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- Résume:

Moringa oleifera est un arbre appartenant a la famille des moringacées, originaire d’Inde.
Est une plante d’intérét nutritionnel et médicinal, qui se trouve dans les régions tropicales. Ce
travail a été consacré d’une part a une caractérisation chimique des extraits de feuilles de M.
oleifera : extractions, dosages des composeés phénoliques (phénols totaux, flavonoides), mise
en évidence de certains métabolisme secondaires (saponines, alcaloides, terpenoide et tanins).
D’autre part, la détermination de 1’activité antioxydant (activité anti-radicalaire, pouvoir

réducteur) .

Ce travail est une contribution a 1’étude de la teneur en polyphénols totaux et les
flavonoides et d’évaluer I’activité antioxydant par la méthode de DPPH, les phénols totaux
ont été déterminé par la méthode de réactif Folin-Ciocalteau et les flavonoides par la méthode

au chlorure d’aluminium.

Mot clé : Moringa oleifera, activité antioxydant, composé phénolique, feuille ._flavonoides ,
DPPH.



- Abstract :

Moringa oleifera is a tree belonging to the Moringaceae family, native to India. Is a plant
of nutritional and medicinal interest, which is found in tropical regions. This work was
devoted on the one hand to a chemical characterization of extracts from M. oleifera leaves:
extractions, assays of phenolic compounds (total phenols, flavonoids), demonstration of
certain secondary metabolism (saponins, alkaloids, terpenoids and tannins ). On the other

hand, the determination of antioxidant activity (anti-free radical activity, reducing power).

This work is a contribution to the study of the content of total polyphenols and flavonoids and
to evaluate the antioxidant activity by the method of DPPH, the total phenols were determined
by the method of Folin-Ciocalteau reagent and the flavonoids by the aluminum chloride

method.

Key words: Moringa oleifera, antioxidant activity, phenolic compound, leaf. flavonoids,
DPPH.
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I. Introduction :

Les plantes sont une source immense de molécules chimiques complexes exploitées
par ’homme dans plusieurs industries telles que I’industrie cosmétique, 1’industrie
agroalimentaire et 1’industrie pharmaceutique. La diversité de ces molécules naturelles qui ne
sont pas essentielles a la viabilité des plantes reste une énigme pour les biologistes qui
essayent de décrypter leur réle dans la nature.

Dans les derniéres décennies, une augmentation de I'utilisation de composeés d'origine
naturelle est observée, justifiant 1’accroissement de la production de certaines plantes
aromatiques et médicinales. Les plantes médicinales ont été utilisées depuis I'antiquité pour
leurs valeurs médicinales ainsi que pour influencer la saveur des aliments. De nos jours, les
extraits et les poudres séches d’échantillons d'espéces de plantes médicinales et aromatiques
sont utilisés pour le développement d’une médecine alternative (Baydar et al., 2004).

M. oleifera aussi appelé « I’arbre de la vie », cultivée dans plusieurs pays asiatiques et
africains (Sreelatha et al., 2009), est largement utilisé dans la médecine traditionnelle
(Alhakmani et al., 2013). La plupart des parties de cet arbre (feuilles, fleurs, fruits et gousses
immatures) sont utilisées dans diverses formulations alimentaires traditionnelles,
médicaments et & usage industrie. Les feuilles sont riches en vitamines et en composés
phénoliques (Makkar et al., 1996 ; Coppin et al., 2013).

Le retour vers le naturel est devenu indispensable et doit suivre certaines conditions en
vue de son utilisation dans le monde vaste des anti-infectieux. La condition principale pour ce
regain, est une étude scientifique rigoureuse de 1’activité antimicrobienne de différents
extraits M. oleifera, plante alimentaire et médicinale utilisés depuis la nuit des temps dans

plusieurs domaines.



L’objectif de notre étude est d’estimer la teneur des composés phénoliques et flavonoides
dans la plante Morinaga oleifera qui sont les florissantes, ensuite d’évaluer le pouvoir
antioxydant des extraits phénoliques de la plante étudiée

Ce travail est subdiviseé en quatre chapitres :
- Chapitre | : Généralités sur Moringa oleifera
- Chapitre Il : Métabolites secondaires
- Chapitre 111 : Matériel et méthodes

- Chapitre IV : Résultats et discussions



- Chapitre | :
o Partie bibliographique

I. Présentation de la plante :

1 — Historique et généralité :

Moringa oleifera est une plante originaire d’Inde, ou elle est déja largement connue
par la population indienne. Elle pousse dans les zones tropicales et subtropicales (Fig.1). M.
oleifera, arbre tropical, courant en Afrique, est passe, en une décennie, du statut de plante
inconnue a celui de nouvelle ressource alimentaire et économique pour les pays du Sud
(Atakpama et al., 2014). Tres largement répandu a travers le monde, cette espéce suscite plus
d’intéréts auprés des organisations non gouvernementales (ONG), des scientifiques et méme

des entrepreneurs (Olson,2001 ; Sain Saveur et Broin, 2006).

Cet Arbuste tres résistant a la sécheresse, se retrouve au niveau des zones trés arides
comme le Sahara ; mais il préfere les climats semi-tropicaux humides. Son introduction en
Afrique de I’Est a eu lieu au début du 20eéme siccle par le biais du commerce et des échanges

maritimes durant cette période (Foidl et al., 2001).

Figure 1: Répartition géographique de Moringa oleifera.



2. Systématique et nomenclature :

Moringa oleifera souvent appelée simplement Moringa, est le seul genre des
Moringaceae. Il existe environ 13 especes dont M. oleifera est la plus connue (Foidl et al.,
2001 ; Tahir Mahmood et al., 2010 ; Hédji et al., 2014). La systématique de M. oeifera est
représentée dans le tableau suivant (Tableau I).

Nom scientifique de M. oleifera Lamk (synonyme : Moringa parvifolia Noronha), elle
posséde aussi d’autres dénominations, en anglais, connue sous « west Indian tree », oU «
Drums tick Tree », ou encore « Never die tree » en référence a sa résistance a la sécheresse,

en arabe : « Rawag », ou « Shagara Al Ruwag » (Fuglie, 2001 ; Lim, 2012).

Regne Plantae
Sous-régne Tracheobiophyta
Division Magnoliophyta
Classe Mangoliopsida
Sous — classe Dilleniidae
Ordre Capparales
Famille Moringaceae
Genre Moringa
Espéce Moringa oleifera

Tableau 1: La systématique de Moringa oleifera.

3. Description botanique de Moringa oleifera :

Moringa oleifera est un arbuste ou arbre de 12 metres de hauteur (Fig.2i) et son diamétre peut

atteindre jusqu’a 40 centimetre (Delpha, 2011).

o Les feuilles (Fig.2ii) de forme caduques, imparipennées et composées de

folioles ovales, ayant une couleur vert claire, d’environ 1 cm de long (Saint-

Sauveur, 2010).



o Les fleurs (Fig.2iii) est de couleur blanc creme, composée de cing pétales
inégaux (Rolaff et al., 2009).
o Le fruit (Fig.2iv) est une capsule déhiscente, mesure de 30 a 50 cm de long a

maturité, sa couleur est beige a grisatre (Delpha, 2011).

Figure 2 : Différentes parties de Moringa oleifera : (i) I'arbre de plein champ, (ii) ensemble de

feuillage, (iii) Fleurs et (iv) fruits (Sivanesan et al. 2016).
4. Valeurs nutritives et usages :

M oleifera se distingue par une grande utilité de toutes ses différentes parties dans
plusieurs domaines. Elle est d’usage courant en médecine populaire et en alimentation
humaine et animale dans les sociétés africaines et asiatiques (Aberra et al., 2011; Giridhari et
al., 2011).

4.a. Composition chimique :

La valeur nutritive des feuilles de Moringa est d'une richesse rarement observée. En
effet, les feuilles contiennent une trés grande concentration de vitamines, de protéines, de
certains minéraux et, phénomeéne assez rare pour une plante, elle posséde les 10 acides aminés

et les acides gras essentiels (Broin, 2005).



b. Importance Alimentaire :

Les feuilles peuvent se consommer fraiches ou en poudre (Broin, 2005) et méme
associées aux épices comme le piment. Elles peuvent également étre préparées en soupe ou en
salade. Les jeunes gousses vertes (Fig.3) peuvent étre consommeées bouillies comme des
haricots (Foidl et al., 2001).

Figure 3 . Utilisation des gousses de Moringa oleifera en
alimentation humaine.

En alimentation animale, les qualités nutritives de Moringa sont excellentes, ce qui en fait une

source de fourrage de tres bonne qualité (Foidel et al., 2001).
c. Vertus thérapeutiques :

Selon Saint Sauveur et Broin (2006), les feuilles de Moringa sont maintenant utilisées
dans certains programmes de lutte contre la malnutrition en particulier au Sénégal, en Inde, au
Bénin et au Zimbabwe, De ce fait, les populations incluent les feuilles de M. oleifera dans la
formulation de la poudre infantile & base de ces feuilles comme complément alimentaire des
nourrissons (Madi et al., 2012). Toutes les parties (feuilles, fleurs, fruits, écorces et racines)
de M. oleifera ont des vertus médicinales confirmées par des travaux et des études
expérimentales dans les différents pays africains, asiatiques et panaméricains (Kooltheat et
al., 2014).

d. Utilisation médicinale :

Dans I'ethnomédecine, des feuilles de M. oleifera ont été employées par les guérisseurs
traditionnels dans le traitement de divers maux tels que le malaise, les ulcéres d'estomac,

la diarrhée, la dysenterie, les infections gastriques et celle de la peau (Nweze et al., 2014)
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En plus de leur intérét alimentaire, les feuilles sont utilisées en médecine traditionnelle
pour traiter les maladies inflammatoires et infectieuses. M. oleifera présentent plusieurs
activités biologiques notamment : activité antioxydant (Nickon, 2003 ; Chumarket al., 2008 ;
Singh et al., 2009 ; Farooq et al,. 2012Alhakmani, 2014), activé antibactérienne (Nickon,
2003 ; Peixoto et al., 2011 ; Singh et Tafid, 2013 ; Kumar et al., 2013 ; Othman et Ahmed,
2017), activité antifongique (Nickon, 2003 ; Anwar et al., 2007), activités Anti-tumorales
(Reda et al., 2017) et activité antiinflammatoire (Pal, 1995 ; Bennett et al., 2003 ; Fahey, 2005
; Cheenpracha et al., 2010 ; Mbikay, 2012). Les feuilles sont utilisés pour apaiser la
souffrance des diabétiques et des obéses (Nickon, 2003 ; Jaiswal et al., 2009 ; Cerf, 2013),
abaissement le cholestérol (Mehta, 2003), antiépileptique (Georgewill, Georgewill et al.

2010) et utilisé comme antibiotique contre plusieurs bactéries infections (Anonyme, 2015).

e. Utilisation industriel :

Les graines de Moringa contiennent 42% d'huile. L'huile de Moringa est équivalente
sous tous ses aspects a une huile de qualité supérieure telle que 1’huile d'olive et présente les

mémes avantages que celle-ci pour la santé (Creighton, 2001).

Gréace a ces propriétés, I'nuile de M. oleifera peut étre utilisée comme lubrifiant dans la
machinerie fine comme I'horlogerie pour sa faible tendance a se détériorer et devenir rance et
collante (Ramachandran et al., 1980 in Foidl et al., 2001). Elle est aussi utilisée comme huile
végeétale comestible et huile de cuisson, comme huile de qualité dans I'industrie cosmétique et
de parfums (Foidl et al., 2001).

f. Autres utilisations :

Les graines de M. oleifera contiennent un poly électrolyte cationique qui a montré son
efficacité dans le traitement primaire de I'eau (élimination de la turbidité), en remplacement
du sulfate d'alumine ou d'autres floculant (Lea, 2010). Elles sont aussi utilisées comme
polypeptides naturels non toxiques qui neutralisent les matieres colloidales et provoquent la
sédimentation des particules minérales et organiques (Foidl et al., 2001). M. oleifera posséde
d’autres pouvoirs; ses graines sont utilisées pour purifier le lait et le miel. En raison de sa
teneur en composés phytohormones de type cytokinines. Elle peut étre utilisé comme un
engrais pour activer la croissance des arbres et les rendements des plantes (Pamo Tendonkeng
et al., 2002 ; Gnangle et al., 2010).



l. Métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont présents dans toutes les plantes supérieures
(Hartmann, 2007). lls sont synthétisés a partir des précurseurs originaires du métabolisme

primaire (Kabera et al., 2014).

Ces composés sont souvent considérés comme n’étant pas essentiels a la vie de la plante
(Levasseur-Garcia et al., 2013), mais plut6t interviennent dans les relations avec les stress
biotiques, abiotiques ou améliorent I’efficacité de reproduction; dont ils participent a la
protection de I’attaque des pathogénes ou des herbivores, attraction des pollinisateurs
(Guitton, 2010). Ils sont aussi des molécules trés utiles pour I’homme, comme colorants,

arémes, antibiotiques, herbicides, drogues... etc. (Merzougui et Tadj, 2015).

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

- Les composés phénoliques : tanins, quinones, coumarines, flavonoides.
- Les composés azoteés : alcaloides.

- Les terpenes

I1.1. Composés phénoliques :

Les polyphénols également dénommés composés phénoliques sont des métabolites
secondaires tres largement répandues dans le regne végétal (Xiuzhen et al., 2007 ; Quideau et
al., 2011). lls sont trés importants dans la contribution a la couleur et au goGt des fruits et des

végétaux. Certains d’entre eux sont responsables d’amertume et d’astringence (Milane, 2004 ;

Macheix et al., 2006).

Les polyphénols ont tous en commun un cycle aromatique (C6) portant un ou plusieurs
groupes hydroxyles, libre ou engagées dans une autre fonction chimique (éther méthylique,
ester, sucre....etc) (Michalak, 2006). lls sont dotées de certaines propriétés biologiques et font
partie de 1’alimentation animale, par exemple, ’homme consomme quotidiennement jusqu’a

10g de composes phénoliques (Naczk et Shahidi, 2004).



11.1.1. Classification des composés phénoliques :

Plus de 8000 composés phénoliques naturels ont €té isolés (Erdman et al., 2007 ; Batra
et Sharma, 2013). Les polyphénols sont repartis en plusieurs classes selon leur structure qui
varie depuis les molécules simples vers les molécules les plus hautement polymeérisés (Harnly
et al., 2007). Parmi ces métabolites on cite : les acides phénoliques, les flavonoides, les

tannins et les coumarines (King et Young, 1999 ; Tapiero et al., 2002).

11.1.2. Propriétés des composés phénoliques :

Durant ces derniéres années, plusieurs chercheurs se sont intéressés aux composants
phénoliques a cause de leur pouvoir a piéger les radicaux libres, les bienfaits potentiels de leur

consommation sur la santé humaine et la protection des végétaux.

a. Propriétés physico-chimiques :
Les polyphénols sont généralement des composés aromatiques solubles dans
les solvants polaires tels que 1’éthanol, le méthanol, le butanol, I’acétone, le

diméthylsulfoxide, I’eau, ... etc. (Benkrief, 1990).

Les polyphénols moins polaires comme les isoflavones, les flavonones, les
flavones et les flavonols sont plus solubles dans d’autres solvants tels que 1’éther et le
chloroforme (Verykokidou-Vitsaropoulou et Vajias, 1986).

Flavonoide :

L'expression flavonoide a été introduite en 1952 par Geissman et Hinreiner pour
designer les pigments ayant un squelette (C6-C3-C6), provenant du mot latin flavus qui
signifie jaune (Bouakaz, 2006). Occupant une place prépondérante dans le groupe des

phénols, les flavonoides sont des métabolites secondaires ubiquistes des plantes.

gue 2 % environ du carbone organique photo-synthétisé par les plantes, soit quelques 109
tonnes par an, est converti en flavonoides (Lhuillier, 2007). Les plus couramment vendus ou
utilisés en tant que compléments alimentaires. La vanilline et I’acide vanillique, le resveratrol,
I’acide ellagique, les curcumine, stilbene, epigallocatechine gallate et la Quercétine
(Ferguson, 2001).



L'intérét nutritionnel pour les flavonoides date de la découverte de la vitamine C, a la
suite des travaux de Szent Gyorgyi en 1938. Le scorbut expérimental cede a l'ingestion de jus
d’agrumes mais résiste a la seule administration d'acide ascorbique. Plus pratiquement, les
symptdémes hémorragiques du scorbut liés a la fragilité des vaisseaux sont guéris par des
extraits de Paprika et du jus de citron alors que l'acide ascorbique seul est inefficace. Les

analyses chimiques ont montré que la fraction active était de nature flavonoique.

Cette action des flavonoides sur la perméabilité vasculaire a été appelée propriété
vitaminique P (P étant la premiére lettre du mot perméabilité). Cette notion de vitamine P
n’existe plus a I’heure actuelle puisqu'elle ne correspond pas a la définition classique des
vitamines. IlIs sont considérés comme des micronutriments importants puisqu’ils peuvent

jouer des réles antioxydants ou posseder des propriétés biologiques diverses (Milane, 2004).

De plus les flavonoides ont un role de filtre contre le rayonnement UV ; ce qui expliquer
leur localisation dans les tissus externes (Gould et Lister ; 2006). Enfin les flavonoides
comme les dérivées hydroxycinnamique jouent un rdle important dans la résistance des

plantes aux stress environnementaux (Walton et Brown, 1999)
b. Propriétés biologiques :

Chez les plantes, les composés phénoliques sont impliqués dans différents processus
comme la germination des graines et la croissance des plantes (Macheix et al., 2006). Ces
derniéres années les recherches sur les composés phénoliques se sont accentuées en raison
de leurs activités anti-inflammatoires, antibactériennes, antifongiques, antioxydant et

méme anticancéreuse (Montoro et al., 2005).
c. Activité antioxydante :

Un antioxydant est défini comme étant une substance qui peut retarder ou empécher
L’oxydation des substrats biologiques. Ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux
libres les rendant ainsi inoffensifs (Karou et al., 2005).1ls peuvent étre classés selon leur
origine en antioxydants endogénes ou exogenes. Les antioxydants endogénes sont des

enzymes dont les plus connues sont celles produite dans le corps humain (Mates, 2000).

L’activité antioxydant des composés phénoliques est due a leur capacité a piéger les
radicaux libres, donner 1’atome d’hydrogeéne et un électron et de chélate les cations
métalliques. La structure des composés phénoliques est I’¢1ément déterminant de leur activité
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(Balasundram et al., 2006). Pour les flavonoides, la relation structure activité antioxydant est
généralement plus compliquée que les acides phénoliques a cause de la complexité de la

molécule de flavonoides (Bors et al., 1997).

a. Autres proprietés des composés phénoliques :
Les différentes propriétés biologiques des composés phénoliques sont représentées

dans le tableau suivant.

Tableau 2 : Les activités biologiques des composés phénoliques (Bahorun, 1997).

Polyphénols Activités
Antibactériennes
Acides phénols Antifongiques

Antioxydants

Protectrices vasculaire

Coumarines . ,
Anti-oedémateuses

Anti tumorales
Anti carcinogenes
Flavonoides Anti inflammatoires
Hypotenseurs et diurétiques
Anti oxydantes

Anthocyaness Protectrices capillaire et veineuse

Effets stabilisants sur le collagéne
Anti oxydantes
Anti tumorales
Anti fongiques
Anti-inflammatoires

Pronthocyanidines

Tannins galliques et cartéchiques Anti-oxydantes

2. Les alcaloides :

Le terme alcaloide a été introduit par W. Meisner au début du 19eme siécle pour
désigner des substances naturelles réagissant comme des bases. Ce terme est dérivé de 1’arabe
« Al Kaly » qui signifie la soude et de grec « Eidos » qui signifie I’aspect (Mangambu et al.,
2014). Les alcaloides sont des composé€s organiques naturels hétérocycliques avec 1’azote
comme hétéroatome. Ils dérivent des acides aminés, de structure moléculaire complexe plus
ou moins basique et doué de propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose (Zenk

et Juenger, 2007) et sont produits dans les tissus en croissance (Krief, 2003).

Ce sont des composés relativement stables qui sont stockés dans les plantes en tant que

produits de différentes voies biosynthétiques (Muniz, 2006). lls constituent un des plus grands
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groupes de métabolites secondaires avec prés de 10 000 a 12000 différentes structures. Les
alcaloides ont plusieurs applications pharmaceutiques chez I’Homme : antalgiques (morphine,
codeine), spasmolytiques (tubocurarine et papaverine) et antitussifs (codéine) (Stockigt et al.,
2002).

3. Les terpenes :

Les terpénes ou terpenoides sont une classe importante de métabolites secondaires qui
proviennent du méme précurseur biosynthétique, 1‘acide mévalonique (Rouessac et Rouessac,
2004). Les terpénoides sont classes en fonction du nombre de leurs unités isoprenes (lemono
terpene, avec deux unités isoprénes, les sesquiterpénes avec trois unités et les di terpenes
quatre unités). Beaucoup de mono terpénes et les sesquiterpenes sont appelés huiles

essentielles (Raven et al., 2003).
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Chapitre 03 : Matériel et Méthodes

a.i. Origine des feuilles :
a.ii. Préparation des échantillons :

Aprés récolte, les feuilles de M. oleifera ont été séchées a I’air libre dans un endroit sec et
ombragé. Un broyage fin des feuilles séchées est pratiqué a I’aide d’un moulin a café. La
poudre obtenue est ensuite tamisée a 1’aide d’un tamis. La poudre finale obtenue est conservée
dans un bocal en verre fermé hermétiquement est stocké & 1’abri de la lumiére jusqu'a son

utilisation.

Figure 4: Protocole de macération.
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- B. Détermination du rendement d’extraction
Le rendement de I’extraction est déterminé par le rapport entre la masse des
polyphénols extraits et la masse de la matiere premiere végetale traité. Le rendement exprimé

en pourcentage est calculé par la formule suivante :

Rdt (%) = P1 - P2/ P3 x 100
P1 : poids du ballon aprés évaporation ;
P2 : poids du ballon avant évaporation ;

P3 : poids de la matiére végétale de départ
C. Dosages colorimétriques :
C.1. Dosage des phénols totaux solubles :

Le réactif de Folin-Ciocalteu a été employé pour déterminer la teneur en phénols totaux des

extraits d’échantillons selon la méthode rapportée par (Singleton et al., 1999).

100ul de notre extrait est additionnée a 1500ul de réactif Folin-Ciocalteu sont ajoutés. Aprés
5 minutes 1500 pl de solution de carbonate de sodium (Na2CO3) sont additionnés.
Le mélange est agité et incubé a 1’obscurité 2h a température ambiante. L’absorbance a été

mesuré a 765 nm.

[ 100ul de notre extrait ]

[ Folin 1500ul >ﬁ

[ Meélange (vortex) + Incuber pendant 5 }

mintites a temnérafiire amhiante

+1500ul de NazCO> @

[ Mélanger + 2h a I’abri de lumiere }

U

[ Lecture de I’absorbance a 765nm ]

Figure 05 : Dosage de poly phénol totaux Figure 6: Etalonnage.
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C.2. Dosage des flavonoides :

La méthode de dosage utilisée afin de déterminer la teneur en flavonoide des extraits
de feuilles la méthode colorimétrique de Lamaison et Carnat (1990) rapportée par Bahorun et
al., (1996).

Le dosage des flavonoides repose sur la capacité de ces derniers a former des
complexes jaunatre flavonoide-aluminium par chélation des métaux. La coloration jaune

produite est proportionnelle a la quantit¢ de flavonoides présente dans 1’extrait

(RibéreauGayon, 1968)

Le dosage des flavonoides a éte realisé selon la méthode de Djeridane et al. (2006). Le
dosage est réalisé par I’addition de Iml d’une solution méthanolique de chlorure d’aluminium
hydraté (AICI;_6H,0) a 2% a Iml d’extrait. Le melange est laissé pendant 10 minutes a
I’obscurité et a température ambiante aprés avoir été vigoureusement agité. L absorbance est
mesurée & 430 nm contre un blanc. Les concentrations sont déeterminées en se référant a la
courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine . Les résultats sont exprimés en

équivalent de quercétine (mg EQ/g Ech).

Figure 7: Dosage de flavonoides.
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- Courbe d’étalonnage de la quercétine

La courbe d’étalonnage est effectuée par quercétine a différents concentration de 2 au 20
ug/l, dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont ainsi
exprimés en milligramme d’équivalents de quercétine par gramme de maticre végétale

fraiche.

d. Activité antioxydante

d- i- Activité anti-radicalaire :

~

- ——————
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- =
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=
’»
\‘/
=
+
>

DPPH DPPH-H

Figure 8 : Réduction du radical DPPH° (Haddouchi et al., 2016).

L’activité antioxydant a été¢ évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH
(2, 2-Diphényl-1-picrylhydrazyl), de formule brute (C18H12N506) le mécanisme principal
d’action est le piégeage des radicaux libres par le transfert du radical H sur le DPPH (mauve)
qui sera transformé en une molécule neutre et stable DPPHH (jaune) . la réduction du DPPH
en DPPH-H se fait en mesurant la diminution de la coloration violette, due a une
recombinaison des radicaux DPPH mesurable par spectrophotométrie de 515-518 nm
(Popovici et al., 2010).

i - Préparation du DPPH :

4 mg de DPPH est dissoute (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) est dissoute dans 100ml du
méthanol pure (CH3-OH) pour obtenir une solution de DPPH.
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[1 Préparation des echantillons

On a fait la dilution successive de I’extrait : 1mg/ml} »0.0039 mg/ml
Dilutions méthanoique, apres on ajoute DPPH 2.5 ml

Le mélange obtenu est ensuite gardé a 1’abri de lumicre a température ambiante pendant 30
minutes. La lecture de la densité optique a 518nm. On prépare des solutions d’acide

ascorbique de différentes concentrations et le méme protocole que pour les échantillons est

réalisé.
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Chapitre 04 : Résultats et discussions
a. Teneurs en composés phénoliques :
e La teneur en Polyphénols totaux dans 1’extrait eau-méthanol est déterminée a partir

des équations de la régression linaire de courbe d’étalonnage exprimées en ug. Eq

acide gallique par mg d’extrait.

ABS
MO= 0,265
Phénols= 88,33 mg EAG/g d'éxtrait
0,7 -
y =0,0031x
0,6 - R?=0,9967

Absorbance en 765

0 T T

0 50 100 150 200 250
Figure 9: Concentration d'acide galique en mg/I.
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b. Teneur en flavonoides :

Equations de la régression linéaire de courbe d’étalonnage exprimées en pg. Eq Quercétine

par mg d’extrait.

ABS
MO= 0,507 Flavonoides= 49,27 mg EQ/g d'éxtrait
ABS
0,25 -
y =0,0114x - 0,035
o 02 4 R?=0,9919
g
=
S 0,15 -
Q
£
2 01 -
2
< 0,05 -
0 T T T T
0 5 10 15 20 25
Figure 10 : Concentration de quercétine en mg/I.
Phénols totaux Flavonoides
(ng EA/mg extrait) (ng EQ/mg extrait)
Extrait Brut 88.33 49.27

Tableau 03: Teneurs en Phénols totaux, et en flavonoides de la Morinaga oleifera

c. Test de réduction du radical stable le DPPH :
- Calcul des pourcentages d’inhibitions 1%

Nous calculons ainsi les pourcentages d’inhibition par la formule suivante :
- 1%=((Ac-At)/Ac)*100

- Ac : absorbance du contréle.

- At : absorbance du test effectué.
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Evaluation de I’IC50

L'IC50 est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la
quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la

valeur d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est élevée.

La concentration de 1’échantillon nécessaire pour inhiber 50% du DPPH radicalaire,
est calculée par régression linéaire des pourcentages d’inhibition calculés en fonction de
différentes concentrations d’extrait préparé.

La concentration de ’acide ascorbique qui inhibe 50% du DPPH (IC50) est évaluée

graphiquement a (1pg/ml). L’acide ascorbique présente donc un faible (IC50), ce qui est en

accord avec le pouvoir anti radicalaire élevé obtenu.

IC50 =3,47 mg
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Pourgentage d'inhibition de DPPH(%)
12 -
10 -
8 u
6 - y = 13,378x + 3,5652
4 - R2=0,9936
2 u
0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
45 -
40 - y=0,7029x+ 4,2254
® RZ=0,9958
5
3
£
=
o

0 10 20 30 40 50 60

concentration de I'acide ascorbique en ug/ml

Figure 11 :

Effet antiradicalaire des extraits eau-méthanol de Moringa oleifera

sur la réduction du DPPH effet de I’acide ascorbique.

Les résultats montrent que la plante étudiée est riche en polyphénols.

Un antioxydant est une molécule qui ralentit ou empéche l'oxydation d'autres

substances chimiques a leur contact.

Les antioxydants se réduisent avec les radicaux libres en inhibant ainsi leur

prolifération, la propriété antioxydante se trouve beaucoup dans les familles des

thiols et des phénols.

Aprés avoir eu un échantillon de la Moringa et avoir aussi passé par deux méthodes :

DPPH nous avons constatés que la plante a un pouvoir réducteur et une absorbance

moins importante que ceux de 1’acide ascorbique.
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Les résultats obtenus montrent que /’Moringa a un effet significatif sur le pouvoir
réducteur en captant les radicaux libres et ainsi empécher leurs prolifération qui
cause des dégats certains a longt terme.

Les résultats obtenus au cours de notre travail montrent que Moringa est une plante
riche en polyphénols dans toute sa partie aérienne. L’activité antioxydante de cette
plante a été prouvée dans ce travail et confirme [’utilisation trés fréquente de cette

plante en médecine

De ce fait le méthanol reste le meilleur solvant pour extraire ces composés, cette

affinité est appuyée par plusieurs travaux
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Conclusion :

Dans cette étude, nous avons constaté que ’extrait de M. oleifera est riche en
polyphénols totaux (88.3 ng EA/mg d’extrait), et qui est responsable a des effets
antioxydants important sur le DPPH, FRAP.

En parallele ; la quantification des flavonoides a eté effectuée par la
méthode (Ardestani et Yazdanparast, 2007), nous a permis d'observer egalement une

teneur dans I'extrait étudié de 49.27 pg EQ/mg d’extrait.

La méthode d’extraction joue un rdle important dans la détermination du rendement
ainsi que la composition chimique de I’extraits préparés .Le rendement d'extrait
dépend de la nature du solvant utilisé et des propriétés chimiques des molécules a
extraire (Michel et al., 2012).

Ce travail avait pour objectif d’évaluer in vitro I’activité¢ antioxydant de M. oleifera

par la méthode colorimétrique.

Tres peu de travaux ont été réalisés sur 1’étude des propriétés antioxydantes des

algues ceci nous a insisté de rechercher I’effet antioxydant sur M. oleifera.

Afin d’approfondir ce travail de recherche, nous proposons les perspectives

suivantes :

- 11 serait intéressant de travailler sur d’autres sites avec un nombre plus élevé

d’especes.

- De purifier et d’identifier les molécules responsables de 1’activité antioxydant

des M. oleifera.

- Evaluation de I’activité antioxydante de cette M. oleifera par d’autres méthodes

in vitro.

- Recherche d’autres activités biologiques (antimicrobienne etc.).
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