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Résumé

L'exploitation des plantes a des fins thérapeutiques ou préventives est une pratique courante
depuis des milliers d'années, sachant qu'une grande partie de I'intérét de la recherche actuelle
est liée a I'étude de molécules antioxydantes d'origine naturelle, tels que les polyphénols. La
présente étude s'articule autour de 1’évaluation du potentiel antioxydant in vitro des composés
phénoliques obtenus a partir des extraits bruts héxanique, dichlorométhane, méthanolique et
aqueux de la poudre de feuilles de la plante Moringa oleifera de la région d’Adrar, sud-ouest
Algérien, qui se caractérise par son importance nutritionnelle et médicale, amplement utilisée
dans les pays africains. L’effet antioxydant a été déterminé en mesurant le pouvoir réducteur
des differents extraits bruts de Moringa oleifera, en évaluant leur activité antiradicalaire
contre le DPPH. En outre, il a été ensuite évalué en évaluant le pouvoir réducteur du fer
(FRAP) des quatre extraits. Les résultats de cette étude ont montré que la poudre de feuilles
de Moringa oleifera contient des niveaux élevés d'antioxydants et I’extrait méthanolique étant
le plus actif en utilisant les deux techniques (IC50: 1.958 + 0.161mg/ml vs. 2.673+0.034). Les
tests phytochimiques ont révélé la présence de plusieurs substances comme les flavonoides et

les tanins.

Mots clés: Moringa oleifera, polyphénols, activité antioxydante, IC50, Adrar.
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Abstract

The use of plants for therapeutic or preventive purposes has been a common practice for
thousands of years, knowing that a large part of current research interest to the antioxidant
molecules study from natural origin, like polyphenols. Our study revolves around the
evaluation of the antioxidant potential in vitro of phenolic compounds obtained from the raw
hexanoic, dichloromethane, methanolic and aqueous extracts of the leaves of the Moringa
oleifera plant from Adrar region, southwest Algeria, widely used in African countries,
characterized by its nutritional and medical importance. The antioxidant effect was
determined by measuring the reducing power of various crude extracts of Moringa oleifera,
by evaluating their anti-free radical activity against DPPH. In addition, it was then evaluated
by measuring the reducing power of iron (FRAP) of the four extracts. The results of this study
showed that Moringa oleifera leaf powder contains high levels of antioxidants. The
methanolic extract is the most active extract using both techniques (IC50: 1.958 + 0.161mg /
ml vs. 2.673 + 0.034). Phytochemical tests revealed the presence of several substances such as

flavonoids and tannins.

Key words

Moringa oleifera, polyphenols, antioxidant activity, IC50, Adrar.
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Introduction

Introduction

Le stress oxydatif est le résultat d’une perturbation de la signalisation et 1’homéostasie
redox (Jones DP., 2006), impliqué potentiellement dans le développement de nombreuses
pathologies telles que les maladies cardio-vasculaires, le cancer, le diabéte et le vieillissement
(Govindarajan et al., 2005; Codofier-Franch et al., 2011, Thayyil et al., 2016).

La préférence pour les antioxydants d’origine naturelle constitue aujourd’hui une voie de
recherche en plein essor, afin d’atténuer la faillite du systéeme de défense antiradicalaire
naturel. De nombreuses plantes médicinales ont montré leur vertus antioxydante dans un but

curatif ou préventif.

Moringa oleifera est une plante vivace, copieusement utilisee par les habitants des oasis
du Sud-ouest Algérien. Bien que la littérature a montré 1’immense valeur nutritive de ses
feuilles, néanmoins trés peu d’études se sont intéressées aux attributs pharmacologiques de

ses feuilles dans la region.

L’objectif principal de la présente étude est d’évaluer I'activité antioxydante des extraits de
la poudre de feuilles de Moringa oleifera, et de réaliser le screening phytochimique

permettant de mettre en évidence la présence de certains composés chimiques.




Chapitre 1

Synthese bibliographique



Synthese bibliographique

Partie 01: Genéralité sur la plante Moringa oleifera

1. Moringa oleifera

Moringa oleifera est I'espece la plus connue et la plus répandue des treize espéces du genre
Moringa. Elle est originaire de la frontiere entre I'Inde, le Pakistan et le Népal, largement

cultivé dans d'autres régions tropicales (Ravindra et al., 2016).

Moringa oleifera est un arbre qui a plusieurs noms. En Afrique, le nom le plus courant est
nébéday, un nom probablement dérivé du mot anglais « Never die », désignant sa capacité a
résister a la sécheresse, se reproduire et se régénérer rapidement méme apres une coupe
importante (Fuglie, 2001). En Inde, on I'appelle Dumstick pour appeler la forme du fruit qui

ressemble a une baguette (Pousset, 1999).

2. Classification systématigue de Moringa oleifera

La classification systématique de Moringa oleifera est présentée dans le tableau ci-dessous:

Tableau 1: Classification de M. oleifera (Bichi, 2013).

Régne Végétal
Embranchement Spermatophytes
Sous embranchement Angiosperme
Classe Dicotylédones
Sous Classe Dillenidae
Ordre Capparales (capparidacées)
Famille Moringaceae
Genre Moringa
Espéce Moringa oleifera

3. Description botanigue de Moringa oleifera

Moringa oleifera est un arbre a usages multiples, largement cultivé sous les climats
tropicaux et subtropicaux du monde entier. Sa hauteur atteint les 12 m, avec une croissance
rapide ainsi qu’une forte résistance a la secheresse (Foild et al., 2001; Soulemane N et al.,
2018).

-
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Figure.1l: M. oleifera (photo prise).
Tronc

Le tronc peut généralement atteindre 1,5 a 2 metres de haut, et 20 a 40 cm de diametre
(Foidl et al., 2001).

Feuilles

Les feuilles (figure 2) de forme ovale et imparipennées, ayant une couleur verte claire,

d’environ 1 cm de long (Saint-Sauveur A., 2010).
Fleurs

Les fleurs (figure 3) sont de couleur blanc-créme, composées de cing pétales inégaux
(Rolaff et al., 2009).

Fruits

Le fruit (figure 4) est une capsule, qui peut atteindre une longueur allant jusqu'a 30 & 50
cm, sa couleur est beige a grisatre (Delpha I., 2011).

Grains

Les graines ont une forme sphérique, une collure noire et sont entourées d'un péricarpe qui
forme trois ailes (figure 5).
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Racines

Les racines sont blanches, gonflées et dégagent une odeur distincte (Rolaff et al 2009).

= ey
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—
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/

Figure. 3: Fleur de M. oleifera (photo prise).
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Figure.4: Gousses de M. oleifera (photo prise).

Figure.5: Grains de M. oleifera (photo prise).
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4. Techniques de récolte de feuilles de Moringa oleifera

La récolte des feuilles de Moringa oleifera peut étre effectuée tous les 30 a 45 jours, trois a
quatre mois apres le semis, de préférence aux heures fraiches de la journée, t6t le matin ou
tard le soir, en coupant toutes les branches feuillées a 50 cm du sol (Irénée Modeste Bidima,
2016).

5. Applications de Moringa oleifera

5.1. Utilisations alimentaires

Toutes les parties de la plante rentrent dans 1’alimentation humaine ou animale, pouvant

étre consommeées fraiches ou réduites en poudre (Foidl et al., 2001 ; Brion, 2005).

Le Moringa représente un bon fourrage pour le bétail (Foidel et al, 2001). De nombreuses
études ont prouvé son efficacité dans I’amélioration significative du rendement (Reyes, 2006;
Ben Salem et Makkar, 2009; Paguia et al., 2014).

5.2. Clarification de I'eau

Les graines de Moringa oleifera ont prouvé leur efficacité dans 1’éclaircissement des eaux

troubles, dissipant ainsi 90 a 99% des bactéries (Pamo et al., 2002).

5.3. Applications médicinales et thérapeutiques

Moringa oleifera est une plante médicinale, a de nombreuses propriétés pharmacologiques,
notamment dans le traitement des maladies métaboliques, inflammatoires et infectieuses
(Ferreira et al., 2007).

5.4. Autres applications

L'huile de Moringa est connue pour son utilisation comme lubrifiant (Ramachandran et al,
1980 cité par Foidl et al., 2001) ou source de biogaz (Malo, 2014). Elle est également utilisée

dans l'industrie cosmétique en raison de sa qualité supérieure (Foidl et al., 2001).

-
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Partie 02: Métaboles secondaires.

1. Métabolites secondaires des plantes

On désigne par métabolite secondaire toute substance biologique qui ne participe pas
directement aux processus de base de la cellule vivante. Ces composés secondaires sont
présents chez toutes les plantes supérieures, regroupant plusieurs dizaines de milliers de
molécules différentes, généralement rassemblées en superfamilles chimiques telles que les
polyphénols, les terpenes et stérols, les alcaloides, les polypeptides, ... Outre, la trés grande
diversité chimique qu’ils représentent, ces metabolites secondaires se caractérisent
couramment par de faibles concentrations au niveau des tissus végétaux (Borris et al., 1988;
Hartmann, 2007; Levasseur-Garcia et al.,, 2013). L’homme les utilise souvent comme

colorants, antibiotiques, herbicides, ... (Merzougui et al., 2015).

2. Synthéese de métabolites secondaires chez les végétaux

IIs sont synthétisés a partir des précurseurs originaires du métabolisme primaire (Kabera et
al., 2014). Ces composés sont souvent considérés comme n’étant pas indispensables a la vie
de la plante mais plutét ils s’impliquent dans sa défense contre le stress biotiques et abiotique,

et également dans I’amélioration de ’efficacité de sa reproduction (Guitton, 2010).

En réponse au stress biotique ou abiotique environnemental, des cascades réactionnelles
menant a la transcription de certains genes de facteurs de transcription spécifiques, qui
déclenchent a leur tour I’activité transcriptionnelle d'autres genes codant pour des enzymes

directement impliquées dans la biosynthése des métabolites secondaires.

3. Familles des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires bioactifs sont répartis en trois grandes familles chez les
végétaux (Krief, 2003):

3.1. Composés phénoligues

Les polyphénols sont des métabolites secondaires amplement répandues dans le regne
vegetal (Xiuzhen et al., 2007; Quideauet al., 2011), s’impliquant dans certains critéres de
qualité des végeétaux, entre autre la couleur, le golt, I’amertume et 1’astringence (Milane,
2004; Macheix et al., 2006).

Les polyphénols ont tous en commun un cycle aromatique (Ce) portant un ou plusieurs

groupements hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction chimique
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(étherméthylique, ester,...) (Michalak, 2006). Ils sont dotés de nombreux potentiels
biologiques (Naczk et Shahidi, 2004).

3.1.1. Classification des composés phénoliques

Plus de 8000 composés phénoliques naturels ont été isolés (Erdman et al., 2007 ; Batra et
Sharma, 2013). Les polyphénols sont repartis en plusieurs catégories selon leur structure qui
varie de molécules simples aux molécules hautement polymérisés (Harnly et al., 2007), en
citant par exemple, les acides phénoliques, les flavonoides, les tannins et les coumarines
(King et Young, 1999; Tapiero et al., 2002).

3.1.2. Propriétés des composés phénoliques

A. Propriétés physico-chimiques

Les polyphénols sont habituellement des molécules aromatiques solubles dans les
solvants polaires tels que 1’éthanol, le méthanol et 1’eau (Benkrief, 1990). Alors que ceux
moins polaires comme les isoflavones, les flavonones, les flavones et les flavonols sont plus
solubles dans d’autres solvants organiques tels que 1’éther et le chloroforme (Verykokidou-

Vitsaropoulou et al., 1986).

B. Propriétés biologiques

Ils possedent de nombreuses activités biologiques anti-inflammatoires,

antibactériennes, antifongiques, antioxydantes et méme anticancéreuse (Montoro et al., 2005).
3.2. Alcaloides

Ils désignent des substances naturelles hétérocycliques, de structure complexe, dérivant
des acides aminés, et doué de propriétés physiologiques méme a faible concentrations (Zenk
et al., 2007). Les alcaloides sont largement utilisés comme des antalgiques, des

spasmolytiques et des antitussifs (Stockigt et al., 2002).

3.3. Terpénes

Les terpenes sont des métabolites secondaires dont I’acide mévalonique est le seul
précurseur biosynthétique connu (Rouessac et Rouessac, 2004), classés selon le nombre de
leurs unités isoprenes. Beaucoup de monoterpénes et les sesquiterpenes sont appelés huiles

essentielles (Raven et al., 2003).
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Partie 03: Activité antioxydante

1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est actuellement défini comme étant la perturbation de la signalisation et
I’homéostasie redox (Jones DP., 2006), il n’est plus considéré comme perte de 1’équilibre
entre les pro-oxydants et les antioxydants en faveur des pro-oxydants. Un état du stress
oxydatif provoque de dommages cellulaires fréquemment irréversibles tel que 1’oxydation des
sucres et des protéines, la peroxydation des lipides voire méme des mutations génétiques
(Gutteridge, 2001).

2. Radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique, ayant une existence indépendante, instable et
réactive suite a une perte d’un ou plusieurs électrons (Halliwell, 1996), provoquée par des
facteurs physiques ou chimiques (rayonnements ultraviolets, radiations ionisantes, tabac, ...
(Leverve, 2009).

2.1. Différents types de radicaux libres

Parmi toutes les espéces réactives oxygénées, les radicaux primaires sont un groupe
restreint jouant un role physiologique, en citant par exemple 1’anion superoxyde, le radical
hydroxyle, le monoxide 1’azote, .... Leur réaction sur les composés biochimiques cellulaires
engendre la formation des radicaux secondaires telles que I’oxygéne singulet, le peroxyde

d’hydrogéne et le nitroperoxyde (Favier, 2003).

2.2. Dommages causés par les radicaux libres

Le stress oxydatif est responsable de nombreuses affections neurodégénératives comme
I’Alzheimer (Haider et al., 2011), les ccdémes et le vieillissement prématuré de la peau
(Aurousseau, 2002; Georgetti et al., 2003; Valko et al., 2006), de certaines maladies
cardiovasculaires (Nijs et al, 2006), des atteintes cancéreuses en réprimant l'appose et en

favorisant la prolifération, l'invasion ainsi que la métastase (Halliwell, 2007).

3. Antioxydants

Les antioxydants sont des molécules pouvant retarder ou empécher 1’oxydation de
substances biologiques (Karou et al., 2005). Selon leur origine, ils sont répartis en
antioxydants endogénes et exogenes (Mates, 2000).
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3.1 Types des antioxydants

3.1.1 Antioxydants synthétiques

Le butylhydroxyanisole (E320) et le butylhydroxytoluene (E321) sont les antioxydants
synthétiques les plus utilisés dans l'industrie agroalimentaire, grace a leur solubilité dans les
milieux lipidiques, ils sont toxiques et/ou cancérigenes a haute dose (Gordon, 1990).

Le 2-tertiobutyl-4-hydroxyquinone est caractérisé par sa parfaite solubilité dans les
matiéres grasses et sa haute stabilité thermique mais il est interdit en Europe a cause de sa
toxicité (Coppen, 1989).

Les gallates de propyle (E310), d'octyle (E311) et de dodécyle (E312), synthétisés
industriellement par estérification de I'acide gallique. Ils sont moins solubles dans les matiéres

grasses et thermosensibles (Frankel, 1993).

3.1.2 Antioxydants d’origine naturelle

Les principaux antioxydants naturels sont les bioflavonoides, les caroténoides, les
vitamines C et E, et le sélénium. Les sources sont tres diverses (Elaerts, 2014):
e Vitamine C: poivron, goyave, oseille, citron, orange, kiwi, choux, papaye, fraises...
e Vitamine E: huile de tournesol, de soja, de mais, beurre, margarine, ceufs...
¢ Vitamine A: foie, beurre, ceufs...
e Sélénium: Poissons, ceufs, viandes...
e Zinc: fruits de mer, viandes, pain complet, légumes verts.

e Polyphénols (flavonoides et tanins en particulier): fruits.
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Meéthodologie
1. Objectif de I’étude

Le but de notre recherche est basé sur la caractérisation phytochimique de la poudre de
feuille de Moringa oleifera, ainsi que 1’évaluation de 1’activité antioxydante des extraits bruts

héxanoique, méthanolique, dichlorométhane et aqueux de la poudre de feuille.

2. Description de la zone d’étude

Notre recherche a été menée sur une partie de I'arbre de Moringa oleifera qui est largement
utilisée par I'nomme, en particulier en Afrique du Sud, ou il s'agit de la poudre de feuilles.
L'échantillon a été collecté durant le mois de février 2021 du Ksar Wayna dans la région de

Mraguen, distante de onze kilometres de la ville d'Adrar.

3. Préparation de I’échantillon végétal

Les feuilles fraiches de M. oleifera sont rapidement bien lavées a I’aide de 1’eau du robinet,
puis égouttées pendant 30 mn. Les feuilles sont ensuite étalées sur du papier filtre et mises a
sécher a I’air libre, mais a I’abri de la lumicre et de la poussiere, et a une tempeérature
ambiante pendant une semaine. Les feuilles séches sont débarrassées de toutes impuretés
(tiges, ...), broyées a I’aide d’un broyeur électrique en poudre fine et homogene, qui a été par

la suite conservée dans des bocaux en verre, dans un endroit sec.

Figure.6: Feuilles de M. oleifera avant et aprés broyage (photo prise).

4. Tests phytochimiques (Analyse qualitative) (Raffauf, 1996; Dohou et al, 2003;
Judith, 2005; Bruneton, 1993; Timbo, 2003; Diallo, 2005; Bekro et al, 2007; Houghton et
Raman, 1998; Kar, 2007).

Les techniques de détection utilisables dans 1’objectif de réaliser un screening des

substances actives doivent étre rapides, simples, reproductibles et précises afin de mettre en
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ceuvre qu’une faible quantité de matiére végétale. Ces méthodes sont donc limitées a la
détection de quelques groupes chimiques. Elles n’ont d’ailleurs qu’une valeur indicative, et
une confirmation ultérieure par des méthodes plus sensibles et plus selectives est
incontournable (Wagner et al., 1996).

4.1 Teneur en eau

Elle est déterminée par la méthode gravimétrique qui consiste a la détermination de la
perte de masse par dessiccation a 1’étuve, selon la formule suivante:
% Eau = (masse fraiche-masse seche/masse fraiche) x 100.
4.2 Alcaloides

A. Macération

10 g de poudre végetale de Moringa oleifera a été mis dans un erlenmeyer de 250 ml, a
laquelle on ajoute 50 ml de H.SO4 dilué au 1/10 (50 ml). Agiter et macérer durant 24h a
température ambiante. Filtrer, sur papier lavé avec de 1’eau distillée, de maniére a remporter

environ 50 ml de filtrat.

B. Réactions de caractérisation

e Réactif de Mayer

1 ml de filtrat + 5 gouttes du réactif de Mayer (5 g de Kl et 1,358 g de HgCl. solubilisés
dans 100 ml d'eau distillée), qui provoque un précipité blanc- jaunatre indiquant la présence

des alcaloides.

e Réactif de Wagner

1 ml de filtrat + 5 gouttes de réactif de Wagner (2 g de Kl et 1,27g d'I2 solubilisé dans
100 ml d'eau distillée), qui provoque un précipité brun signalant la présence des alcaloides.

C. Test de confirmation

Une extraction de la poudre végétale en milieu acide a été effectué afin de confirmer la
présence des alcaloides, en macérant 5 g de poudre de Moringa oleifera dans 25 ml d'acide
chlorhydrique 0,05N, durant 24h, sous agitation magnétique a température ambiante; puis
filtrer et lavé a I'eau distillée. La solution obtenue est ensuite ajustée a 20 ml avec de I'eau

distillée, puis refaire les mémes tests de caractérisation précédente.
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4.3 Dérivés anthracéniques y compris les quinones et les anthraquinones

Extrait chloroformique: a 1 g de poudre végétale de Moringa oleifera, ajouter 10 ml de
chloroforme et chauffer au bain marie pendant 3 mn, filtrer a chaud et compléter a 10 ml si

nécessaire.

Hydrolyséat: ajouter 10 ml d’eau distillée et 1 ml d’acide chlorhydrique concentré, a une
partie du résidu de la poudre végétale épuisée par le chloroforme. Maintenir le tube a essai
dans le bain marie bouillant durant 15 mn. Refroidir sous un courant d’eau et filtrer.

Compléter a 10 ml avec I’eau distillée.
Caractérisation

Dérivés anthracéniques libres: 1 ml d’extrait chloroformique + 1 ml de NH4+OH dilué.

Agiter; la coloration plus ou moins rouge indique la présence d’anthraquinones libres.
Dérivés anthracéniques combinés
O-hétérosides (anthraquinones)

Ajouter 5 ml de chloroforme a 5 ml d’hydrolysat, agiter puis soutirer la phase organique
et I’introduire dans un tube a essai, ajouter 1 ml de NH4OH dilué, agiter. Une coloration rouge

plus ou moins intense divulgue la présence des anthraquinones.
O-hétérosides a génines réduites

Ou bien 3 a 4 gouttes de FeClz a 10 % sont ajoutés & 5 ml d’hydrolysat, au bain marie,
chauffer durant 5 mn. Refroidir, agiter avec 5 ml de chloroforme. Soutirer la phase
chloroformique et I’introduire dans un tube a essai, ajouter 1 ml de NH4OH dilué et agiter.
Une coloration rouge plus intense indique la présence de produits d’oxydation des anthranols

ou anthrones.
C-hétérosides

Reprendre la phase aqueuse conservée au cours de la caractérisation des O-hétérosides
par 10 ml d’eau distillée et ajouter 1 ml de FeCls a 10%. Maintenir le tube a essai dans un
bain marie bouillant durant 30 mn, refroidir et agiter avec 5 ml de chloroforme, soutirer la
phase chloroformique dans un tube a essai. Ajouter 1 ml de NH4OH dilué et agiter. La

présence de génines de C-hétérosides est réélé par une coloration rouge plus ou moins intense.

4.4 Saponosides

Elle se fait sur le decocté a 10% de la poudre vegétale. Dans une série de 10 tubes a essai,

répartir 1, 2, ..., 10 ml d’extrait et ajuster le volume a 10 ml dans chaque tube. Agiter, ensuite
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dans le sens de la longueur pendant 15 secondes en raison de 2 agitations par seconde,
mesurer la hauteur de la mousse dans chaque tube apres un repos de 15 mn. Celui (X) dans
lequel la hauteur fait 1 cm indique la valeur de I’indice de mousse qui est déterminée selon la

formule suivante:
Indice de mousse = hauteur de mousse (en cm) dans le X tube x 5/0,0X.
4.5 Coumarines

Dans un tube a essai, mettre 1 g de la plante humide, a I’aide du papier imbibé d'une
solution de NaOH, couvrir le tube et le placer dans un bain marie durant quelques minutes,
puis ajouter 0,5 ml de NH4OH (10%). Sur un papier filtre, poser deux taches et les examiner

sous la lumiére ultraviolette. La fluorescence des taches témoigne la présence des coumarines.

4.6 Stérols et triterpénes: réaction de Lieberman-Burchard

La mise en évidence des stérols et triterpénes est effectuée en macérant a 1’éther, la poudre
végétale durant 24 h, aprés évaporation a sec, 1’extrait éthérique est ensuite repris avec 1 ml
de I’anhydride acétique puis 1 ml de chloroforme, déposer de I’acide sulfurique au font du
tube, contenant I’extrait. Leur présence est révélée par I’apparition d’un un anneau rouge-
brunatre ou violet a la zone de contact des deux liquides, la couche surnageante devenant

verte ou violette.
4.7 Tanins

Préparation de I’infusé: 5 g de la poudre séche a été infusée pendant 15 mn, dans 100 ml
de I’eau distillée (infuseé a 5%).
Tanins catéchiques
A 30 ml d’infusé, 15 ml de réactif de Stiasny (10 ml de formol a 40% plus 5 ml HCI

concentré) ont été ajoutés, puis chauffer au bain marie a 90°C durant 15 mn. La présence des

tanins catéchiques est indiquée par I’apparition d’un précipité.
Tanins galliques

Filtrer et saturer le filtrat d’acetate de sodium pulvérisé, ajouter 1 ml d’une solution de
FeCls a 1%. La présence de tanins galliques (non précipités par le réactif de Stiasny) est

indiquée par 1’apparition d’une teinte bleu noire.
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4.8. Elavonoides
Anthocyanes

Ajouter 5 ml d’acide sulfurique puis 5 ml de NH4OH a 5 ml d’infusé a 5% ayant une
coloration plus ou moins foncée. La mise en évidence des anthocyanes est basée sur le
changement de la couleur; si la coloration s’accentue suite a 1’ajout de I’acide puis tourne au

bleu violacé en milieu basique, cela signale la présence d’anthocyane.
Réaction a la cyanidine

Nous introduisons dans un tube a essai 5 ml d’infusé, ajouter 5 ml d’alcool chlorhydrique
(alcool a 95°, eau distillée, HCI concentré a parties égales en volume); 1 ml d’alcool iso
amylique puis quelques copeaux de magnésium. Il se produit une réaction de précipitation
pendant quelques minutes. Une coloration, au niveau de la couche surnageante d’alcool iso-
amylique signale la présence d’un flavonoide libre (génine); rose orangée indique la présence
des flavones, rose- violacée indique celle des flavanones et une coloration rouge montre la
présence des flavonones ou des flavanonols

Sans ajouter de copeaux de magnésium a la réaction cyanidine puis chauffer durant 15 mn
au bain marie, I’apparition d’une coloration rouge cerise ou violacée montrant la présence de

leucoanthocyanes, alors que les catéchols donnent une teinte brun-rouge.

5. Extraction de ’huile essentielle de Moringa oleifera

L’extraction de 1’huile essentielle de feuilles et de la poudre de feuilles de Moringa oleifera
a été effectuée par hydrodistillation, consistant a introduire directement 100 g de masse
veégetale seche dans un alambic rempli d’eau porté ensuite a ébullition durant 3h. L’huile
essentielle condensée sur une surface froide, se sépare de 1’eau par différence de densité
(Fekih, 2015). Ainsi le rendement est déterminé selon la formule suivante:
R%= PH /PP x 100
Ou PH: poids de I’huile essentielle extraite en g.

PP: poids de la plante séche en g.

6. Extractions a chaud

L’extraction est une étape cruciale avant I’analyse quantitative et qualitative proprement
dite. On a choisi I'extraction au SOXHLET en fonction de sa simplicité et sa disponibilité au
niveau de notre laboratoire (Allaf, 2008). En outre, elle favorise I'extraction relativement

compléte des métabolites présents dans la matiére végétale.
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50 g de poudre de feuille Moringa oleifera a été soumis a une extraction successive au
Soxlhet, en utilisant des solvants organiques de polarité croissante; le n-hexane, le
dichlorométhane; le méthanol, et I'eau distillée, chauffé chacun a sa température d'ébullition,
permettant alors de fractionner grossiérement ses divers métabolites naturels. L’élimination
du solvant a été réalisée a 1’aide d’un évaporateur rotatif. Le résidu est a chaque pesé et gardé
au congelateur jusqu'a utilisation. Le rendement de chaque extrait est calculé selon la formule
suivante:

P1-P2

Rendement (%) = 100

ME

Ou: P2: poids du ballon vide.
P1: poids du ballon aprés évaporation.

ME: masse de la prise d’essai.

Figure.7: Dispositif expérimental de I’extracteur Soxlhet.

7 Evaluation de ’activité antioxydante

Deux méthodes ont été utilisés pour évaluer la capacité antioxydante in vitro des quatre
extraits de la poudre de feuille de Moringa oleifera, il s’agit du pouvoir piégeur du radical
DPPH et celui réducteur du fer.
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7.1 Méthode de DPPH

La molécule de DPPH est un radical libre stable, dont la solution est caractérisée par une
coloration violette, une fois mélangée avec une substance donneuse d’atomes d'hydrogene
antioxydante, elle se transforme en coloration jaune indiquant la présence de la forme réduite
(figure 8) (Brand-Williams, 1995).

50 ul des solutions de différents extraits de Moringa oleifera préparés ou celles du
standard (acide ascorbique et acide gallique) a été mélangée avec 1950 ul de la solution DPPH
préparée, en dissolvant 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol (6x10-5 M), le mélange est
laissé a I'obscurité durant 30 min et la décoloration par rapport au contréle négatif contenant la
solution de DPPH et du méthanol est mesurée a 517 nm, l'intensité de la couleur est
proportionnelle & la capacité des antioxydants présents dans le milieu réactionnel (Mansouri et

al., 2005). L'activité antiradicalaire est estimée selon I'équation suivante:

Abs controle—Abs échantillon

% d’activité antiradicalaire= b vl
s controle

Puis une valeur critique est calculée, il s’agit de 1’ICso : concentration inhibitrice de 50%
de DPPH utilisé.
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Figure.8: Structure chimique du radical DPPH et de sa forme réduite.

7.2 Méthode de FRAP

Elle consiste en une réduction du Fe®* présent dans le complexe ferrocyanure de potassium
en Fe?*, ol 1.25 ml d'une solution tampon phosphate & 0.2 M (pH= 6.6) a été ajouté & 0.5 ml
de I’extrait de Moringa oleifera a différentes concentrations, rajouter 1.25 ml d'une solution
de KsFe (CN)6 a 1%. Puis, incuber & 50°C durant 20 min, ensuite refroidir a température
ambiante. Verser 2.5 ml d'acide trichloracétique a 10% afin de stopper la réaction, centrifuger
a 3000g durant 10 min.
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Prélever 1.25 ml du surnageant, additionner 1.25 ml d'eau distillée et 250 ul d'une solution
de FeCls (6H20) a 0.1%. Le virement de la couleur jaune du Fe** en bleu vert du Fe?* prouve
une réaction positive dont I’intensité est mesurée, contre un blanc réalisé de la méme facon a

la place de I’échantillon on met du méthanol, a 700 nm (Yildirim et al., 2001).
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Résultats

1. Tests phytochimiques

L’analyse qualitative de la poudre de feuilles de M. oleifera vise a mettre en évidence

certains types de métabolites secondaires, qui a été faite par des réactions de colorations dont

les résultats préliminaires sont regroupés dans le tableau 2.

Tableau 2: Résultats du screening phytochimiques préliminaire des feuilles de M. oleifera.

Test Résultat
Dérivés anthracéniques libre -
O. hétérosides -

O. hétérosides a génies réduits -
Saponosides +/-
Coumarines +/-

Stérols et terpenes +
Tanins cachectiques +
Tanins galliques +

Présence anthocyane + /-
Présence de flavones +
Catéchols-leuco-anthocyane +
Alcaloides +/-

HE -/dégagement
d’odeur
- : absence. + : présence. +/- : présence faible.

L’¢étude phytochimique indique que les feuilles de M. oleifera sont riches surtout en

alcaloides et en polyphénols représentés par les flavonoides et les tanins.

2. Teneur en eau

Apreés trois essais de calcul de la teneur en eau des feuilles, on a trouvé qu’elles sont riches

en eau avec une teneur de 78.16+ 0.76%.

3. Huile essentielle

Nous avons suivi la méthode de I'nydrodistillation pour extraire I'huile essentielle, et on a

trouvé un rendement en huile essentielle dans les feuilles de M. oleifera de 0,0752%.
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4. Rendement des extraits

Le rendement des différents extraits de la poudre de feuilles de Moringa oleifera sont

résumés dans le tableau ci-dessous:

Figure. 9: Différents extraits de la poudre de feuilles de Moringa oleifera (photo prise).

Tableau 2: Rendements des extraits de M. oleifera.

Extrait Rendement (%0)
Hexanique 4,58
Dichlorométhane 1,58
Méthanolique 5,28
Aqgueux 14

On remarque que I’extrait aqueux a le rendement le plus élevé suivi des fractions
méthanoliques, hexane (puis le dichlorométhane a extraite le moins de substances (14%,
5.28%, 4,58% et 1,58% respectivement).

5. Activité antioxydante

5.1 Activité antioxydant des extraits de M. oleifera par FRAP

Les résultats de cette méthode sont représentés par le calcul d’une concentration efficace a

50% (CEsp), ¢’est-a-dire une concentration de 1’extrait qui peut réduire la moitié de la quantité

E
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de fer qui est dans le milieu réactionnel. Plus cette valeur est petite plus I’extrait est efficace,
ayant une bonne activité de réduction de I’ion fer. Les résultats de nos extraits et des

standards sont présentés comme suit:

Tableau 4: CEsg des extraits et des standards (acide gallique et ascorbique).

Extrait/standard CEso (mg/ml)
Acide ascorbique 0.111+0.013
Acide gallique 0.065+0.007
Hexanique 3.419+0.112
Dichlorométhane 5.14+0.379
Méthanolique 2.673+0.034
Aqueux 8.802+0.401

=
o

CES50 (mg/ml)
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ac asc ac gal hex d1chlo10 met
Ex/standard

Figure. 10: ECsp des extraits étudiés et des standards (acide ascorbique et acide gallique).
Les résultats obtenus montrent une activité antiradicalaire considérable des quatre extraits
de M. oleifera avec des CEsp entre 2,673 et 8,802 mg/ml, permettant de les classer en ordre
décroissant d’activité comme Sulit:
Extrait méthanolique> extrait hexane > extrait dichlorométhane > extrait aqueux.
IIs montrent également que 1’acide gallique est plus actif que 1’acide ascorbique malgré que

ce dernier est le plus utilis¢é comme standard pour 1’activité antioxydante.

v
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Figure.11 : DO en fonction de la concentration de la FRAP des extraites et des standard

(acide ascorbique et I'acide gallique).

En compare I'activité antioxydante des extraits avec l'activité antioxydante des standards, on
peut dire que l'activité antioxydante des quatre extraits de Moringa oleifera est inférieure a

celle des standards (acide ascorbique et I'acide gallique).

5.2 Piégeage du radical libre DPPH

L’utilisation du DPPH pour évaluer l'activité antiradicalaire des extraits est simple et
reproductible car ce radical libre est relativement stable. En premier lieu, on trace les courbes
de pourcentages de piégeage du DPPH en fonction de la concentration de différents extraits,
puis on calcule une valeur critique appelée ICso qui définisse la concentration qui inhibe ou
piege 50% du DPPH dans le milieu réactionnel. Les résultats obtenus sont présentés ci-
dessous:

Tableau 5: ICso des extraits et des standards (acide gallique et ascorbique).

Extrait/standard I1Cso0 (mg/ml)
Extrait hexane 7.827+0.515
Extrait dichlorométhane 16.336+0.415
Extrait méthanolique 1.958+0.161
Extrait aqueux 11.239+0.041

Ac ascorbique 0.063+£0.001

Ac gallique 0.023+£0.004
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Figure.12: 1Cso des quatre extraits de M. oleifera et des standards.

Les résultats obtenus des ICso montrent une activité antiradicalaire considérable des quatre
extraits de feuilles de M. oleifera avec des ICso qui ne dépassent pas les 17mg/ml.

L’extrait méthanolique étant le plus actif avec une ICso de 1.958 + 0.161mg/ml, suivi par
I’extrait hexanique puis I’extrait aqueux et enfin 1’extrait dichlorométhane contenant les
composés les moins actifs. Mais malgré ¢a nos extraits restent moins actifs que les standards
pour toutes les concentrations utilisees.

En évaluant I’activité antioxydante par le test de piégeage du radical libre DPPH, on

remarque egalement que I’acide gallique est plus actif que I’acide ascorbique.
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Figure.13: Pourcentage de piégeage du radical libre DPPH en fonction des concentrations des

standards (acide ascorbique et acide gallique).

E



Résultats & discussions

120
. i/
=
o
g 60
=
=
£ 40
o
@
=T}
£ 20
@
(=]
3
=3 0 T T T T 1

50 100 150 200 250
-20
Concentration (mg/ml)
% hex M dichloro met X aq
R2 = 0,8953 R2=0,9232 |R2 = 0,8448| |R2=0,9026 |

Figure. 13: Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de la concentration des quatre
extraits de la poudre des feuilles de M. oleifera.

On peut classer en ordre décroissant de la concentration inhibitrice de 50% du radical libre
DPPH, nos extraits comme suit :

Extrait méthanolique> extrait hexane > extrait aqueux> extrait dichlorométhane

Discussion

Le screening phytochimique a été réalisé afin de mettre en évidence la présence de
composants phytochimiques pouvant étre responsable de 1’activité antioxydante des extraits
héxanoique, dichlorométhane, méthanolique et aqueux de la poudre de feuille de Moringa
oleifera. 1l a montré que les feuilles de M. oleifera sont riches surtout en alcaloides et en
polyphénols représentés par les flavonoides et les tanins. Des résultats similaires ont été
rapportés par d’autres études (Bachioua et al., 2017; Rezgui et al., 2019). Cette richesse en

molécules actives pourrait expliquer leur large utilisation en thérapie traditionnelle.

Les résultats obtenus en ce qui concerne la teneur moyenne en eau des feuilles fraiches de
M. oleifera de la région d’Adrar, ont montré sa richesse en eau, ce qui est légérement
supérieur a celle des feuilles fraiches de la région de Dakar, rapportée par Toury et al., et
Ndong et al., (78% vs. 74,7% et 73.6% respectivement) ou bien celle du bénin (Houndji et al.,
2013, 78% vs. 73%, et fait de Moringa oleifera une véritable source d’cau. Cette différence

semble étre le résultat du changement climatique d’une région de récolte a une autre. Selon la
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littérature, la réduction de feuilles de Moringa oleifera en poudre n’influence pas leur
composition chimique et reste une bonne pratique pour une meilleure conservation (Ndong et
al., 2007).

L’extraction de I’huile essenticlle de feuilles de Moringa oleifera par hydrodistillation a
plusieurs reprises, est caractérisée par un faible rendement (0.0752%). BOUSBIA, (2011)
rapporte un rendement en huile essentielle, dans les mémes conditions, de 1’ordre de 1,1%.
Selon Dorosso Sonate el al., et Hadji-Minaglo, les plantes renferment le plus souvent des
teneurs trés faible en huile essentielle inférieur a 1%. Il est & signaler que cette teneur pourra

aller jusqu’a 15% comme celle du giroflier, ce qui est rare et exceptionnelle.

De facon général, les différences de composition des mémes espéces provenant de diverses
régions, semblent étre dues a leur climat d’origine, cela veut dire que les conditions
climatiques de la région de récolte influencent qualitativement et quantitativement d’une
facon considérable la composition en métabolites secondaires des différentes parties de la
plante, car il y a des métabolites plus résistant ou plus fragiles aux changements du biotope de

la plante.

D’apres les résultats de 1’extraction de la poudre de feuille de Moringa oleifera, 1’extrait
aqueux est caractérisé par le rendement le plus élevé, alors que 1’extrait dichlorométhane a le
rendement le plus faible. Ce qui rejoint les résultats rapportés par Awa et al., (2018) (extrait
aqueux 12% vs. dichlorométhane 4,8%, type d’extraction liquide-liquide). Ces différences
semblent étre attribuées aux variations quantitatives et qualitatives des composés phénoliques
présents dans les extraits dues a la solubilité et la polarité des groupes chimiques dans les
différents solvants organiques. Par conséquent, le rendement des quatre extraits examinés,
dépend de la polarité du solvant utilisé pour ’extraction. Selon la littérature, les solvants
polaires sont les meilleurs solvants pour extraire les composés antioxydants de feuilles de
Moringa oleifera (Siddhuraju et al., 2003).

Une étude réalisée par Charoensin (2014) avait également mis en évidence I’activité
antioxydante de 1’extrait dichlorométhane de la poudre de feuilles de Moringa oleifera mais
avec une CI50 du DPPH de 2,31+0,02 mg/ml plus faible que celle obtenue lors de notre étude
(16,34+0,42mg/ml).

Ce potentiel antioxydant évalué fait de Moringa oleifera une plante a diverses vertus
thérapeutiques vu le lien étroit existant entre le stress oxydatif, radicaux libre et de
nombreuses maladies (Adjanohoun et al., 1989 ; Anwar et al., 2007; Mishra et al., 2011;
Charoensin et al., 2014).
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En effet, les dosages réalisés par Djermoune et Henoune, (2015) ont montré une grande
variabilité de teneurs en divers acides phénoliques; d’ou ces différences quantitatives mais

également qualitatives de la composition des extraits et aussi des pouvoirs antioxydants.

Enfin, nos résultats de l'activité antioxydante des extraits de la poudre de feuilles de
Moringa oleifera sont trés prometteurs, et cela malgre les petites différences remarquées par
rapport aux études antérieures, des différences qui peuvent étre principalement dues
conditions climatiques et environnementales ainsi que la nature des équipements du
laboratoire utilisé.
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Conclusion & perspectives

La présente étude portant sur les différentes propriétés actives et utilisations de Moringa
oleifera, cette derniére étant une plante a usages multiples et susceptible de prendre en Algérie
plus d'importance qu'elle ne l'est actuellement en tant que molécules médicamenteuses
indigénes qui ne sont pas actuellement soutenus par la recherche pharmacologique,

nécessitant une meilleure exploitation.

L’évaluation du pouvoir antioxydant des quatre extraits de la poudre de feuille de M.
oleifera a travers les deux techniques utilisées a savoir l'activité antiradicalaire du DPPH et du
pouvoir réducteur de fer, a montré qu’elle peut étre exploitée comme des molécules
antioxydantes naturels bon marché. L’activité antioxydante des quatre extraits de la poudre de
feuilles de M. oleifera peut étre attribuée a la présence de polyphénols. En outre, ses feuilles

sont tres riches en eau ce qui leur permet d’étre une bonne source en cas de déshydratation.
L’ensemble de résultats remportés durant cette étude ne constitue que des résultats
préliminaires, sollicitant d’autres investigations, et il ouvre de distincts perspectives :

En premier lieu, confirmer ces résultats en utilisant d'autres techniques telle que le B-

caroténe.

La seconde perspective est de fractionner et caractériser les composés de différents

extraits.

La derni¢re est d’évaluer I’activité antioxydante in vivo.
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Annexes

ANNexes

Teneur en eau

Matériel
Balance analytique de précision, étuve réglée a 110°C, erre de montre, pince, spatule
métallique, capsules en verre, Dessiccateur.
Technique
- Nous avons opére sur un échantillon homogéne concassé.
- Faire une prise d’essai de 1 a 2 g (peser au mg pres).
- Dessécher de fagcon a obtenir une masse constante apres plusieurs pesées consecutives.
- Le refroidissement avant peseé se fait dans un dessiccateur renfermant un desséchant

(Chlorure de calcium, anhydride phosphorique)

Photo 01: Gamme des concentrations de DPPH.

Photo 02: Gamme des concentrations de FRAP.
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Photo 03: ROTAVAP.

Photo 04: Spectrometre.

Photo 05: Etuve.
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Photo 06: Broyeur électrique.

Photo 07: Effeuillage de feuilles de M. oleifera
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Photo 08 : Broyage des feuilles de M. Oleifera.

Photo 09 : Filtration des extraits



