différentes propriétés biologiques, le tableau 2 résume
quelques propriétés de certains composés terpéniques.

Tableau 2 : Les proprieteés biologiques de quelques terpenoides (Kabera et al., 2014).

Terpénoides Activités

Agent anticonvulsivant, utilisé largement dans la

Acide isovalérique (Hemiterpene) parfumerie

Insecticide botanique parfumé, anticancérigene,

Limonéne (Monoterpene) antibactérien

Antibactérien, Agit sur le systéme nerveux central

Linalol (Monoterpene) (SNC)

Acide abscissique (ABA) (Sesquiterpene) Antitranspirant

Antioxydants, antimicrobiens, et effets

Phytoalexines neurotrophiques

Brassinostéroides (Triterpéne) Impliqués dans la protection des plantes

Stérols (Triterpénes) Compléments nutritionnels et médicinaux

Antioxydants, protection solaire, fonction

Caroténoides (Tetraterpene) immunitaire

2.3. Les alcaloides

Les alcaloides sont des composés naturels qui contiennent du carbone, de I’hydrogéne, de
I’azote et généralement de I’oxygéne (Hussain et al., 2018). lls sont produits par divers
organismes notamment les bactéries, les champignons, les animaux mais surtout par les plantes
comme métabolites secondaires. Les alcaloides ont un riche potentiel thérapeutique
notamment : antiprolifératif, antibactérien, antioxydant, pouvant étre utilisé pour le

développement de médicaments (Dey et al., 2020). Ils sont I’un des plus grands groupes de

(]
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métabolites secondaires avec environ 10000 structures différentes, parfois d’une complexité
considérable (Stockigt et al., 2002). 11 existe trois principaux types d’alcaloides : les vrais
alcaloides, les protoalcaloides et les pseudo-alcaloides :

> Les vrais alcaloides

I1s sont issus des acides aminés et partagent un hétérocycle contenant de I’azote (figure 10).
Naturellement, ils sont tres réactifs et possédent une activité biologique puissante. lls sont sous
forme de sels solubles dans 1’eau et plusieurs sont de nature cristalline, qui forment un sel en se

conjuguant avec 1’acide (Dey et al., 2020).

HSC\

Figure 10 : Hyoscyamine (Croteau et al., 2000).

» Les protoalcaloides

Tout comme les vrais alcaloides, les protoalcaloides sont également dérivés des acides
aminés mais leur atome d’azote n’est pas contenu dans un systéme hétérocyclique (figure 11).
Ils sont également utilisés dans plusieurs troubles de la santé comme : les maladies mentales,

les douleurs et la névralgie (Dey et al., 2020).

NH
HO °

Figure 11: Tyramine (Croteau et al., 2000).

» Les pseudo-alcaloides

A P'inverse des deux premiers alcaloides, ceux-Ci ne sont pas directement dérivés des acides
amineés (Dey et al., 2020).
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Figure 12 : Caféine (Croteau et al., 2000).

Certains alcaloides sont des puissants agents anticancéreux comme le taxol, isolé pour la
premiere fois de Taxus baccatas, le tableau 3 résume quelques propriétés biologiques de

certains alcaloides.

Tableau 3 : Les propriétes biologiques de quelques alcaloides (Croteau et al., 2000).

Alcaloides Activités

Ajmaline Antiarythmique qui fonctionne en inhibant I’absorption du glucose par les mitochondries du
tissu cardiaque

Atropine Anticholinergique, antidote a I’intoxication par les gaz nerveux

Caféine Stimulant du systéme nerveux central (SNC)

Camptothécine Agent anticancéreux puissant

Cocaine Anesthésique topique, puissant stimulant du systeme nerveux central (SNC)

Codéine Analgésique et antitussif relativement non addictif

Conine Extrt‘?meme_nt\toxique, provoque la paralysie des terminaisons nerveuses motrices, utilisé en
homéopathie a petites doses

Morphine Puissant analgésique narcotique

Nicotine Trés toxique, insecticide horticole

Quinine Antipaludique traditionnel

S Antibactérien montrant une activité antiplaque, utilisé dans les dentifrices et les rincages
Sanguinarine

oraux

Scopolamine Narcotique puissant, utilisé comme sédatif pour le mal des transports

Strychnine Poison tétanique violent, utilisé en homéopathie

Vinblastine Antinéoplasique utilisé pour traiter la maladie de Hodgkin et d’autres lymphomes
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1. Origine et répartition géographique

Moringa oleifera est une plante originaire des régions sud de I’'Himalaya au nord de 1’Inde ;
communément appelé « arbre miracle », il appartient a une famille monogénérique d’arbres
et d’arbustes, les moringacées (Singh et Navneet, 2018). Cependant, elle est maintenant
présente dans toutes les régions tropicales et subtropicales (Boullard, 2001), on en trouve en
Asie, en Amérique latine, aux Antilles, en Afrique occidentale, australe, et orientale (figure 13)
(Singh et Navneet, 2018). Il a été introduit en Afrique de 1’Est au début du 20°™ siécle et est
passé, en une décennie, du statut de plante marginale, voire inconnue, a celui de nouvelle
ressource alimentaire et économique pour les pays du Sud (Foidl et al., 2001 ; Atakpama et
al., 2014).

M. oleifera pousse mieux dans les régions tropicales chaudes et semi-arides. 11 est résistant
a la sécheresse et pousse avec des précipitations de 250 a 1500 mm par an. Il pousse jusqu’a
1200 m, voire 2000 m d’altitudes dans certaines régions (Price, 2007).

Figure 13 : Carte de répartition de M. oleifera (Rakotosamimanana, 2014).

2. Systématique et nomenclature

M. oleifera, appelé simplement Moringa, appartient a la famille de moringaceae (tableau 4)
qui comprend 13 espéces. Les douze autres espéces sont bien connues : Moringa stenopetala,
Moringa concanensis, Moringa arborea, Moringa borziana, Moringa longituba, Moringa
rivae, Moringa drouhardi, Moringa pygmae, Moringa ruspoliana, Moringa ovalifolia,
Moringa huldebrandtii (Zongo et al., 2013). Cet arbre porte d’autres noms vernaculaires
différents selon les régions : Horseradish tree, Drumstick tree, Never die tree, West Indian ben

tree, Radish tree (Pays anglophones), Marango (Nicaragua), mother’s best friend et malunggay
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(Philippines), Nébéday (Sénégal), Verdaye (Mali), Ben, Benzolivier, Maloko, Morenga, Perla
(Carraibes), Ruwag, Alim, Halim, Shagara al ruwag (En arabe), Saijan (Hindi en Inde) (Singh
et al., 2009 ; Foidl et al., 2001 ; Price, 2007 ; Atakpama, 2014).

Tableau 4 : La systématique de M. Oleifera (Laleye et al., 2015).

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Classe Magnoliopsida
Ordre Capparales
Famille Moringaceae
Division Magnoliopyte
Genre Moringa
Espéece Oleifera

3. Description botanique de Moringa oleifera

Moringa oleifera est un arbre pérenne, a croissance rapide, qui peut atteindre 7 a 12 metres
de hauteur et dont le tronc mesure 20 a 40 cm de diametre. Ce dernier est généralement droit,
mais il est parfois trés peu développé. En général, il atteint 1,5 a 2 métres de haut avant de se
ramifier, quoiqu’il puisse parfois atteindre les 3 meétres.

Les branches poussent de maniere désorganisée et la conopée est en forme de parasol (Foidl et
al., 2001).

Les feuilles sont alternes, composées tripennées, imparipennées ; elles se développent
principalement dans la partie terminale des branches et mesurent de 20 a 70 cm de long. Elles
ont un long pétiole avec 8 a 10 paires de pennes composées chacune de deux paires de folioles
opposées, plus une terminale ; les folioles de 1 a 2 cm sont ovales (Foidl et al., 2001 ;
Atakpama et al., 2014).

Les fleurs sont blanches, a corolle irréguliére, bisexuée, odoriférantes au coucher du soleil ;
elles sont blanches ou de couleur créeme, mesurent 2,5 cm de large et se présentent sous forme
de panicules axillaires et tombants de 10 a 25 cm (figure 14). Elles ont cing pétales minces et

spatulés, et symétriques entourant cing étamines (Boullard, 2001 ; Foidl et al., 2001).
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Les fruits sont de longues gousses linéaires (30 cm et plus) a trois lobes, pendantes, étranglées
entres les graines successives, capsule déhiscente ; Chaque gousse contient 12 a 35 graines
(Boullard, 2001).

' ;a?;* %"“"

Figure 14 : Différentes parties de M. oleifera : (i) : I'arbre de moringa ; (ii) : les feuilles ; (iii)
- les fleurs ; (iv) : le fruit (Saini et al. 2016).

Les graines sont rondes, avec une coque marron semi-perméable (figure 15). Cette derniére
présente trois ailes blanches qui s’étendent de la base au sommet a 120 degrés d’intervalles
(Foidl et al., 2001).

La racine est de structure tubulaire, elle est formée d’un pivot central qui peut s’enfoncer
dans le sol jusqu’a 1,30 m de profondeur ; ce qui lui permet sa grande résistance a la sécheresse.

Des racines secondaires se ramifient a partir du pivot central (Zongo et al., 2013).

Figure 15 : Quelques parties de M. oleifera : a) : les graines ; b) : la
racine (Price, 2007).
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4. Valeurs nutritives et usage

M. oleifera est considéré comme 1’un des arbres les plus utiles au monde, parce que presque
toutes ses parties peuvent étre utilisées a des fins alimentaires, médicamenteuses et
industrielles. Ses feuilles, ses fleurs et ses gousses fraiches sont utilisées par les gens comme
légumes, alors que d’autres les utilisent pour nourrir le bétail. Il a le potentiel d’améliorer la
nutrition, de renforcer la sécurité alimentaire et de favoriser le développement rural (Moyo et
al., 2011).

Les feuilles de M. oleifera peuvent étre utilisées dans la préparation des sauces et peuvent
également étre bouillies (Price, 2007). Elles peuvent également étre consommées sous forme
de poudre, qui fait preuve d’une réelle efficacité pour réduire les carences alimentaires (De
Saint Sauveur et Broin, 2006). Les feuilles, consommeées traditionnellement dans certains pays
comme le Niger, le Nigéria, le Sénégal ou I’Ethiopie, sont maintenant utilisées dans certains

programmes de lutte contre la malnutrition (Zongo et al., 2013).

5. Composition chimique

Les feuilles de M. oleiféra sont tres nutritives. Elles sont une source exceptionnelle des
vitamines A et C, une bonne source de vitamine B et une meilleure source végétale de minéraux.
Elles ont une quantité de calcium tres élevée pour une plante et leur teneur en phosphate est
faible. Elles ont une trés bonne teneur en fer, produisent une excellente quantité de protéines et
contiennent trés peu de gras et de glucides. Elles sont également une source incomparable de
méthionine et de cystéine, des acides aminés sulfureux souvent déficients dans les régimes
alimentaires (Price, 2007). Ces feuilles seraient tout aussi une riche productrice de 3-caroténe
et de potassium et constituent une bonne source d’antioxydants naturels, et peuvent améliorer
la durée de conservation des aliments contenant des matiéres grasses en raison de la présence
des multiples types de composés antioxydants notamment 1’acide ascorbique, les flavonoides
et les composés phénoliques (Anwar et al., 2007).

Les composés phytochimiques représentent une grande partie des substances actives de la
plante de M. oleifera, le tableau 5 résume la composition chimique des différentes partie de

cette espéce (Godinez-Oviedo et al., 2016).
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Tableau 5 : Composés phytochimiques des différentes parties de M. oleifera (Godinez-
Oviedo et al., 2016 ; Anwar et al., 2007).

Parties de M. Oleifera Composants phytochimiques

Feuilles Tanins, Saponosides, Polyphénols, Flavonaides, Glycosides

Tanins, Stéroides, Flavonoides, Alcaloides, Glycosides, Quercetine,

Fleur N0
eurs Terpénoides

Acide gallique, Catéchine, Epicatéchine, Acide ferulique, Vanilline, Acide
Graines caféique, Acide protocatéchique, Acide cinnamique, Quercetine,
Polystérols et Polyphénols

Protocyanidine, Acétate d’aurantiamide, Glycoside de quercetine,

Racines Rhamnoglycoside de quercetine, 3-dibenzylurée, Acide chlorogénique

Protocyanidine,Stérols, Triterpénoides, Glycosides, Tanins, Alcaloides

Eroies Ce il (moringine et morinine), Sitostérol, Acide octacosanoique

Gomme L-arabinose, Galactose, Acide glucuronique, L-rhamose, Mannose, Xylose

6. Vertus thérapeutiques

M. oleifera est une plante possédant beaucoup de vertus thérapeutiques. Ses propriétés
antimicrobiennes, antiinflammatoires, antioxydantes, antiulcéreuses, antidiabétiques et
anticancéreuses ont été rapportées par plusieurs études scientifiques (Sy et al., 2018). Elle est
couramment utilisée en médecine populaire en raison de ses nombreuses vertus médicinales :
antidiarrhéique, hypotensive, bactéricide, laxative (Oniang’o et al., 2005). Les feuilles, les
racines, les graines, I’écorce, les fruits, les fleurs et les gousses immatures de cette plante
agissent comme stimulants cardiaques et circulatoires. Cet arbre possede également des
propriétés antitumorale, antipyrétique, antiépileptique, antispasmodique, diurétique,
antihypertensive, hypocholestérolémiante, antibactérienne et antifongique, il entre dans le

traitement de diverses affections dans le systeme de médecine indigéne (Sayeed et al., 2012).
7. Utilisation industrielle

Les graines de M. oleifera sont utilisées, depuis longtemps, pour son huile appelée « huile

de ben ». Elle est de couleur jaune claire, inodore et de saveur douce et fluide apres raffinage ;
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elle représente 15 a 35 % du poids sec. Elle est constituée, a 70 %, d’acide oléique (Zongo et
al., 2013). L’huile de ben est utilisée dans I’alimentation comme huile de cuisine et en
cosmétique ; elle est utilisée comme lubrifiant dans la machinerie fine, comme 1’horlogerie,
pour sa faible tendance a se détériorer et devenir collante. Gréace a sa capacité a absorber et a
retenir les substances volatiles, elle est intéressante dans la parfumerie pour stabiliser les
senteurs (Foidl et al., 2001). Elle a également la caractéristique de produire du biocarburant par
esterification avec un alcool (Zongo et al., 2013).




MATERIEL ET METHODES



Matériel et Méthodes

La partie expérimentale de notre étude a été réalisée au laboratoire de biochimie, au
département de biologie a la Faculté SNV-STU, Université de TLEMCEN. Elle comporte deux
grandes parties :

La partie phytochimique qui concerne la préparation des extraits aqueux et organiques a
partir des feuilles et des graines de M. oleiféra, ainsi que le dosage de polyphénols et de
flavonoides totaux

La partie biologique qui consiste a I’évaluation in vitro de I’activité antioxydante de quelques

extraits préparés sur le DPPH et le pouvoir réducteur du fer (FRAP).

l. Préparation des extraits a partir des feuilles et des graines de Moringa oleifera
1. Matériel végétal

Les feuilles et les graines de M. oleifera constituent le matériel végétal utilisé dans cette
¢tude. Les feuilles et les gousses ont été récoltées dans la région de Bamako au mois d’Octobre
2019 et ont été séchées a température ambiante et a ’abri de la lumiére pendant quelques jours.

Les feuilles seches sont ensuite broyées pour donner une poudre (figure 16 a) et les graines

Figure 16: La poudre des feuilles (a) et des graines broyées (b) de Moringa Oleifera.

2. Préparation des extraits

Différents extraits ont été préparés a partir de la matiere végétale : I’extrait aqueux, ’extrait
eau-méthanol et les fractions acétate d’éthyle et n-butanol. La figure 17 résume la méthode de

préparation des extraits.
2.1. Extrait aqueux de la poudre des feuilles de Moringa oleifera

Dans un ballon de 500 ml sont mélangés 400 ml d’eau distillée et 30 g de la poudre des
feuilles. Le mélange est porté a ébullition sous reflux pendant 1 heure. Apreés filtration et
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centrifugation de la solution préparée, elle est évaporée a sec a I’étuve afin de récupérer I’extrait

aqueux sous forme solide.

2.2. Fractions acétate d’éthyle et n-butanol de I’extrait aqueux de la poudre des feuilles

de M. oleifera

Apreés avoir centrifugé ’extrait aqueux obtenu par décoction sous reflux, il est soumis a une
extraction liquide-liquide dans une ampoule a décanter en utilisant 1’acétate d’éthyle (V/V). La
phase organique obtenue est évaporée a sec au rotavapor pour obtenir 1’extrait acétate d’éthyle
sous forme solide.

La phase aqueuse récupérée apres fractionnement par acétate d’éthyle, est réutilisée pour
une deuxiéme extraction liquide-liquide en utilisant le n-butanol (V/V). Apres décantation la

phase organique obtenue est évaporée a sec au rotavapor.

2.3. Extrait eau-méthanol des feuilles de Moringa oleifera

Dans un bécher de 500 ml, 50 g de la poudre des feuilles sont mélangés avec 250 ml de
solution eau-méthanol (20/80). Le mélange est mis a une maceération, a température ambiante,
durant trois (3) jours. Nous prenons le soin de remuer le mélange plusieurs fois pendant toute
la période de macération, ceci pour favoriser une meilleure extraction. Le mélange est

centrifugé et la solution obtenue est évaporée a sec au rotavapor pour éliminer le solvant.

2.4. Fractions acétate d’éthyle et n-butanol de P’extrait eau-méthanol des feuilles de

Moringa oleifera

L’extrait brut eau-méthanol récupéré sous forme sec est d’abord solubilisé dans 50 ml de
’eau distillée. Cette solution est transférée dans une ampoule a décanter, dans laquelle on ajoute
deux fois le volume de solution aqueuse acétate d’éthyle (V/2V). Apres décantation la phase
organique récupérée est soumise a une évaporation a sec au rotavapor.

La phase aqueuse récupérée a partir du fractionnement par acétate d’éthyle, est réutilisée
dans une nouvelle extraction liquide-liquide dont le solvant d’extraction utilisé est le n-butanol
(V/2V). La phase organique récupérée est évaporée a sec pour récupérer le produit sous forme

de solide.
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2.5. Dégraissage des graines de Moringa oleifera

Les graines de M. oleifera sont riches en lipides, le dégraissage de ces graines est
indispensable pour éliminer les lipides avant de procéder a la préparation des extraits
organiques. Cette extraction a ¢été réalisée a 1’aide d’un Soxhlet. Un ballon d’extraction
contenant 600 ml d’hexane est surmonté d’un Soxhlet qui contient une cartouche en cellulose
dans laquelle sont mis 120 g de graines broyées. Ce montage est porté a extraction pendant 3
heures. La solution d’hexane récupérée est évaporée a Sec au rotavapor pour récupérer les huiles

fixes.
2.6. Extrait eau-méthanol des graines dégraissées de Moringa oleifera

Dans un bécher de 1000 ml sont mélangés 100 g de graines dégraissées et 600 ml du solvant
eau-méthanol (20/80), le mélange est mis a macération pendant 4 jours a temperature ambiante.

Apres filtration, la solution obtenue est évaporée a sec.

2.7. Fractions acétate d’éthyle et n-butanol de P’extrait eau-méthanol des graines

dégraissées de Moringa oleifera

L’extrait eau-méthanol récupéré est solubilisé dans 50 ml de I’eau distillée pour une
extraction liquide-liquide, a I’aide d’une ampoule a décanter, en utilisant ’acétate d’éthyle
(V/2V) comme solvant d’extraction. La phase organique est évaporée a sec pour récupérer la
fraction acétate d’éthyle sous forme solide. Aprés le fractionnement avec I’acétate d’éthyle, la
phase aqueuse récupérée est lavée deux (2) fois avec le n-butanol (V/2V). La phase organique

issue de cette extraction est évaporée a sec au rotavapor.
3. Calcul du rendement

Le rendement de chaque extrait préparé exprimé en pourcentage (%) est calculé selon la
formule suivante :
R(%) = % «100
R(%) : Rendement exprimé en %
M : Masse en gramme de ’extrait sec résultantMo : Masse en gramme du matériel végétal

utilisé
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1. Dosage des polyphénols et flavonoides totaux
Ce dosage est realisé dans le but de determiner la quantité totale de polyphénols et de

flavonoides contenue dans chaque extrait préparé.
1. Dosage des polyphénols totaux

Principe

Ce dosage est effectué par une méthode colorimétrique, qui est caractérisée par la réaction
des composés phénoliques avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce réactif, un mélange d’acide
phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (Hz3PMO12040), est réduit par
I’oxydation des phénols pour donner un mélange d’oxydes bleu de tungsténe (WgO23) et de
molybdéne (MOgO23). L’intensité de la coloration bleue produite est proportionnelle au taux
des composés phénoliques présents dans le milieu réactionnel, dont I’absorbance est lue a 700
nm (Lapornik et al., 2005).
Mode opératoire

Le dosage a été réalisé selon le protocole de Benariba et al., 2013 (tableau 6).

v' 100 pl d’échantillon de chaque extrait d’une concentration de 1mg/ml sont mélangés

avec 2 ml d’une solution de carbonate de sodium (Na2CO3) a 2% ;

v' Les tubes sont agités, puis incubés pendant cing (5) minutes a température ambiante ;

<

100 pl du réactif de Folin Ciocalteu a 0,2 N sont ajoutés au mélange ;

v" Une deuxiéme incubation des tubes est effectuée pendant 30 minutes a température
ambiante et a ’abri de la lumiére ;

v’ La lecture de I’absorbance (DO) est réalisée par un spectrophotométre contre le tube

blanc a 700 nm.

En parallele, une courbe d’étalonnage est réalisée dans les mémes conditions opératoires en
utilisant I’acide gallique comme contrdle positif a différentes concentrations (50, 100, 200, 300,

400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 pg/ml).
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Tableau 6 : Dosage de polyphénols totaux dans les extraits de Moringa oleifera.

A.
galliguu 50 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
(Hg/ml)

A
gallige 01 01 o1 01 01 01 01 01 01 01 01
(ml)

Extraits
(mt)
Blanc
Eau
distillée
(mt)
Na:CO3
(mt)

1% incubation pendant 5 min & température ambiante

Folin
ciocalteu 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 01 0,1
(mt)

2°™ Incubation pendant 30 min i température et 2 I’obscurité

Mesure de I’absorbance a 700 nm

Les résultats obtenus sont exprimes en microgramme équivalent acide gallique par
milligramme d’extrait (L gEAG/mgE) et sont calculés selon la formule suivante :
[Polyphénols] = a.f/c

a : Concentration des polyphénols (ug/ml) déterminée a partir de la courbe étalon.
f : Facteur de dilution (22)
¢ : Concentration de I’extrait (1mg/ml)

2. Dosage des flavonoides totaux

Principe

Le dosage des flavonoides est effectué par une méthode colorimétrique au trichlorure
d’aluminium (AICIs) et a la soude (NaOH). Les flavonoides forment un complexe jaunatre avec
le trichlorure d’aluminium qui développe une couleur rose en milieu basique (NaOH).
L’intensité de cette coloration rose est proportionnelle & la quantité de flavonoides dans le

milieu réactionnel (Ardestani et Yazdanparast, 2007).
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Mode opératoire

Le dosage de flavonoides a été realise selon le protocole de Benariba et al., 2013 (tableau

7).
4

AN N N NN

250 pl de chaque extrait d’une concentration de 1mg/ml sont mélangés avec 1ml d’eau
distillee ;

75 ul d’une solution de nitrite de sodium (NaNO3) a 15% sont ajoutés au mélange ;
Les tubes sont incubés pendant 6 min a température ambiante ;

75 ul d’une solution de trichlorure d’aluminium (AICIz, 6H20) a 10 % sont ajoutés ;
Les tubes sont incubés, pour une deuxiéme fois, pendant 6 min a température ambiante ;
1 ml d’une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4% est ajouté;

Le volume total de chaque tube est complété a 2,5 ml en ajoutant 100 pl d’eau distillée ;

Les tubes sont agités, ensuite incubés pendant 15 min.

L’absorbance (DO) est mesurée au spectrophotomeétre contre un tube blanc a 510 nm.

En paralléle, une courbe d’étalonnage est réalisée dans les mémes conditions opératoires en

utilisant I’acide gallique comme contrdle positif a différentes concentrations (2, 5, 10, 20, 50,

100, 200, 300, 400, 500pg/ml).
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Tableau 7 : Dosage des flavonoides totaux dans les extraits de Moringa oleifera.

[Catéchine]

(Hg/ml)
Catéchine

(ml)
Extraits (ml) 0,25

2 5 10 20 50 100 200 300 400 500

0,25 025 025 025 025 025 025 025 025 0,25

Blanc : Eau
distillée (ml) 0,25

NaNO: (ml) 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075

1°"¢ incubation pendant 6 min & température ambiante
Alclz (ml) 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075

2% incubation pendant 6 min & température ambiante
NaOH (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3™ Incubation pendant 15 min & température et &

Mesure de I’absorbance a 510 nm

Les résultats obtenus sont exprimes en microgramme équivalent catéchine par milligramme

d’extrait (LgEC/mgE) et sont calculés selon la formule suivante :

[Flavonoides] = a.f/c
a : concentration des flavonoides (ug/ml) déterminée a partir de la courbe étalon.
f : facteur de dilution (10)

C : concentration de I’extrait (1mg/ml)
IIl.  Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de Moringa oleifera

1. Evaluation de P’activité antiradicalaire des extraits de Moringa oleifera : Test du
DPPH

Principe

La molécule du DPPH est caractérisée comme un radical stable, de couleur violette foncée.
Quand une solution de DPPH est mélangée avec une solution d’antioxydants capables de céder
un atome d’hydrogéne, on observe une décoloration de la solution caractérisée par la formation
de la forme réduite du DPPH (figure 18). L’absorbance de cette décoloration, inversement
proportionnelle a la capacité des antioxydants, est mesurées a 517 nm afin de déterminer le
pourcentage d’inhibition du DPPH (Alam et al., 2012).
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O,N NO, " O,N NO,

NO, NO,

DPPH (forme réduite)
Jaune

Figure 18 : Forme radicalaire et réduite du DPPH (Teixeira et al. 2013).

Mode opératoire

Ce dosage a été effectué selon le protocole de Benariba et al., 2013 (tableau 8).

Un volume de 50 pl de chaque extrait prépare a differentes concentrations (500, 1000, 2000,
4000, 8000 pg/ml) est ajouté a 1950 ul de la solution méthanolique du DPPH a 0,0025 %. Pour
chaque concentration de 1’extrait, un tube blanc est préparé en ajoutant 50 ul de I’extrait a 1950
ul de méthanol. Les tubes sont incubés pendant 30 min a température ambiante et a I’abri de la
lumiére. La mesure de I’absorbance (DO) est effectuée a I’aide d’un spectrophotometre contre
un blanc a 517 nm.

En paralléle, le contrdle négatif est préparé en mélangeant 50 ul de méthanol avec 1950 ul
de la solution méthanoliqgue du DPPH a la méme concentration. Le tube blanc de contréle
renferme 2 ml de méthanol.

Dans les mémes conditions opératoires, 1’acide ascorbique utilisé comme contrdle positif,

est préparé a différentes concentrations (10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200 pg/ml).
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Tableau 8 : Mode opératoire du test du DPPH des extraits de Moringa oleifera.

A. ascorbique

10 20 40 60 80 100 120 140 160 180 @ 200
(Hg/ml)

A. ascorbique

(mi) 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 0,05

Extraits (ml) 0,05

Controle
négatif : 0,05
MeOH (ml)

Volume du ;95 995 195 195 195 195 195 195 195 1095 1095 1095 195
DPPH (ml)
Incubation pendant 30 min a température et a I’abri de la lumiére

Mesure de I’absorbance a 517 nm

Les pourcentages d’inhibition ou de réduction du DPPH sont calculés selon la formule

suivante :

A control—A extrait
DPPH% = x 100
A control

DPPH% : Pourcentage de réduction de DPPH

A contréle : Absorbance du contrdle négatif

A extrait : Absorbance de I’extrait

La concentration inhibitrice de 50 % de DPPH (ICso) a été obtenue graphiquement a partir

des pourcentages de réduction de DPPH et les différentes concentrations.
2. Test FRAP Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

Principe

Le test du pouvoir réducteur du fer est une méthode colorimétrique basée sur la réduction du
fer ferrique (Fe®") présent dans le complexe ferricyanure de potassium (Ks[Fe(CN)s) en fer
ferreux Fe?*. Cette réaction est révélée par 1’addition du FeCls qui forme avec le fer ferreux
(Fe*2) un complexe appelé le bleu de Prusse (Prussian blue) de couleur bleu-verte caractérisée
par un maximum d’absorbance a 700 nm. L’intensité de la coloration de la forme réduite est

proportionnelle au potentiel réducteur des extraits (Kholkhal et al., 2013).
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Mode opératoire

Le protocole expérimental suivi est celui de Karagozler et al., 2008 (tableau 9).

Dans une serie de tubes contenant 100 ul d’extraits testés a différentes concentrations, sont
ajoutés 250 pl de solution tampon phosphate (PBS) a 0,2 M et de pH=6,6, puis 250 pl de
ferricyanure de potassium (KsFe (CN)g) a 1%. Le mélange obtenu est incubé a 50°C pendant
20 minutes. La réaction est stoppée en ajoutant 250 ul de I’acide trichloracétique (TCA) au
mélange. Apres centrifugation (ou décantation), dans de nouveaux tubes, 500 ul du surnageant
sont prélevés et mélangés avec 500 pl d’eau distillée et 100 ul de chlorure de fer (FeCls) a
0,1%. Ensuite ’absorbance est mesurée a 700 nm, contre un blanc dans lequel I’extrait est
remplacé par 1’eau distillée.

L’acide ascorbique est utilisé comme contrdle positif a différentes concentrations : 10, 20,

40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200 pg/ml.

Tableau 9 : Mode opératoire du test du FRAP des extraits de Moringa oleifera.

A. ascorbique
(Mg/ml)
A. ascorbique

(1)
Extrait (ul) 100

[EnN

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

[EEN

00 100 100 100 100 100 100 100 @100 100 100

Tube blanc
eau distillée 100

(ul)
PBS (ul) 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250

KsFe(CN)s (W) 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250

Incubation pendant 20 minutes a 50°C

TCA 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250

Centrifugation pendant 10 minutes a 2000 tours/minutes

Surnageant
(k1)
Eau distillée

()
FeCls (ul) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500

500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500

Mesure de I’absorbance a 700 nm
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Le pouvoir réducteur est exprimé en densité optique (DO) a chaque concentration. La
concentration efficace médiane (ECso) a été calculée par la fonction prévision de I’Excel a
partir des densités optiques (DO) obtenues et les différentes concentrations.
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Résultats et interprétation

1. Caractéristiques et rendements des extraits de Moringa oleifera

Les différentes méthodes d’extraction solide-liquide et liquide-liquide nous ont permis
d’obtenir des extraits d’aspect, de couleur et de rendement distincts. Le tableau 10 résume les
différents caractéristiques et rendements de ces extraits.

Le dégraissage des graines de M. oleifera nous a permis d’obtenir une huile de couleur jaune
au rendement de 25,55%.

Tableau 10 : Caractéristiques et rendements des extraits des feuilles et des graines de M.

oleifera.
Aspect Couleur Rendement % = Solubilité
EAR Poudre Marron 14,57 Eau distillée
EAcaq Poudre Marron 0,33 Eau distillée
En-Baq Poudre Marron foncé 1,80 Eau distillée
EM Pate hygroscopique  Marron foncé 11,68 Eau distillée
2 EACM Poudre Marron 0,48 Eau distillée
E En-BM Poudre Marron 2,7 Eau distillée
EMG Poudre Jaune clair 6,54 Eau distillée
§ AcMG Pate hygroscopique  Marron 0,24 Eau distillée
g n-BMG Pate hygroscopique  Marron 1,63 Eau distillée

EAR : Extrait aqueux sous reflux des feuilles ; EAcaq : Fraction acétate d’éthyle de I’extrait
aqueux ; En-Bagq : Fraction n-butanol de I’extrait aqueux ; EM : Extrait eau-méthanolique des
feuilles ; EAcM : Fraction acétate d’éthyle de I’extrait eau-méthanolique des feuilles ; En-BM :
Fraction n-butanol de I’extrait eau-méthanolique des feuilles ; EMG : Extrait eau-méthanolique
des graines ; ACMG : Fraction acétate d’éthyle de I’extrait eau-méthanolique des graines ; n-

BMG : Fraction n-butanol de I’extrait eau-méthanolique des graines.

Selon les caractéristiques mentionnées dans le tableau 1, on remarque que la plupart des
extraits (EAR,EAcaq,En-Bag, EAcM, En-BM, EMG) ont été récupérés sous forme de
poudre. Seuls trois extraits EM, AcMG et n-BMG ont été récupérés sous forme de pate

hygroscopique. Tous les extraits sont de couleur marron a I’exception de I’extrait eau-
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méthanolique des graines (EMG) qui est de couleur jaune clair. L’ensemble des extraits a
présenté une solubilité dans de I’eau distillée. L’extrait aqueux sous reflux des feuilles (EAR)
présente le plus grand rendement (14,57%), suivi par les extraits eau-méthanolique des feuilles
(EM) et des graines (EMG) qui présentent respectivement des rendements de 11,68% et 6,54%.
Par ailleurs, parmi les extraits organiques, les extraits En-BM, En-Baq et n-BMG présentent
les plus grands rendements 2,7%, 1,80%, et 1,63%, respectivement.

Les rendements les plus faibles sont représentés par les extraits EAcM (0,48%), EAcaq
(0,33%) et AcMG (0,24%).

2. Taux de polyphénols et de flavonoides totaux dans les extraits de Moringa oleifera

Les résultats du dosage des polyphénols et des flavonoides totaux dans les extraits de M.
oleifera, exprimés en microgramme équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug
GAE/mg) pour les polyphénols, et en microgramme équivalent catéchine par milligramme
d’extrait (ug CEQ/mg) pour les flavonoides, sont représentes dans le tableau 11. Ils sont
obtenus a partir des équations de la régression linéaire des courbes d’étalonnage d’acide

gallique et de catéchine (figure 20 et figure 19).

1,60
0,5 y = 0,0094x 1,40 y = 0,0275x
< 04 R2=0,9647 4 T 12 R2 =0,9977
S < 100
S 0,3 5 080
5’ 02 5’ 0,60
[a) A 040
01 0,20
—5.0 0,00
-10 10 30 50 0 20 40 60
Concentrations d’acide gallique (ng/ml) Concentrations de catéchine (ug/ml)

Figure 19 : Courbe étalonnage de l'acide gallique  Figure 20 : Courbe étalonnage de la catéchine
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Tableau 11 : Teneurs en polyphénols et flavonoides totaux dans les extraits de M. oleifera.

Polyphenols Flavonoides

(Mg GAE/mg) (Mg CEQ/mg)
EAR 101,42 + 0,006 20,61 + 0,014
EAcaq 798,87 £ 0,009 124,97 + 0,008
En-Baq 543,76 £ 0,012 90,79 £ 0,012
EM 309,72 £ 0,015 41,33 +0,018
EACM 757,52 £ 0,016 120,24 + 0,009
En-BM 494,61 + 0,013 76,97 £ 0,003
EMG 25,740 10,42 + 0,015
AcMG 612,41 £0,011 17,45 + 0,001
n-BMG 509,43 + 0,099 9,94 + 0,009

EAR : Extrait aqueux sous reflux des feuilles ; EAcaq : Fraction acétate d’éthyle de I’extrait
aqueux ; En-Bagq : Fraction n-butanol de I’extrait aqueux ; EM : Extrait eau-méthanolique des
feuilles ; EACM : Fraction acétate d’éthyle de I’extrait eau-méthanolique des feuilles ; En-BM :
Fraction n-butanol de I’extrait eau-méthanolique des feuilles ; EMG : Extrait eau-meéthanolique
des graines ; ACMG : Fraction acétate d’éthyle de I’extrait eau-méthanolique des graines ; n-

BMG : Fraction n-butanol de I’extrait eau-méthanolique des graines.

Les résultats mentionnés dans le tableau 11 montrent que la plante étudiée est riche en
polyphénols et en flavonoides dont les teneurs varient de 25,74 a 798,87 ug GAE/mg et de 9,94
a 124,94 ug CEQ/mg, respectivement. On remarque que les teneurs en polyphénols sont plus
importantes que celles en flavonoides dans les différents extraits. La fraction acétate d’éthyle
de I’extrait aqueux sous reflux des feuilles (EAcaq) renferme les teneurs les plus élevées en
polyphénols et en flavonoides qui sont respectivement de 798,87 ug GAE/mg et de 124,97 ug
CEQ/mg. La faible teneur en polyphénols (25,74 pg GAE/mg) est déterminée dans I’extrait
eau-méthanolique des graines (EMG), tandis que celle en flavonoides (9,94 ug CEQ/mg) est
déterminée dans la fraction n-butanol de I’extrait eau-méthanolique des graines (n-BMG).

En fonction de ces résultats, on constate que les feuilles de M. oleifera sont plus riches en

polyphénols et en flavonoides que les graines ; de méme, les extraits organiques des feuilles et
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des graines se révelent les plus riches en polyphénols et en flavonoides que les extraits bruts, a
I’exception de la fraction n-butanol de I’extrait eau-méthanolique des graines (n-BMG) ayant

la plus faible teneur en flavonoides.
3. Effet antiradicalaire de quelques extraits de Moringa oleifera sur le DPPH

L’évaluation de I’activité antioxydante de deux extraits EACM et En-BM des feuilles de M.
oleifera a été effectuée par la méthode de piégeage du radical libre DPPH. Les résultats obtenus,
exprimeés en pourcentage (%) de réduction du radical DPPH en fonction de la concentration des
extraits, sont représentés dans le tableau 13. Le contrble positif utilisé pour cette activité, est
I’acide ascorbique testé a différentes concentrations, dont les résultats sont mentionnés dans le
tableau 12. Les résultats obtenus nous ont permis de déterminer graphiquement pour chaque

extrait la concentration qui réduit 50% du DPPH. Cette concentration représente 1Csq.

Tableau 12 : Effet de I'acide ascorbique sur la réduction du radical libre DPPH exprime en

pourcentage

Concentration d’acide ascorbique (ng/ml) ICso

05 15 25 3 35 4 45 (g/mi)

Réduction du 8,80 + 17,03 * 19,15 * 28,07 + 36,78 * 64,99 + 6947+ 3,60
DPPH (%) 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02 0,04 0,01 +0,01

Tableau 13 : Effet antioxydant des fractions acétate d'éthyle et n-butanol de I'extrait eau-

méthanolique des feuilles sur piégeage du DPPH exprimé en pourcentage

Concentrations d’extraits (ng/ml) ICso
12,5 25 50 100 200 (hg/mi)

36,13 + 6862 + 8657 + 8497 * 09508 =+ 19,43+

EACM (% deréductionduDPPH) - (515 = 0017~ 0004 0022 0005 002

27,40 50,66 86,02 90,77 96,85 26,10 =
0,005 0,013 0,008 0,003 0,007 0,01

I+
I+
I+
I+
I+

En-BM (%ode réduction du DPPH)

EACM : Fraction acétate d’éthyle de I’extrait eau-méthanolique des feuilles ; En-BM : Fraction

n-butanol de I’extrait eau-méthanolique des feuilles.

Les résultats représentés dans les tableaux 12 et 13, montrent que le pourcentage de

réduction du radical DPPH augmente proportionnellement avec la concentration des extraits
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testés, de méme pour I’acide ascorbique. L’acide ascorbique agit a tres faibles doses, de 0,5 a
4,5 pg/ml. 11 présente un I1Cso égal a 3,60 pg/ml. La fraction acétate d’éthyle de I’extrait eau-
méthanolique des feuilles (EACM) présente une activité antiradicalaire plus importante que la
fraction n-butanol (En-BM) récupérée a partir du méme extrait, avec des valeurs d’I1Cso de
19,43 pg/ml et 26,10 pg/ml, respectivement.

Les facteurs de corrélation entre le taux de de polyphénols et les flavonoides avec la méthode
de piégeage du radical DPPH montrent une tres forte corrélation négative avec une valeur de
R=-1, c'est a dire plus la concentration en composés phénoliques augmente, plus la valeur de
IC50 est faible, et donc l'effet antioxydant des extraits est di a la présence des composés
phénoliques.

En fonction de ces résultats, nous constatons que I’activité antiradicalaire des extraits est
proportionnelle a leur teneur en polyphénols et en flavonoides. Par déduction nous pouvons
dire que les extraits (EAcaqg, En-Bag, AcMG, n-BMG) présentant les plus grands taux en

polyphénols et en flavonoides totaux, peuvent avoir de grandes activités antiradicalaires.

4. Effet de la fraction n-butanol de I’extrait eau-méthanol des feuilles de M. oléifera
sur la réduction du fer (FRAP)

Le résultat obtenu, représentant les absorbances mesurées a chaque concentration apres 1’effet
de la fraction n-butanol de I’extrait eau-méthanol des feuilles sur la réduction du fer, est présenté
dans le tableau 14.

Tableau 14 : Effet de la fraction n-butanol de I’extrait eau-méthanol des feuilles de M.
oléifera sur la réduction du fer.

Concentrations de I’extrait (mg/ml) ECso
0,08 0,17 0,33 0,67 (mg/ml)
En-BM 0,029 £ 0,004 0,042 +£0,006 @ 0,068 *

0,071+£0,01 5,27 £ 0,006
(DO 700 nm) 0,006
En-BM : Fraction n-butanol de I’extrait eau-méthanolique des feuilles.
Le résultat de 1’évaluation du pouvoir réducteur de la fraction n-butanol de I’extrait eau-

méthanol des feuilles sur le fer montre un potentiel réducteur évident de cet extrait. On
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remarque que la capacité réductrice de I’extrait sur le fer est proportionnelle a I’augmentation

de sa concentration.




Discussion



Discussion

Les plantes médicinales constituent une source riche de molécules bioactives, les unes plus
importantes que les autres. Nombreux medicaments dits « modernes » doivent leurs vertus a

des extraits purifiés de végétaux (Boullard, 2001).

Moringa oleifera, une plante meédicinale largement utilisée en alimentation et en médecine
populaire, a constitué 1’objet de notre étude. Nous nous sommes intéressés a 1’étude
phytochimique des différents extraits des feuilles et des graines, ainsi qu’a I’évaluation de

I’activité antioxydante de quelques extraits des feuilles par la méthode de piégeage du radical

libre DPPH?* et la méthode du FRAP.

Les différentes méthodes et solvants utilisés pour I’extraction des feuilles et des graines, ont
donné des extraits distincts avec des rendements variables. L’extrait aqueux sous reflux des
feuilles (EAR) domine avec son rendement de 14,57%. Il est suivi par les extraits eau-
méthanoliques des feuilles (EM) et des graines (EMG) avec des rendements respectifs de
11,68% et de 6,54%. Ensuite les extraits organiques AcMG, En-Baq et n-BMG apparaissent
avec des rendements respectifs de 2,7%, 1,80% et 1,63%. Les rendements les moins importants
qui sont de 0,48%, 0,33% et 0,24%, sont representés respectivement par les extraits En-BM,
En-Baqg et n-BMG. Ceci explique que les méthodes d’extraction et solvants utilisés ont une

influence significative sur les rendements des extraits.

En outre, nous constatons que les extraits des feuilles présentent les meilleurs rendements.
Ceci peut étre expliqué par le fait qu’elles constituent une source importante et riche en de
nombreuses molécules bioactives et donc une libération importante de molécules bioactives

dans le solvant d’extraction (Anwar et al., 2007 ; Price, 2007).

Les métabolites secondaires sont reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques
(Laleye et al., 2015), pour cette raison nous avons effectué, dans nos différents extraits, une
estimation de la teneur en polyphénols et en flavonoides totaux. Les résultats obtenus ont
montré que le M. oleifera est une plante riche en polyphénols et en flavonoides. La teneur la
plus importante en polyphénols et en flavonoides totaux a été révélée dans la fraction acétate
d’éthyle de I’extrait aqueux sous reflux des feuilles (EAcaq) avec des valeurs respectives de
798,87 ng GAE/mg et de 124,97 ng CEQ/mg. Ceci est suivi par les fractions acétate d’éthyle
des extraits eau-méthanolique des feuilles (EAcM) et des graines (AcMG), qui ont des teneurs

en polyphénols de 757,52 ug GAE/mg et de 612,41 ug GAE/mg et des teneurs en flavonoides
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de 120,24 pg CEQ/mg et 17,45 pg CEQ/mg respectivement. Viennent ensuite les extraits En-
Bag, n-BMG et En-BM avec des teneurs en polyphénols respectives de 543, 76 pug GAE/mg,
de 509,43 ug GAE/mg et de 494, 61 ug GAE/mg. lls présentent des taux en flavonoides, qui
varient de 9,94 a 90,79 pg CEQ/mg. Les faibles teneurs en polyphénols ont été déterminées
dans les extraits bruts EM, EAR et EMG présentant des valeurs de 309,72 pug GAE/mg, 101,42
Mg GAE/mg et 25,74 pug GAE/mg, respectivement, et dont les teneurs en flavonoides varient
de 10,42 a 41,33 pg CEQ/mg. Ceci montre que les solvants organiques acétate d’éthyle et n-
butanol assurent une meilleure solubilisation des composés phénoliques, et par conséquent une
meilleure extraction. Il ressort également de ces résultats que les taux les plus élevés en
polyphénols et en flavonoides totaux ont été révélés avec les extraits des feuilles par rapport
aux extraits de graines. Cela est en accord avec le travail effectué par Saini et al., (2016) qui
ont rapporté que les feuilles de M. olifeira constituent la partie la plus riche en composes
phénoliques.

L’étude effectuée par Charoensin, (2014) a montré dans les extraits des feuilles la teneur la
plus élevée en polyphénols 216,45 pg GAE/mg et en flavonoides 65,38 ug CEQ/mg. Ces
valeurs sont nettement en dessous de nos resultats qui sont de 798,87 ug GAE/mg et de 124,97
g CEQ/mg, respectivement pour les polyphénols et les flavonoides. La méme constatation est
effectuée sur 1’étude de Rodriguez-Pérez et al., (2015) qui a révélé une teneur faiblement

¢levée en polyphénols dans I’extrait eau-éthanol de feuilles, 47 ug CEQ/mg.

Les antioxydants d’origine naturelle peuvent renforcer le systéme de défense antioxydante
dans I’organisme afin d’¢liminer les radicaux libres ou d’inhiber leurs actions. L’intérét pour
ces antioxydants augmente en fleche, ce qui pousse les chercheurs a mener plusieurs études
scientifiques dans le but de développer de nouveaux antioxydants naturels plus efficaces et

moins voir non toxiques.

L’évaluation de I’activité antiradicalaire du DPPH révele que nos deux extraits testés EACM
et En-BM ont un potentiel antioxydant remarquable. La capacité antioxydante de la fraction
acétate d’éthyle de I’extrait eau-méthanolique des feuilles (EAcCM) est plus importante par
rapport a la fraction n-butanol de I’extrait eau-méthanolique des feuilles (En-BM) avec des
valeurs d’1Csg de 19,43 pg/ml et 26,10 pg/ml, respectivement. Cette variabilité de I’activité
antiradicalaire est due a la nature de ’extrait testé, qui est reliée au mode d’extraction utilisé

ainsi que le solvant d’extraction utilisé. Ces deux valeurs d’ICso sont, par ailleurs,
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significativement élevées par rapport a celle de I’acide ascorbique (3,60 pg/ml), utilisé comme

molécule de référence.

L’1Cso correspond a la concentration qui permet la réduction de 50% de radicaux libres. Elle
est inversement proportionnelle a la capacité antioxydante du composé antioxydant (Bourgou
et al., 2016).

Nos résultats obtenus sur I’activité antiradicalaire des feuilles de M. oleifera montrent
qu’elles présentent une capacité antioxydante nettement supérieure a ceux de Fitriana et al.,
(2016), dont les valeurs d’1Cso déterminées varient entre 40,30 pg/ml et 1035,57 pg/ml. De
méme, nous avons constaté une activité antiradicalaire de nos extraits plus importante que celle
des extraits testés par Sy et al., (2018) et qui ont révélé des valeurs d’1Cso entre 87,86 pug/ml et
222 pg/ml. Nos résultats sont en accord avec la littérature qui stipule que les feuilles de M.

oleifera constituent une source importante d’antioxydants naturels.

Concernant I’activité réductrice de la fraction En-BM, le résultat obtenu nous a révélé un
pouvoir réducteur assez important de cet extrait. Notre résultat montre une activite réductrice
de I’extrait sur le fer inférieure par rapport a ceux de Verma et al., (2009) qui ont des valeurs

d’ECso variables entre 0,28 mg/ml et 2,17 mg/ml.

Cette importante activité antioxydante que font preuve les feuilles de M. oleifera, est en
relation avec leurs teneurs en composés phénoliques. Nous avons constaté une forte corrélation
négative entre les valeurs d’1Cso du test du DPPH (R=-1), la valeur d’ECsp du test du FRAP

(R=-1) et les teneurs en polyphénols et en flavonoides.

La quantité de polyphénols et de flavonoides est en corrélation avec I’activité antioxydante.
En effet, les polyphénols possedent une structure chimique idéale pour capturer les radicaux
libres et d’aprés certaines études, ils semblent étre responsables de I’activité du piégeage des
extraits (Karou et al., 2011). L’activité antiradicalaire des composés phénoliques est attribuée
a leurs groupements hydroxyles qui leur permettent de transférer un atome d’hydrogene sur le
radical DPPH pour donner une molécule stable DPPH,H (Popovici et al., 2009). De méme leur
pouvoir réducteur est du a leurs proprietés redox, ce qui leur permet d’agir comme agents
réducteurs, des donneurs d’hydrogénes et des désactivateurs d’oxygene singlet (Farhat et al.,
2013).
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Il a été rapporté par Bouaziz et al., (2014) que les différences de capacité antioxydante des
extraits peuvent étre attribuées a la variabilité qualitative des composés phénoliques entre eux.
Par exemple, les activités antioxydantes des acides phénoliques et leurs dérivés, tels que les
esters, dépendent du nombre de groupes hydroxyles (OH) dans les molécules. Selon les mémes
auteurs, la puissance antioxydante des flavonoides est a peu pres proportionnelle au nombre
total de groupes "OH. 11 est généralement admis que la capacité d’agir en tant que donneur
d’hydrogéne et I’inhibition de 1’oxydation sont dues a la synergie entre les antioxydants dans
les échantillons, ce qui rend la capacité antioxydante dépendante non seulement de la

concentration des polyphénols, mais aussi de leur structure et I’interaction entre eux.
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Conclusion

La présente étude consiste a la caractérisation phytochimique des extraits des feuilles et des
graines dégraissées de M. oleifera et I’évaluation de I’activité antioxydante de quelques extraits

de ses feuilles.

Ce travail a révélé la présence des lipides dans les graines de M. oleifera. Le dosage des
polyphénols et flavonoides totaux a permis de déterminer la présence de ces composés dans
tous les extraits des feuilles et des graines, dont les taux les plus élevés sont identifiés dans les
extraits organiques, surtout dans les fractions acétate d’éthyle. L’évaluation de I’activité
antioxydante des extraits révéle un pouvoir antiradicalaire sur le DPPH significatif des fractions
acétate d’éthyle et n-butanol de I’extrait eau-méthanol des feuilles et aussi un potentiel de
réduction du fer de la fraction n-butanol de I’extrait eau-méthanolique des feuilles assez important.
Cet effet antioxydant de ces extraits est en relation avec leurs teneurs en polyphénols totaux et

en flavonoides totaux.

A la lumiére de ces résultats, il serait intéressant de mener d’autres études, dans 1’avenir,

afin de compléter ou d’approfondir ce présent travail, qui peuvent se baser sur :

» L’utilisation d’autres solvants d’extraction et d’autres parties comme les racines.

» Les tests phytochimiques des différents extraits de M. oleifera.

» L’évaluation de D’activité antioxydante par d’autres méthodes (blanchiment du f-
caroténe, ORAC...).

» L’isolement des molécules responsables de I’activité antioxydante de M. oleifera.

» Larecherche des propriéetes des huiles des graines.

» La recherche d’autres activités biologiques, notamment les activités antidiabétique et

antimicrobienne.
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