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Résumé

Le présent travail s’intéresse a 1’évaluation des activités biologiques de 1’extrait hydro-
méthanolique de la plante Moringa oleifera. Tout d’abord, notre étude a montré que 1’extrait
hydro-méthanolique de la plante Moringa oleifera est riche en polyphénols (179,09+ 0,68 mg
EAG/g d’extrait) et en flavonoides (28,47+0,00 mg EQ/g d’extrait). Ces résultats soulignent le
potentiel thérapeutique de I’extrait, car de nombreuses activités biologiques sont étroitement liées
aux aspects quantitatifs et qualitatifs de ces biomolécules. Au cours de la deuxiéme étape, 1’activité
antioxydante a ét¢ evaluée a I’aide de trois tests : DPPH, ABTS, FRAP. Les résultats obtenus ont
montré une activité modérée. Dans la derniére étape, 1’étude de I’activité anti-inflammatoire in
Vivo a révélé une bonne activité anti-oedémateuse de 1’extrait hydro-méthanolique de la plante
Moringa oleifera. Les résultats de cette étude indiquent que 1’extrait hydro-méthanolique de
Moringa oleifera pourrait constituer une source naturelle efficace pour la prévention de diverses

maladies, probablement en raison de sa teneur élevée en polyphénols et en flavonoides.

Mots -clés: Moringa oleifera, composés phénoliques, activité antioxydante, activité anti

inflammatoire.



Abstract

This work focuses on evaluating the biological activities of the hydro-methanolic extract of
the plant Moringa oleifera. First, our study showed that the hydro-methanolic extract of Moringa
oleifera is rich in polyphenols (179,09+ 0,68 mg GAE/g extract) and flavonoids (28,47+0,00 mg
QE/g extract). These results highlight the therapeutic potential of the extract, as many biological

activities are closely related to the quantitative and qualitative aspects of these biomolecules.

In the second phase, antioxidant activity was measured using three tests : DPPH, ABTS, and
FRAP. The results showed moderate antioxidant activity. In the final phase, the in vivo study of
anti-inflammatory activity revealed good anti-edematous effects of the hydro-methanolic extract
of Moringa oleifera. The results of this study indicate that the hydro-methanolic extract of Moringa
oleifera could be a promising natural source for the prevention of various diseases, probably due

to its high content of polyphenols and flavonoids.

Keywords : Moringa oleifera, phenolic compound, antioxidant activity, anti-inflammatory

activity
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Introduction

Les plantes medicinales représentent une ressource précieuse pour une grande partie des
populations rurales et urbaines en Afrique, et constituent le principal moyen par lequel les
individus se soignent (Badiaga, 2011). Malgré les progrés de la pharmacologie, 1’usage
thérapeutique des plantes médicinales demeure trés répandu dans plusieurs pays du monde, en

particulier dans les pays en voie de développement (Hadjadj et al., 2019).

Selon I’OMS, environ 80 % des populations africaines ont recours a la médecine
traditionnelle pour leurs soins de santé primaires. Grace a son emplacement dans une zone a climat
tropical et subtropical, I’ Afrique est reconnue pour sa richesse en diversité biologique, elle compte
environ 40 000 a 45 000 especes de plantes, dont environ 5000 sont des espéces médicinales
(Khumalo et al., 2022).

Les plantes médicinales sont riches en composés antioxydants et possedent un fort potentiel
d’élimination des radicaux libres, attribué a la présence de divers phyto-constituants
(Kamalanathan et al., 2015). L’identification des antioxydants d’origine végétale suscite une
attention croissante en raison de leur importance dans la protection des cellules et des tissus contre
les dommages causés par les radicaux libres (Kumar et al., 2018 ; Atere et al., 2018).

Parmi les plantes médicinales connues a ce jour, le Moringa oleifera, également surnommé

« arbre de la vie », occupe une place particuliére (Alhakmani et al., 2013).

Le Moringa oleifera est I’espéce la plus répandue de la famille des Moringaceae, cultivée
dans de nombreux pays d’Asie et d’Afrique. Diverses parties de cet arbre, telles que les feuilles,
les fleurs, les fruits et les jeunes gousses, sont couramment utilisées dans la préparation d’aliments
traditionnels, de remedes médicinaux et ainsi que dans diverses applications industrielles
(Sreelatha et Padma, 2009).

Les feuilles de Moringa oleifera sont reconnues pour leur richesse en vitamines et
minéraux, et possédent une activité antioxydante notable, généralement attribuée a la présence de

micronutriments et de composés phénoliques (Coppin et al., 2013).

Presque toutes les parties de cette plantes « racine, écorce, gomme, feuille, fruit (gousses),
fleurs, graines et huile de graines » ont été utilisées pour diverses affections dans la médecine
traditionnelle d’ Asie du sud, y compris le traitement de I’inflammation et des maladies infectieuses
ainsi que de troubles cardiovasculaires, gastro- intestinaux, hématologiques et hépatorénaux
(Morimitsu et al., 2000).




Introduction

Dans ce contexte, le présent travail s’intéresse a I’évaluation des activités biologiques de

I’extrait hydro-méthanolique de la plante Moringa oleifera.
Dans ce but, les objectifs poursuivis sont les suivants :

» Evaluation quantitative des polyphénols et flavonoides totaux.
» Evaluation de I’activité antioxydante in vitro en utilisant trois tests (DPPH, ABTS,
pouvoir réducteur FRAP).

» Evaluation de I’activité anti-inflammatoire (anti-cedémateuse) in vivo.




~ Premiére partie : Syntheése bibliographique

» Chapitre I : La phytothérapie et plantes médicinales
» Chapitre 11 : Présentation de [espéce étudiée

» Chapitre I11 : Métabolites secondaires



CHAPITRE I: Synthése bibliographique



Chapitre I La phytothérapie et plantes médicinales

Chapitre I : La phytothéerapie et plantes médicinales

I.1. Définition de la phytothérapie

Le terme de phytothérapie dérive du grec "phyton signifiant " ("plante™) et "therapeia”

signifiant (“traitement”) (Roger Moatti, 1990). La phytothérapie correspond a I’utilisation de

plantes dites “médicinales” pour raison thérapeutique de certaines pathologies bénignes. Cet

empirique est ancestral et répandue dans le monde entier. Les patients opposent souvent cette

thérapeutique a ’utilisation de la médecine conventionnelle (Solene, 2015).

1.2. Different types de phytothérapie

Il existe plusieurs types de phytothérapie :

*
L X4

>

0

,

L’aromathérapie : Elle fait appel aux extraits de plantes, également connus sous le nom
d'huiles essentielles. On obtient ces composés aromatiques par le procédé de la distillation.
Toutefois, il est impératif d'employer I'aromathérapie avec prudence et de suivre les doses
recommandées. L'application cutanée est l'usage le plus couramment pratiqué
(Agroconsult Haiti, 2016).

Gemmothérapie : La gemmothérapie est I'application des tissus embryonnaires végétaux
(bourgeons, radicelles, pousses) qui sont toujours en croissance. Ces tissus sont mis en
macération dans divers solvants pour produire un extrait connu sous le nom de macéréat
glycériné (Daniele Festy, 2011).

L’herboristerie : C'est le genre de phytothérapie le plus traditionnel et le plus ancien. Elle
utilise la plante, qu'elle soit fraiche ou séchée, entiere ou en partie. La préparation d'herbes
médicinales utilise généralement des techniques simples, souvent basées sur I'eau, comme
les infusions, les décoctions ou les maceérations. Ces préparations existent aussi sous forme
plus moderne de gélule de poudre de plante seche (Chabrier, 2010).

L’homéopathie : Elle utilise principalement des plantes, mais elle peut également inclure,
en tres faibles quantités, des substances d’origine animale ou minérale (Agroconsult Haiti,
2016).

Phytothérapie pharmaceutique : Elle repose sur I’utilisation des produits d’origine
vegétale obtenue apres extraction et par dilution, en utilisant des doses suffisamment

importantes pour assurer une action rapide et soutenue (Agroconsult Haiti, 2016).
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1.3. Les avantages et les inconvénients de la phytothérapie

Les médicaments phytothérapeutiques agissent plus lentement, et sont percus comme plus
doux (Esteves et al., 2020).

Certains avantages et inconvénients seront évoqués.
1.3.1. Les inconvénients

Selon une étude menée sur le réseau Fitocerrado, des erreurs dans la préparation et
I’identification des espéces végétales, ainsi qu’un usage excessif de celles- ci, peuvent constituer
un risque pour la santé : surdosage, inefficacité thérapeutique et survenue d’effets indésirables ont
notamment été observés. Par ailleurs, la présence de saletés et de matiéres organiques étrangeres

en quantité supérieure aux normes acceptables a également été signalée (Esteves et al., 2020).
1.3.2.Les avantages

L’analyse met aussi en évidence les avantages de la phytothérapie dans divers processus
corporels. Certaines plantes possedent des propriétés antimicrobiennes prometteuses contre les
pathologies buccales (Dias JN et al., 2015). Par ailleurs, la phytothérapie s’avére bénéfique dans

la prise en charge des troubles rénaux (Kuba G et al., 2015 ; Esteves et al., 2020).

Une autre €tude sur I’utilisation de la phytothérapie dans le traitement de 1’ostéoporose chez
les jeunes femmes montre les bénéfices des isoflavones et des dérivés du curcuma pour éviter la

détérioration des structures osseuses (Marques MAA et al., 2016; Esteves et al., 2020).
1.4. Les plantes médicinales

1.4.1 Définition

Les plantes médicinales sont définies comme celles qui possédent des propriétés et des
caractéristiques thérapeutiques capables de soigner certaines maladies chez I'nomme. Une plante
médicinale contient le principe actif dans une ou plusieurs de ses parties, et ces principes actifs
peuvent étre un ou plusieurs composés ayant des effets physiologiques dans la thérapie des
maladies, soit sous leur forme pure aprés extraction, soit sous leur forme naturelle (fraiche, séche

ou partiellement extraite) (Al-aghwani ,2024).
1.4.2. Les méthodes de préparation des plantes médicinales

Il existe plusieurs méthodes de préparation des plantes médicinales, et cela selon l'usage que

I'on veut en faire. Les modes de préparation les plus courants sont :
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Infusion : C'est la méthode de préparation la plus facile, qui consiste a verser de l'eau
bouillante sur les parties de plantes fraiches ou séchées afin d'extraire leurs propriétés
meédicinales. Elle est appropriée pour l'extraction des parties sensibles ou finement
découpées des plantes : feuilles, fleurs, graines, écorces et racines, qui contiennent des
composés volatils ou thermolabiles tels que les huiles essentielles (Karin Kraft et
Christopher Hobbs, 2004).

Décoction :  Cette méthode consiste a faire bouillir la partie en poudre de la plante avec
un volume précis d’eau, apres avoir déterminé les proportions adéquates de poudre et d'eau.
La poudre est placée dans un récipient de cuisson, puis de I’eau chaude est ajoutée. Le
mélange est porté a ébullition a feu doux pendant une durée ne dépassant pas une heure.
Apres refroidissement, il est filtré a 1’aide d’un tissu fin pour recueillir le liquide extrait. Il
peut étre consommé immédiatement ou conservé au réfrigérateur pendant quelques jours
(Al-aghwani ,2024).

La macération : Elle consiste a immerger les parties actives de la plante dans un liquide
et a les y laisser reposer pendant un certain temps. Lorsqu’elle se fait a I’eau, la durée ne
doit pas dépasser une demi- journée (Djerroumi et Nacef, 2012).

Jus : Il est possible d’extraire le jus des plantes, des fruits et des 1égumes, qui renferment
une grande diversité de composants actifs en quantités intéressantes. Le principal avantage
du jus réside dans sa simplicité de préparation et de consommation (Al-aghwani ,2024)
Compresse : la plante peut étre utilisée a 1’état frais, aprés broyage et mélange avec une
petite quantité d’eau tiede. Les parties séchées peuvent également étre réduites en poudre,
puis incorporées a un liant tel que la farine ou ’amidon de mais. La préparation obtenue
est ensuite placée dans un tissu fin et appliquée directement sur la peau (Al-aghwani
,2024).
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Chapitre II : Présentation de ’espece étudiée
I1.1. Origine et distribution

Moringa oleifera est une espéece végétale originaire des régions situées aux frontiéres du
Niger. Ella a été introduite dans diverses régions tropicales et subtropicales, ou s’est souvent
naturalisée, notamment en Afrique (Bosch, 2004 ; Vélez-Gavilan, 2017). L’espéce est
actuellement cultivée a grande échelle en Ethiopie, dans les Tles du Pacifique, en Floride, au
Soudan, aux Caraibes, aux Philippines, en Afrique du Sud, en Afrique de I’Ouest, en Amérique
latine et en Asie. Reconnue pour sa diversité d’usage, elle est connue sous différents noms
vernaculaires a travers le monde. L’étymologie du nom scientifique provient du mot tamoul

"Moringa ”(Olson, 2015).

L’Inde constitue le principal centre de production mondiale de Moringa oleifera, avec une
production annuelle estimée entre 1,1 et 1,3 million de tonnes de fruits frais, sur environ 38000

hectares de terres cultivée (Rachana et al., 2020 ; Outani et al., 2023).

B cCountries whers Morings growe

Figure01 : Répartition de Moringa oleifera dans le monde (Koul et Chase, 2015).
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11.2.Systématique

Tableau 01 : La systématique de Moringa oleifera (Laleye et al ., 2015).

Regne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Classe Magnoliopsida
Ordre Capparales
Famille Moringaceae
Division Magnoliopyte
Genre Moringa

Espéce Moringa oleifera

11.3. Description botanique de la plante

Moringa oleifera est un arbre vivace a croissance rapide, pouvant mesurer entre 7 et 12 métres
de haut. Son tronc, généralement droit, a un diametre de 20 a 40 cm (voir figure 02), bien qu’il

puisse parfois étre peu développé (Foidl et al., 2001).

L’arbre commence généralement a se ramifier a une hauteur de 1,5 a 2 metres, mais peut
exceptionnellement atteindre 3 metres avant de se ramifier (Foidl et al., 2001). Les branches se
développent de maniére désordonnée, formant une canopée en forme de parasol (Foidl et al.,
2001).

Figure 02 : Arbre de Moringa oleifera (Saint Sauveur et Broin, 2010).
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al les feuilles

Les feuilles sont disposées de maniére alterne. Elles sont tripennées a leur base et Bipennées

vers le sommet. Elles mesurent entre 20 et 70 cm de longueur, avec un long pétiole

Chaque feuille comprend 8 a 10 paires de pennes, chacune constituée de deux paires de folioles
opposées, accompagnées d’une foliole terminale. Les folioles (voir figure03) sont de Forme ovale

et mesurent entre let 2 cm de long (Morton, 1991).

Figure 03 : Feuilles de Moringa oleifera (Atakpama et al., 2014).

b/Fleurs

Les fleurs, mesurant environ 2,5 cm de diametre, apparaissent sous forme de panicules axillaires
et tombantes de 10 a 25 cm. Elles sont généralement nombreuses et diffusent une odeur agréable.
Leur couleur varie du blanc au créme, avec des marques jaunes a la base (voir figure 04). Les cing
sépales, de forme lancéolée, sont symétrique, tandis que les cing pétales, fins et en forme de

spatule, sont presque tous symétriques, a I’exception du pétale inferieur. Ces pétales entourent cinq
étamines (Foidl et al., 2001).
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Figure04 : Fleurs de Moringa oleifera (Rollof et al., 2009).

C /Fruits et graines

Les fruits prennent la forme de gousses trilobées, longues de 20 a 60 cm. Une fois séches, Elles
s’ouvrent en trois parties, libérant entre 12 et 35 graines. Celles- ci sont arrondies, munies d’ailes,
et protégées par une coque brunétre semi- perméable. Chaque graine pése en moyenne 0,3g, dont
25% correspondent a la masse de la coque (Makkar et Becker, 1996 ; Laleye et al., 2015) (voir
figure 05).

Figure 05 : Fruits et graines de Moringa oleifera (Delpha 1., 2011 ; Atakpama et al., 2014 )
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11.4. Composition chimique et valeurs nutritionnelles des feuilles de Moringa oleifera

Les feuilles de Moringa oleifera sont couramment consommées en Asie et en Afrique en

raison de leur teneur élevée en protéines et en sels minéraux (Atakpama et al., 2014).

L’analyse des échantillons de feuilles a révélé une humidité comprise entre 3,06% et 3,34%,
une teneur en lipides allant de 10,21% a 10,31%, en fibre de 7,29% a 9,46%, en cendres de 10,71%
a 11,18%, en protéines brute de 10,74% a 11,48% et en glucides de 51,61% a 57,61%. L’analyse
ICP-MS a identifié le calcium (2016,5 & 2620,5mg /100g), le Potassium (1817 a 1845mg/100g) et
le magnésium (322,5 a 340,6mg/100g) comme les minéraux les plus abondants dans la poudre de
feuilles (Amabye et Gebrehiwot, 2015).

11.5. Les activités biologiques
11.5.1. Activité antioxydantes

Les antioxydants naturellement présents, notamment les polyphénols, sont les principaux
composés végétaux capables de limiter les dommages oxydatifs au niveau des tissus, soit en
renforcant les mécanismes cellulaires de défense, soit en neutralisant les radicaux libre. 1l a été
rapporté que les feuilles de Moringa oleifera présentent une activité antioxydante importante en
raison de leur richesse en polyphénols (Sreelatha et Padma, 2009 ; Verma et al., 2009). Les
extraits issus de feuilles matures et tendres de Moringa oleifera exercent une forte activité
antioxydante contre les radicaux libres, préviennent les altérations oxydatives des biomolécules
essentielles et offrent une protection notable contre le stress oxydatif (Sreelatha et Padma, 2009
; Abdull Razis et al., 2014).

11.5.2. Activité anti-inflammatoire

Les effets hépatoprotecteur de 1’extrait de graines de Moringa ont été mis en évidence
Dans I’¢étude antifibrotique menée par Hamza ,(2010), laquelle a démontré que Moringa oleifera
posséde aussi des propriétés anti-inflammatoires face aux lésions hépatiques et a la fibrose
provoquée par le CCLA4. Cette constatation a é€té appuyée par une baisse du taux de globuline
sérique ainsi que de Iactivit¢ de la myéloperoxydase hépatique. En outre, 1’examen
histopathologique a mis en évidence une reduction des infiltrations cellulaires inflammatoires
(Abdull Razis et al ., 2014).

3
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11.5.3. Activité antimicrobienne

Les divers extraits des parties morphologiques de la Moringa, telles que les cotylédons des
graines, les enveloppes, 1’écorce de la tige, les feuilles et 1’écorce des racines, ont été signalés
comme possédant une activité antimicrobienne (Arora et al., 2013). Récemment, (Onsare et al.,
2013) ont publié des travaux préliminaires sur I’effet antimicrobien de 1’extrait aqueux des cosses
contre des bactéries pathogénes a Gram positif, Gram négatif, ainsi que contre certaines souches
de levures. (Peixoto et al.,2011) ont indiqué que dans leur étude, les extraits aqueux et éthanoliques
des feuilles de Moringa ont révélé un potentiel intéressant comme traitement contre certaines
infections bactériennes. L’activité antibactérienne de I’extrait de Moringa s’est avérée plus
marquée contre les espéces a Gram positif (S. aureus et E. faecalis) que contre celles a Gram
négatif (E. coli, Salmonella, P. aeruginosa, V. parahaemolyticus et A. caviae), ce qui a également
été mentionné dans plusieurs autres recherches (Grosvenor et al., 1995 ; Kudi et al., 1999 ;
Awadh et al., 2001 ; Abdull Razis et al ; 2014).

11.5.4. Activité anti-hyper-glycémique

L’effet hypoglycémiant de Moringa oleifera a été confirmé, avec une action marquée dans
la réduction du taux de glycémie. L’extrait méthanolique obtenu a partir de la poudre de ses fruits
séchés a permis d’isoler des N- benzyl thiocarbamates, des N- benzyl carbamates, des benzyl
nitriles ainsi qu’un composé benzyl. Ces substances ont montré une capacité significative a
stimuler la sécrétion d’insuline par la cellule béta pancréatique chez les rongeurs (Ajit etal., 2003 ;

Abdull Razis et al.,2014).
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Chapitre 111 : Metabolites secondaires

Les métabolites secondaires regroupent un ensemble important de composés aux structures
variées, dérivés soit des métabolites primaires, soit des intermediaires intervenant dans les voies
biosynthétiques de ces derniers (Piasecka et al., 2015). En fonction de leurs voies biosynthétiques,
les métabolites secondaires sont généralement répartis en plusieurs grandes familles moléculaires
(Kessler et Kalske, 2018).

111.1.Composés phénolique
111.1.1 Polyphénols
111.1.1.1. Définition

Les polyphénols sont des composés naturels produits uniquement par les plantes. Ils
présentent des propriétés chimiques associées aux composés phénoliques et possédent une forte

activité antioxydante (Singla et al., 2019).

Ces molécules ou groupes de composés se retrouvent principalement dans les fruits
(comme le raisin, la poire, la pomme, la cerise et diverses variétés de baies contenant jusqu’a 200
a 300mg de polyphénols pour 100g de poids frais), dans les Iégumes (en particulier le brocoli,
I’oignon, et le chou), ainsi que dans le thé vert , les céréales completes, les boissons d’origine
végeétales et le chocolat ( Scalbert et al., 2005 ; Pandey et Rizvi, 2009 ; Xiao et Hogger, 2015 ;
Kim et al., 2016 ).

111.1.1.2. Classification
a.Les phénols simples

Les phénols simples sont des composés caractérisés par la présence d’au moins un
groupe hydroxyle fixé sur un noyau aromatique. Parmi eux, on distingue le catéchol, le

résorcinol et le phloroglucinol (Daniel, 2006).

Ces composés (comme le catéchol et le phloroglucinol) sont relativement peu
fréquents dans la nature, a I’exception notable de I’hydroquinone que I’on retrouve dans
plusieurs familles végétales (Ericaceae, Rosaceae), le plus souvent sous forme de glucoside

(arbutoside) ou de monométhyléther de diphénol (Bruneton, 2009).
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Figure 06 : Exemples des phénols simples (Bruneton, 2009).

b.Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés constitués d’un cycle aromatique portant
un groupe acide carboxylique (-COOH). lls représentent la principale classe de composés
phénoliques d’origine végétale (Prabhu et al., 2021).

Les acides phénoliques sont classés en deux principales catégories : les acides

hydroxy benzoique et acide hydroxy cinnamique, qui dérivent respectivement des

molécules phénoliques benzéne et acide cinnamique (Chen et al., 2015).

[ a) Phenolic acid ]

(0]
0 0
OH
/\,)L OH I/\/\JLQ
Ho y o
OH

4-Hydroxybenzoic acid hydroxycinnamates

Hydroxybenzoic acids } l ‘ Hydroxycinnamic acids

Figure 07 : Les Types des acides phénoliques (Prabhu et al., 2021).
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< Les acides hydroxy benzoiques

Sont des dérivés de 1’acide benzoique ont une structure de type (C6-C1) (Ozcan et al.,

2014).

Métabolites secondaires

Tableau 02: Dérivés d’acide hydroxybenzoique (Macheix et al., 2005).

R2 Rl

R3

R4

R1=R2=R3=R4=H

acide benzoique (non phénolique)

R1=R2=R4=H, R3=OH

acide p-hydroxybenzoique

R1=R4=H, R2=R3=0OH

acide protocatechinique

R1=H, R2=R3=R4=0OH

acide gallique

R1=H, R2=R4=0CH3, R3=0H

acide syringique

R1=0H, R2=R3=R4=H

acide salicylique

R1=R4=0OH, R2=R3=H

acide gentisique

L)

Représentent une classe trés importante de composés phénolique d’origine naturelle,
largement distibués dans les fruits, les Iégumes, les céréales, le café, le thé et le vin (Sova

et Saso ,2020). Sur le plan structurel, ils sont caractérisés par un squelette carboné de type

» Les acides hydroxy cinnamiques

C6-C3 (El-Seedi et al., 2018).

Tableau 03 : Dérivés de 1’acide hydroxy cinnamiques (Macheix et al., 2005).

R1=R2=R3=H acide cinnalique (non phenolique)
R1=RH, R2=0H acide p-cinnamique

R1=R2=0H, R3 =H acide cafeique
R1=0CH3,R2=0H,R3=H | acide ferulique

R1=R3=0CH3, R2=0H acide sinapique
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111.1.2. Les flavonoides
111.1.2.1. Définition

Les flavonoides représentent une catégorie essentielle de composes naturels. 1ls font partie
du groupe des métabolites secondaires vegétaux et sont dotés d'une structure polyphénolique. On
les retrouve en grande quantité dans les fruits, les Iégumes ainsi que dans certaines infusions. Ils
se distinguent par leurs propriétés biochimiques et antioxydantes bénéfiques, jouant un réle dans
la prévention ou la réduction de pathologies telles que le cancer, la maladie d’Alzheimer et

I’athérosclérose (Burak et imen, 1999 ; Lee et al., 2009).

Les flavonoides sont isolés a partir des plantes et localisés dans diverses parties de celles-
ci, ou ils participent a leur croissance et a leur protection contre les maladies (Havsteen, 2002 ;
Panche et al., 2016).

111.1.2.2. Structure

Les flavonoides constituent un groupe important de métabolites produits par les plantes.
IIs font partie de la famille des composés polyphénoliques. Leur structure chimique est composée
de 15 atomes de carbone, organisés en deux cycles aromatiques reliés par une chaine

De trois atomes de carbone (Harborne, 2013 ; Prabhu et al., 2021).

Figure 08 : Structure Des Flavonoides (Panche et al., 2016 ).
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111.1.2.3. Classification

Les flavonoides se classent en plusieurs sous- groupes selon la position de fixation de
I’anneau B sur I’anneau C, ainsi que selon le niveau d’instauration et d’oxydation de ce dernier

(Panche et al., 2016) (Figure 09).

Anthocyaning Chalcones Flavanones Flavones Flavonols Isoflavonoids
Flavonoid subclasses
Flavanones Flavones Flavonols
subclasses subclasses subclasses
sCyanidin +Phloretin sHesperitin +Apigenin sQuercetin *Genistin
sMalvidin *Arbutin sNaringin *Tangeretin sMyricetin sGenistein
*Delphinidin +Phlioridzin sNaringenin *Baicalein *Rutin *Daidzein
*Peonidin sChalconaringenin *Eriodictyol *Rpoifolin *Morin *Glycitein
sHesperidin sKaempferol +Daidzin
]
o Fruits o Fruits | [ o Frits | [ o Frits -~ * Fruits " o Legumes
¢ Vegetables * Vegetables ¢ Medicinal * Medicinal ¢ Vegetables * Medicinal
* Nuts and * Medicinal plants and - plantsand * Medicinal plants
dried fruits plants and other - other plants and
¢ Medicinal other other
plants and
other
k — J A ™ Y,

Figure 09 : Classes, sous-classes et sources naturelles de flavonoides (Panche et al., 2016).
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> Les Flavones

Les Flavones représentent 1’un des sous-groupes essentiels des flavonoides.

Elles sont largement présentes dans les feuilles, les fleurs et les fruits sous forme de composes
glucosylés. Le céleri, le persil, le piment doux, la camomille, la menthe et le ginkgo biloba figurent

parmi les sources principales de flavones (Panche et al., 2016).

Les Flavones se caractérisent par une double liaison entre les atomes 2 et 3, ainsi qu’un
groupe carbonyle en position 4 du cycle C. La majorité des flavones contenues dans les fruits et
légumes possédent un groupement hydroxyle en position 5 du cycle A, tandis que d’autres
hydroxyles peuvent apparaitre a diverses positions. Ils sont fréquemment situés en position 7 du
cycle A ou en positions 3’ et 4’ du cycle B, selon la classification botanique de la plante ou du fruit

en question (Panche et al., 2016).

> Les Flavonols

Les Flavonols représentent une sous-classe de la famille des flavonoides, définie par la
présence d’une double liaison entre le carbone 2 et le carbone 3, ainsi qu’un groupement carbonyle
en position 4. Ces flavonoides sont fréquemment retrouvés dans diverses especes végeétales, en
particulier dans des fruits et [égumes tels que le chou, 1’oignon, la laitue et la tomate (Sandu et al.,

2017).

Les données récentes issues d’études cliniques indiquent que ces flavonols pourraient
jouer un réle dans la prévention et le traitement précoce des affections cardiovasculaires, dans la
régénération cellulaire, la prévention de la formation de caillots sanguins, la protection des
gencives humaines, ainsi que dans d’autres pathologies liées au systéme cardiaque (Singla et al.,
2019 ;Behl et al., 2020 ; Prabhu et al., 2021).

> Les Flavanones

Les Flavanones se distinguent par la présence d’une chaine saturée constituée de trois
atomes de carbone et d’un atome d’oxygene au niveau du carbone C4. Elles sont souvent associées
a un glycoside composé d’un disaccharide en position C7. Les flavanones sont présentes en fortes
concentrations principalement dans les fruits d’agrumes, mais on les retrouve aussi dans la tomate

et certaines plantes aromatiques comme la menthe (Ignat et al., 2011).
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> Les Isoflavones

Les Isoflavones posseédent une structure similaire a celle des cestrogénes, notamment par
la présence de groupes hydroxyles en positions C7 et C4, comme dans la molécule d’estradiol. Ce
sont des substances phytochimiques présentes dans diverses plantes et aliments d’origine végétale,
soit sous leur forme libre dite « aglycone », soit conjuguées a des glucosides tels que 1’acétyle ou
le malonyle. Plusieurs effets bénéfiques sur la santé leur sont attribués, ce qui a conduit a proposer
leur emploi dans la prévention ou le traitement de maladies répandues comme 1’athérosclérose ou

le cancer (Ignat et al., 2011 ; Rasouli et al., 2017).

Ainsi, malgré leurs nombreux bienfaits pour la santé, les isoflavones doivent étre
consommeées avec modération et sous surveillance médicale (Wong et al., 2008 ; Zaheer et al.,
2017; Prabhu et al., 2021).

» Les Anthocyanines

Les anthocyanines sont présentes dans 1’ensemble des tissus végétaux, y compris les
feuilles, les tiges, les racines, les fleurs et les fruits. Les anthocyanidines représentent la structure
fondamentale des anthocyanines. Ces anthocyanidines (ou aglycones) sont constituées d’un cycle
aromatique A relié a un cycle hétérocyclique C contenant un atome d’oxygeéne, lui-méme connecté
par une liaison carbone-carbone a un troisieme cycle aromatique B (Konczak et Zhang,
2004).Lorsque les anthocyanidines sont associées a un groupement sucre (sous forme de

glycoside), elles sont alors désignées sous le nom d’anthocyanines (Ignat et al., 2011).

» Flavanonols, flavan-3-ols ou catéchines

Les flavanonols, aussi appelés dihydroflavonols ou catéchines, sont des composés
hydroxylés en position 3 dérivés des flavanones. Ils forment un groupe trés varié et riche en
substitutions (Panche et al., 2016).

Les flavanonols, connus également sous le nom de flavan-3-ols en raison de la présence
d’un groupe OH en position 3 du cycle C, se distinguent des autres flavonoides par 1’absence de
double liaison entre les carbones 2 et 3. On les retrouve en grande quantité dans les fruits comme

la banane, la pomme, la myrtille, la péche et la poire (Panche et al., 2016).
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111.1.3. Tanins
111.1.3.1. Définition

Les tanins désignent un ensemble de polyphénols a structure complexe, incluant les tanins
hydrolysables, les proanthocyanidines (également appelées tanins condensés) (Suvanto et al.,
2017 ; Bule et al., 2020).

'TANNINS |
O OH OH
HO g
OH
OH
HO OH
OH HO
Hydrolysable Tannins Condensed Tannins

Figure 10 : Types de tanins et leurs structures de base (Macheix et al., 2005).

» Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont composés de liaisons esters hydrolysables reliant les
principales structures chimiques. lls se trouvent largement dans la nature et se distinguent par la
présence de plusieurs esters d’acide gallique liés au glucose (Blenn et al,. 2011). La structure des
tanins contient généralement entre 5 et 7 cycles aromatiques, et inclut de 12 a 16 groupes

phénoliques pour chaque 1000 unité de masse moléculaire relative (Bule et al., 2020).

» Tanins condensées (tanins vrais ou tannoides)

Les Tanins condenseés, aussi appelés proanthocyanidines, sont largement répandus dans
I’alimentation humaine. Ils sont présents dans les graines de raisin, les pommes, les fruits rouges,

le vin rouge, le chocolat, le cacao, entre autres. Comparés aux tanins hydrolysables, les tanins
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condenses sont plus frequents dans le regne végetal et présentent une structure plus élaborée (Cai
etal ., 2017; Bule et al., 2020).

Les Tanins condensés sont formés biosynthétiquement par 1’enchainement progressif
des unités de base, donnant lieu & des chaines contenant de deux a plus de cinquante unités
(Khanbabaee et Van Ree, 2001).

111.1.4. Effets biologiques des polyphenols

En phytothérapie, les effets thérapeutiques de nombreuses plantes médicinales sont
attribués, en totalité ou en partie, aux composés phénoliques qu’elles contiennent. Ces substances
possédent des propriétés biologiques qui contribuent au maintien de la santé humaine (Gomez-

Caravaca et al., 2006).

Les polyphénols présentent des propriétés anti-inflammatoires et jouent un role

immunostimulant en favorisant I’augmentation des lymphocytes T dans le sang (Stefanova et al.,

2007).

Par ailleurs, certains polyphénols possédent des activités cytostatiques. Les flavonoides,
qui constituent une grande sous- catégorie des composés phénoliques, protégent les tissus contre
les rayons ultraviolets grace a leurs propriétés antioxydantes et anticancéreuses (Martin et
Andriantsitohaina, 2002).

I11.2.Les alcaloides
111.2.1.Définition

Un alcaloide est une substance d'origine naturelle, principalement végétale, contenant de

’azote, présentant un caractére plus ou moins basique, a distribution limitée (Merghem, 2009).
111.2.2. Classification

Les alcaloides sont classés en trois types principaux, couvrant I’ensemble de leurs structures
chimiques. Cette classification se base principalement sur 1’origine de 1’atome d’azote et sa

présence ou non dans un cycle hétérocyclique (Hesse, 2002 ; Alimat, 2015).

+ Alcaloides vrais (Alcaloides véritables)

L’atome d’azote provient d’un acide aminé et se trouve intégré dans un cycle

hétérocyclique. La majorité des alcaloides appartiennent a ce groupe (Bruneton, 1999).
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¢ Alcaloides primaires (Proto -alcaloides)
L’atome d’azote est également issu d’un acide aminé, mais il n’est pas inclus dans
un cycle hétérocyclique (Alimat, 2015).

«» Pseudo- alcaloides

L’atome d’azote ne provient pas d’un acide aminé, mais il fait partie d’un cycle

hétérocyclique (Biri et Lezbache ,2019).
111.2.3.Effets biologique des alcaloides

Les Plantes produisent de nombreux métabolites secondaires qui présentent une activité
biologique. Parmi ces composés, les alcaloides montrent un large spectre d'activités. Dans la
nature, ces substances ne sont pas uniquement produites pour se défendre contre les herbivores,
mais également pour réduire les infections bactériennes ou fongiques. Par conséquent, ces
composés possedent un fort potentiel dans les domaines de la médecine, de la protection des
plantes, de la médecine vétérinaire et de la toxicologie. C’est pourquoi la recherche sur ces
substances et leurs propriétés se développe intensément dans de nombreux domaines (Adamski et
al., 2020).

Le spectre d'activité des alcaloides est également trés large, certains d'entre eux
présentant des propriétés antivirales, antibactériennes, anti-inflammatoires et anticancéreuses.
Ainsi, de nombreuses études s'intéressent aux aspects thérapeutiques des alcaloides ainsi qu'a leur
mode d'action (Adamski et al., 2020).

111.3. Les terpenoides
111.3.1.Définition

Le mot" terpénoide" désigne un ensemble de composes qui partagent I’ossature des
terpenes, mais qui se distinguent par la présence d’une ou plusieurs fonctions chimiques, telles

qu’un alcool, un aldéhyde, une cétone, un acide, une lactone,...etc (Malecky, 2008).

Les terpénes sont des composés hydrocarbonés naturels, possédant une structure soit
cyclique, soit linéaire. Leur formule générale est (CsHy) n, ou x varie selon le niveau d’insaturation
de la molécule, et n peut aller de 1 a 8, a I’exception des polyterpenes qui peuvent atteindre plus
de 100 unités (comme dans le cas du caoutchouc). L unité¢ fondamentale est 1’isopréne, de formule

CsHs (Malecky, 2008).
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Figure 11 : La molécule d'isoprene (Malecky, 2008).
111.3.2. Classification
Ils sont classés en :
e Hémiterpénes

Dans la nature, les composés naturels présentant une formule de C5 ramifiée sont rares.
Parmi les composés naturels identifiés chez les plantes et pouvant étre considérés comme des
hémiterpénes, seul I’isopréne présente 1’ensemble des caractéristiques biogénétiques propres aux
terpenes (Loomis et Croteau, 1980 ; Malecky ,2008).

e Monoterpenes

Plus de 900 monoterpénes connus se trouvent principalement dans 3 catégories
structurelles : les monoterpenes linéaires (acycliques), les monoterpénes avec un cycle unique
(monocycliques) et ceux avec deux cycles (bicycliques). Ils résultent d’une fusion typique téte-a-

queue des unités d’isopréne (Allen et al ., 1977 ; Malecky, 2008).
e Sesquiterpénes
C’est la famille la plus variée des terpeénes, avec plus de 3000 composés.

Les sesquiterpenes se classent en différentes structures : linéaires, a un cycle, a deux cycles, a trois

cycles, ou a cycles multiples (Malecky, 2008).
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e Diterpenes

Les diterpenes sont des composés formés de 20 atomes de carbone (C20), construits a partir
de quatre unités d'isoprene. Ils dérivent du précurseur géranyl géranyl pyro phosphate (GGPP).
Ces substances se retrouvent principalement chez les plantes supérieures, dans les résines ou les

gibbérellines, ainsi que chez certains champignons (Malecky, 2008).

On dénombre environ 2700 diterpenes dans la nature, majoritairement sous forme cyclique.
Parmi les diterpenes linéaires, on distingue la famille des Phytanes, dont le phytol est le
représentant le plus connu, présent dans la chlorophylle ainsi que dans les vitamines K et E. Les
diterpénes cycliques, quant a eux, sont des dérivés du cyclophytane. Le rétinol et le rétinal, deux
formes de la vitamine A, figurent parmi les plus connus de cette catégorie (Malecky, 2008).

e Triterpenes

Les Triterpénes de type C30 sont produits a partir de deux unités de farnésylpyrophosphate
par une réaction de condensation de type « téte-a-téte ». Plus de 1700 triterpenes ont été identifiés
chez les étres vivants, dont la majorité présente une structure tétracyclique ou pentacyclique, tandis

que la forme linéaire est tres rare (Malecky, 2008).

La Plupart des triterpénes sont des composés alcooligques, présents soit sous forme libre,
glycosidique, ou sous forme estérifiée. Les triterpenes libres sont largement présents dans les

résines ou le latex des plantes. La vitamine D2 est un dérivé issu des triterpenes (Malecky, 2008).

e Tétraterpenes

Un tétraterpéne est une molécule naturelle formée de 40 atomes de carbone. Elle est
composée de 8 unités d’isopréne. On les trouve dans les caroténoides, des pigments colorés

(comme dans les carottes ou les tomates) (Merghem, 2009).
e Les polyterpenes
Sont des composés macromoléculaires constitués de plus de huit unités d'isoprene.

Ce sont des hydrocarbures isoprénoides polymérisés comprenant entre 500 et 5000 unités
isopréniques, disposées sous forme Cis (comme dans le caoutchouc indien) ou Trans (comme dans
la gutta-percha) (Merghem., 2009).
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111.3. 3. Effets biologiques

En Plus de leur activité antitumorale, anti-inflammatoire, antibactérienne, antivirale,
antipaludique, ainsi que de leur réle dans la prévention et le traitement des maladies
cardiovasculaires et de leur activité hypoglycémiante, les terpénoides possedent également d'autres
activités biologiques et pharmacologiques, telles que la résistance aux insectes, la régulation

immunitaire, l'effet antioxydant, et la neuroprotection (Yang et al., 2019).
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Etude expérimentale Matériel et méthodes

I. Matériel et méthodes
1. Etude in vitro

1.1. Matériel végetal
Le matériel végetal étudié dans ce travail est constitué de feuilles de la plante Moringa
oleifera (voir Figure 06). La plante est achetée chez un herboriste a Oud el Atmania wilaya de

MILA.

L’extraction des substances bioactives contenues dans cette plante est réalisée au niveau

du laboratoire de Zoologie de I’Université Fréres Mentouri Constantine 1.

Figurel? : Feuilles de la plante Moringa Oleifera

1.2. Préparation de ’extrait

Aprés le broyage de la plante (275g), la matiére végétale obtenue est soumise & une
macération trois fois pendant 72 h avec un mélange du méthanol-eau (70 : 30), le macérat obtenu
est ensuite filtré puis concentré a sec sous pression (jusqu’a 39 °C) a I’aide d’un évaporateur

rotatif. L extrait sec concentré est conserveé jusqu’a son utilisation.
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a-Broyage b- Macération

c- Filtration d- Evaporation

e- Extrait brut

Figurel3 : Etapes d’extraction de la plante Moringa oleifera
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1.3. Caractérisation quantitative des polyphénols et des flavonoides
1.3.1. Dosage des polyphénols totaux
» Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est composé par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et phosphomolibdique (HsPMo012040), sous I’action des phénols il est réduit en un
mélange d’oxyde bleu de tungsténe (WgO23) et de molybdéne (MogO23). La coloration, obtenue
dont le maximum d’absorbance se situe entre 725 et 750 nm, est proportionnelle a la teneur en

polyphénols présents dans les extraits végétaux (Harju et Martti, 2006).

» Mode opératoire

La teneur en composés phénoliques totaux dans I’échantillon a été¢ déterminée en utilisant
le réactif de Folin-Ciocalteu selon la méthode de Dewanto et al., (2002) .Un volume de 125ul
d'extrait préalablement dilué est ajouté dans un tube contenant 500l d'eau distillée, suivi de 1’ajout
de 125pul du réactif de Folin-Ciocalteu. Aprés une agitation vigoureuse suivie d’un repos de 3 min,
on ajoute 1250ul d'une solution de carbonate de sodium (Na2 CO3) a 7%. Ensuite, le volume total
du mélange est ajusté a 3ml avec I’eau distillée. Le tube est laissé au repos pendant 90 min a
température ambiante et a I’abri de la lumicre, puis l'absorbance est mesurée a760 nm. Les
concentrations des polyphénols totaux sont extrapolées a partir de 1’équation de régression de la
courbe d’étalonnage de 1’acide gallique, les valeurs sont exprimées en mg équivalent d’acide

gallique par g d’extrait (mg GAE/ g d’extrait).
1.3.2. Dosage des flavonoides totaux
» Principe

Les flavonoides présentent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5, capable de
réagir avec un groupement carbonyle (CO) pour former un complexe coloré en présence de
chlorure d’aluminium. Ils peuvent également se lier aux métaux, tels que le fer ou I’aluminium,
par chélation, donnant lieu a des complexes de teinte jaunatre. Cette interaction refléte la capacité
de I’aluminium a céder deux électrons pour se coordonner avec deux atomes d’oxygene issus de
la structure phénolique des flavonoides, qui agissent comme donneurs d’électrons (Harju et

Martti, 2006).
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» Mode opératoire

Pour quantifier les flavonoides de 1’extrait, une méthode basée sur 1’utilisation du
trichlorure d’aluminium (AICI3) avec quelques ajustements, a été employée (Brighente et al.,
2007). En bref, 1 ml de la solution d’extraits est mélangé a 1 ml de chlorure d’aluminium (2%
dans le Méthanol). Apres une incubation de 60 min a température ambiante, I'absorbance est
mesurée a 415 nm a I’aide d’un spectrophotometre, en utilisant un blanc comme référence. La
présence de flavonoides est indiquée par I’apparition d’une coloration jaune. Les échantillons
ont été préparés en trois réplicats. La quantification des flavonoides a ¢été effectuée a 1’aide
d’une courbe d’étalonnage établie a partir d’un flavonoide standard, 1a quercétine .La teneur
en flavonoides est exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait

de la plante.
1.4. Evaluation de I’activité antioxydante
1.4.1. Effet anti-radicalaire par le test au DPPH°
» Principe

La réduction du radical libre DPPH® (2,2’-diphenyle-1-picryl hydrazyl) par un antioxydant
peut étre suivie par spectrophotométrie UV- Visible, en observant la diminution de I’absorbance a
517 nm induite par I’action des antioxydants. En présence des piégeurs de radicaux Libres, le
compose violet 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl est réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl Hydrazine de

couleur jaune (Molyneux, 2004).

oy oy

N N
! + Antioxydant -OH > ! + Antioxydant-O.
N. NH
NO, NO: NO; NO»
. ==
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 14 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Molyneux, 2004).
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» Mode opératoire

L'activité anti-radicalaire libre est réalisée par la méthode décrite par Blois, (1958). En
bref, 160 puL de solution de DPPH. (0.006%) a ét¢ mélangé avec 40 uL de différentes dilutions

d’extrait de plante. Apres 30 minutes d’incubation a I’abri de la lumiére et a température ambiante,

I’absorbance est lue a 517 nm.

BHA, BHT et a-tocophérol ont été utilisés comme contrdle ou standard positif. Le % d'inhibition

de l'activite anti-radicalaire a été calculé en utilisant I'équation suivante :

IC50 (%) = [(Abs Contrdle — Abs extrait)] x 100

Abs contrble

e Abs controle est I’absorbance de la réaction ne contenant que les réactifs.

e Abs Extrait est ’absorbance de la réaction contenant les réactifs et I’extrait.

Les résultats ont ét¢ donnés sous forme d’IC50 (pg/ml) correspondant a la concentration de
50% d'inhibition.

1.4.2. Test de décoloration du radical ABTSe+
» Principe

Le radical ABTSe+ est formé par arrachement d’un électron (e-) a un atome d’azote de la
molécule d’ABTS. En présence d’un antioxydant donneur de (He), cet atome d’azote capte un

atome d’hydrogene, ce qui conduit a la régénération de L’ ABTS et entraine la décoloration de la

solution (Marc et al., 2004).
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NHg4 + SOs s s SOs~ + NH,4"
I I >:N—N=< j©/
N _N

Cz2Hg CaHg
ABTS : sel d’ammonium de I'acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)

o ll o
NH,4 + SO3 s s SOz~ + NH,4*
| | >=N—N=< :@/
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HO
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Figurel5 : Formation et pié¢geage du radical ABTSe+ par un antioxydant donneur de He (Marc
etal., 2004).

» Mode opératoire

La méthode de dosage utilisée est celle décrite par Re et al., (1999).La solution d’ABTS
est préparée en dissolvant 19,2mg d’ABTS (7mM) dans Sml d’eau distillée, puis en ajoutant 3,3mg
de persulfate de potassium (K2S20g) (2,45mM). Ensuite, on compléete le mélange avec 5ml
supplémentaire d’eau distillée. La solution obtenue est incubée a I’abri de la lumiere pendant 12 a
16 heures. L’absorbance finale est ajustée a 1’aide d’eau distillée ou de méthanol a 0,700+0,020 a

734 nm avant l'usage.

En bref, 160 pl de solution ABTS ont été ajoutés a 40 pl de solution d’extrait dans le
méthanol a différentes concentrations. Aprés 10 min, l'absorbance a été mesurée a 734 nm. Le
méthanol a été utilisé comme témoin, le BHA et le BHT ont été utilisés comme des normes

antioxydants pour la comparaison de l'activité d’extrait.

La capacité de pi¢geage de I’ABTS<+ a ¢été calculée en utilisant I'équation suivante :

IC50 (%) = [(Abs Controle — Abs extrait)] x 100

Abs contréle
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1.4.3. Test du pouvoir réducteur

» Principe

Les substances ayant un pouvoir réducteur réagissent avec le ferricyanure de potassium
(Fe3+), le réduisant en ferrocyanure de potassium (Fe2+).Ce dernier réagit ensuite avec le chlorure
ferrique pour former un complexe du fer ferrique, dont 1’absorption maximale se situe a 700 nm
(Oyaizu, 1986).

Potassium ferricyanide + Ferric chloride Antioxydant  Potassium ferrocyanide +
e =

ferrous chloride

» Mode opératoire

Ce test a été realisé selon la méthode décrite par Oyaizu, (1986). Briévement, 10 uL de
solution d'échantillon a différentes concentrations ont ét¢ mélangés avec 40 pL de tampon
phosphate pH (6,6) et 50 uL de ferricyanure de potassium (K3Fe(CN) 6) a 1%. Le mélange a été
incubé a 50°C pendant 20 minutes. Ensuite, 50 uLde tri-chloroacétique (TCA) (10%), 40 uL
d’H20 et 10 pL de chlorure ferrique (FeCls) (0,1%) ont été ajouté au mélange.

L’absorbance a été mesurée a 700 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques a 96 puits. L’acide

ascorbique et a-tocopherol ont été utilisés comme standards.
2. Etude in vivo

2.1. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire
2.1.1. Induction de ’cedéme dans la patte par le formol

L’expérience a été effectuée selon la méthode décrite par Ardeshir et al., (2015), . Elle a

été réalisée sur des rats wistar Albinos.

Les rats pesant (180- 300g) sont regroupés par lot de quatre. 1ls ont été mis a jeun 12 heures

avant I’administration des substances expérimentales et répartis en trois groupes :

Groupe | contrble négatif : Les rats témoins qui regoivent par voie intrapéritonéale 1’eau

physiologique a la dose de (5ml/kg).

Groupe Il contrdle positif : Les rats recevant par voie intrapéritonéale 1’aspirine a la dose de 300

mg/kg.

Groupe 111 extrait : les rats recevant 1’extrait brut de Moringa oleifera a la dose de 100 mg/kg
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Une demi- heure plus tard, I’inflammation a été provoquée par I’injection de 0.1 mL de

formol 2,5% sous I’aponévrose plantaire de la patte postérieure droite des rats.
2.1.2. Estimation du volume de I’cedéme de la patte

La progression du volume de I’cedéme de la patte droite des rats a été mesurée une demi-
heure avant I’induction de I’cedéme et a (1, 2, 3 ,4 et 5h) apres I’injection de Formol en utilisant le
vernier caliper numérique. L’cedéme a été traduit par une augmentation en €paisseur des pattes
(mm) due a I’effet inflammatoire. Pour chaque groupe traité, les diameétres moyens obtenus a ces
différents releves, extraits ou aspirine (Dt) ont été comparés a celui obtenu avant tout traitement
(Do), nous permettant ainsi de calculer les pourcentages d’cedéme (pourcentage d’inhibition), a

partir de la formule suivante :

[% inhibition = (Dt— Do/ Do) XlOO]

Do : Représente le diamétre de la patte a t=0 (avant injection du formol).
Dt : Représente le diametre de la patte a un temps t quelconque.
3. Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés sous forme de moyens + écarts-types. L’analyse des résultats
de I’étude in vitro a été réalisée par Microsoft® Office Excel 2013. L’évaluation de I’activité anti-

inflammatoire a été effectuée par logiciel SPSS.
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Il. Resultats
I1.1. Caractérisation quantitative de Moringa oleifera
I1.1.1. Teneur de I’extrait en polyphénols et flavonoides totaux

<+ Teneur en polyphénols totaux
Les résultats sont représenteés a l'aide d'une courbe d'étalonnage qui comporte une
équation spécifique (y = 0,00 34x +0,1044 ; R? = 0,9624) (Figurel6). Les résultats sont

exprimés en mg équivalent d’acide gallique par g d’extrait (mg EAG/ g d’extrait).

0,9 - y =0,0034x + 0,1044
0.8 | R2=0,9624

0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -

®
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0,3 - ®
0,2 -
0,1 -

0 . T . . 1
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Absorbances a2 765 nm

Concentration de l'acide gallique en ug/ml

Figure 16 : Droite d’étalonnage d'acide gallique (Moyenne + SD trois essais).

% Teneur en flavonoides totaux
Les flavonoides ont été dosés par utilisation de la méthode du trichlorure d‘aluminium,
tout en utilisant la quercétine comme standard. Les resultats sont représentés a l'aide d'une courbe
d'étalonnage qui comporte une équation spécifique (y = 0,0048x ; Rz = 0,997) (Figurel7). Les
résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait de la

plante (mg EQ/g d’extrait)
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Figurel? : Droite d’étalonnage de la quercétine (Moyenne + SD trois essais).

Les résultats présentés dans le tableau 4 indiquent que I'extrait de la plante étudiée posséde
une teneur en polyphénols et flavonoide égale a 179,09+ 0,68 mg EAG/g EXT et 28,47+0,00 mg
EQ/g EXT respectivement.

Tableau 04 : Teneur en polyphénols totaux et des flavonoides

Extrait hydro-

méthanolique de
ranoiad 179,09+ 0,68 AERTAU0
Moringa oleifera

I1.2.Evaluation de I’activité antioxydante in vitro

L’évaluation de I’activité antioxydante a été réalisée a I’aide de trois tests visant a mesurer
le pouvoir antioxydant de 1’extrait hydro-méthanolique de la plante Moringa oleifera, comparé a

celui de molécules de référence.
11.2.1. Le test de piégeage du radical DPPH

D’apres les résultats présentés dans la Figure 18, on observe que le taux d'inhibition du radical
DPPH augmente proportionnellement a l'augmentation de la concentration, aussi bien pour les
standards BHA, BHT et a-Tocophérol ou pour I'extrait testé.
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Figurel8 : Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH en fonction de la concentration
d’extrait hydro-méthanolique de Moringa oleifera
Il a été constaté que, pour toutes les concentrations testées, le pourcentage d’inhibition du
radical DPPH par D’extrait étudié était inférieur a celui des standards. Par exemple, a une
concentration de 100ug/ml, les pourcentages d’inhibition du radical DPPH étaient de 84,18% pour
le BHA, 94% pour le BHT et 89,38% pour 1’a-tocophérol. A la méme concentration, 1’extrait
hydro-méthanolique a révélé un pourcentage d’inhibition de 25,73%. Ceci témoigne d'une

inhibition partielle, manifestée par le changement de couleur du violet au jaune péle.

L’ICso (concentration inhibitrice 50) est inversement proportionnelle a [’activité
antioxydante d’un composé, car elle indique la quantité nécessaire d’antioxydants pour réduire de
50% la concentration des radicaux libres. Ainsi, plus la valeur de I’'ICsq est faible, plus la capacité

antioxydante du composeé est elevée (Ismaili et al., 2017).

La concentration nécessaire pour réduire de 50 % le radical libre DPPH a été déterminée a
partir des équations de régression linéaire obtenues a partir des graphiques. Les résultats

correspondants sont présentés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 05 : Le pouvoir antioxydant du radical DPPH (exprimé par IC50 (en ug /ml)) des

antioxydants de références et d’extrait testé.

Extrait de Moringa oleifera 149,61+1,20
BHA 6.14+0.41

BHT 12.99+0.41
a-Tocophérol 13.0245,17

Selon les données du tableau 5, I'extrait est doté d'un pouvoir antioxydant faible avec une
IC50 de149, 61+1,20 pg/ml par rapport aux molécules de références BHA 6.14+0.41 pg/ml, BHT
12.99+0.41 pg/ml et a-Tocophérol 13.02+5,17 pg/ml.

11.2.2. L’activité de Piégeage du radical cation ABTSe+

Les résultats illustrés dans la figure 19, indiquent une augmentation du taux d'inhibition du

radical ABTS<+ en fonction de l'augmentation de la concentration.

L’extrait hydro-méthanolique de la plante Moringa oleifera a présenté un pourcentage
d’inhibition du radical ABTSe+ nettement inférieur a ceux des standards de référence utilisés dans
cette étude. A une concentration de 100ug/ml le BHA a montré un pourcentage d’inhibition du
radical ABTSe+ de 95.32%, suivi par le BHT 88,76 %. A 1a méme concentration, I’extrait hydro-

méthanolique a révélé un pourcentage d’inhibition de 57,20%.
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Figure 19 : Pourcentage d'inhibition du radical libre ABTS<+ en fonction de la concentration
d’extrait hydro-méthanolique de la plante Moringa oleifera.
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Tableau 06 : Le pouvoir antioxydant du radical ABTSe+ (exprimé par IC50 (en ug /ml)) des
antioxydants de références et d’extrait testé

Extrait de Moringa oleifera 80,55+0,43
BHA 1,81+0.10
BHT 1,29+0.30

Selon les résultats illustrés dans le tableau 6, I'extrait est doté d'un pouvoir antioxydant faible avec
une ICsgp égale a 80,55+0,43 pg/ml, par rapport aux standards le BHA (1,81+0,10 pg/ml) et le BHT
(1,29+0,30 pg/ml).

11.2.3.Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

Les résultats présentés dans la figure 20 mettent en évidence une relation proportionnelle
entre la réduction du fer et les concentrations utilisées. L’augmentation de 1’absorbance refléte

ainsi une €lévation du pouvoir réducteur de I’extrait testé.

L’extrait de la plante étudiée a le pouvoir de réduire le fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux Fe2+
avec une valeur égal a 0,96+0,15nm a la concentration 200 ug/mL, ce qui représente une activité
notable par rapport aux standards utilisés : acide ascorbique et a-Tocopherol (1,44+0,21 nm et

1,81+0,09 nm) respectivement.
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Figure 20 : Test de la réduction du Fer par I’extrait hydro-méthanolique de la plante Moringa
oleifera et des standards (acide ascorbique, a-Tocophérol).
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Tableau 07 : Le pouvoir réducteur du fer (exprimé par A0.5 (en pug /ml)) d’extrait testé et des
antioxydants de références.

Extrait de Moringa oleifera 62,08+2,67
a-Tocophérol 34.93+2.38
Acide ascorbique 6.77£1.15

Selon les résultats représentés dans le tableau 7, I'extrait hydro-méthanolique de la plante
Moringa oleifera montre une activité réductrice intéressante, mais moindre que celles des composé
de référence avec une valeur A0,5 = 62,08+2,67 pug/ml par rapport aux molécules de référence a-

tocophérol (A0,5 = 34,93 + 2,38 ug/ml) et I'acide ascorbique (A0,5 = 6,77 + 1,15 ug/ml).
11.3. Evaluation de ’activité anti inflammatoire in vivo

Dans cette étude, nous avons utilisé un modele d’cedeme de la patte induit par le formol
chez le rat afin d’évaluer D’efficacité¢ anti-inflammatoire de 1’extrait de Moringa oleifera.
L’évolution du volume de la patte a été suivie a différents intervalles de temps pour mesurer la
progression de I’cedéme. L’extrait de Moringa oleifera a été administré par voie intrapéritonéale.
Les résultats ont été comparés a ceux d’un groupe traité avec 1’aspirine, un anti-inflammatoire non
stéroidien également administré par voie intrapéritonéale, ainsi qu’a un groupe témoin. Les

données sont présentees dans la figure ci-dessous.
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Figure 21 : Effet de I’extrait de la plante Moringa oleifera et aspirine sur 1’oedéme induit par le

formol

La figure 21 présente I’effet anti-inflammatoire in vivo de I’extrait hydro- méthanolique de
la plante Moringa oleifera. Pour le lot des témoins oedémateux, suite a 1’induction de la réaction
inflammatoire le pourcentage moyen de gonflement évolue de 90, 93+3, 03% apres 60 min jusqu’a
44 24+ 2,62% apres 300 min.

En présence de I’aspirine, on note une baisse significative des pourcentages moyens
d’oedéme comparativement a ceux des témoins oedémateux avec des pourcentages qui passe de
42,93+ 3,69% apres 60 min a 8,24 + 2,30% aprés 300min.

Pour le lot traité par I’extrait de la plante Moringa oleifera ,aprés 60 min et jusqu’a la fin de
I’expérimentation, les pourcentages moyens d’oedéme rapportés sont significativement inférieurs
a ceux des témoins oedémateux avec des valeurs qui varient de 67,76+ 7,72% a 60 min et 31,30 =
2, 93% a 300 min. Comparativement au lot aspirine, les pourcentages moyens de gonflement du
lot de I’extrait hydro-méthanolique de la plante Moringa oleifera sont significativement supérieurs

a ceux du Paspirine.
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I11. Discussion

I11.1. Discussion de I’étude expérimentale in vitro

Les résultats de I’analyse quantitative révelent que 1’extrait hydro-méthanolique de la
plante Moringa oleifera est riche en polyphénols (179,09+ 0,68 mg EAG/g extrait) dont
(28,47+0,00 mg EQ/g extrait) sont sous forme de flavonoides cela suggere que les polyphénols
présents ne sont pas tous des flavonoides, ce qui explique la présence d’autres composés
phénoliques. Nos résultats sont en accord avec celles rapportés par Naco et al., (2024). Ils ont
montré que I’extrait hydro-méthanolique de Moringa oleifera._Moringa oleifera Lam présente

une teneur élevée en composés phénoliques.

Nos résultats ont montré que ’extrait testé présente une activité antioxydante modérée,
avec une ICso de 149,61+1,20 ug /ml. Cette valeur est significativement plus élevée que celles
obtenues pour les standards antioxydants de référence, indiquant une efficacité radicalaire
inférieure. En effet, les IC50 mesurées pour le BHA, le BHT et a-Tocophérol sont respectivement
de 6.14+0.41ug /ml, 12.99+0.41ug/ml, et 13.02+5,17ug/ml. Ces résultats confirment que les
antioxydants standards possédent une capacité bien plus marquée a neutraliser les radicaux libres
comparativement a 1’extrait testé. Tandis que 1’étude menée par Charoensin, (2014) a rapporté
une ICso de 2,314+0,02 mg/mL. Cette différence pourrait s’expliquer par la nature des extraits
utilisés : Charoensin ayant employé un extrait dichlorométhanique, tandis que nous avons utilisé
un extrait hydro-méthanolique, ce qui implique une composition en métabolites secondaires

différente et donc une variation dans I’efficacité antioxydante.

La méthode de piégeage des radicaux ABTSe est considérée comme 1’une des plus fiables

pour évaluer la disparition des radicaux libres (Raghu Chandrashekhar et al., 2009).

Elle repose sur la capacité d’une molécule a neutraliser le radical ABTSe initialement de couleur

bleue, en le transformant en une forme stable et incolore (Besbes Hlila et al., 2017).

L’évaluation de I’activité antioxydante par le test ABTSe a révélé une capacité de piégeage
des radicaux modérée pour I’extrait étudi¢ avec une valeur d’ICsp de 80,55+0,43ug/ml. En
comparaison, les antioxydaants de référence, le BHA et le BHT, ont présenté des 1Cso beaucoup
plus faible, respectivement de 1.81+0.10 ug/ml et 1.29+0.30 ug/ml, traduisant une activité
antioxydante significativement plus élevée. Ces données montrent que bien que 1’extrait possede
un certain effet antiradicalaire, son efficacité reste inférieure a celle des composés standards. Par
ailleurs, nos résultats sont supérieurs a ceux rapportés par Hamed et al.,(2020), qui ont utilise un

extrait aqueux et obtenu une ICsp de 62,24ug/ml , laquelle a diminué a 53,56 ug/ml sous ’effet de
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la variation de température. Cette différence peut étre attribuée a la nature de 1’extrait utilisé, le

solvant jouant un role déterminant dans I’extraction des composés antioxydants

Nos résultats ont montré que ’extrait testé présente une valeur d” A o5 de 62,08+2,67ug/ml
indiquant une activité¢ antioxydante modérée. En comparaison, I’acide ascorbique a présenté une
Ao, 5 beaucoup plus faible, de 6.77+1.15ug/ml, traduisant une activité antioxydante tres élevée.
L’a-tocophérol, quant a lui, a montré une Ao, s de 34.93+2.38 ug/ml. Bien que I’activité de 1’extrait
soit inférieure a celle de ce standard, il convient de noter qu’il conserve tout de méme un pouvoir
réducteur appréciable, ce qui souligne son potentiel antioxydant intéressant, notamment en
comparaison avec. L’a-tocophérol. Par ailleurs, ces résultats sont en accord avec ceux rapportés
par Hasim et al., (2025) qui ont trouvé une Aos comprise entre 50,1 et 99,4 ug/ml pour I’extrait

éthanolique des feuilles de Moringa oleifera
111.2. Discussion de I’étude expérimentale in vivo

L’inflammation est un processus biologique complexe impliquant une cascade
d’événements cellulaires et moléculaires en réponse a une agression tissulaire. Le modele
d’inflammation aigué induite par le formol chez le rat est largement utilisé en pharmacologie
expérimentale pour évaluer I'activité anti-inflammatoire de nouvelles molécules (Winter et al.,
1962). Ce modele est caractérisé par deux phases distinctes : une premiére phase neurogéenique
rapide, suivie d’une phase inflammatoire plus tardive médiée par des cytokines, des

prostaglandines et d'autres médiateurs chimiques (Hunskaar et Hole, 1987).

L’intensité¢ de 1’cedéme et I’infiltration leucocytaire au site d’injection constituent des
indicateurs fiables de I’activité inflammatoire (Vinegar et al., 1969). Dans le cadre de cette étude,
’analyse des paramétres observés permet de mieux comprendre I’effet du traitement étudié sur la

modulation de la réponse inflammatoire induite par le formol.

Dans notre étude, les résultats obtenus dans ce modéle d’inflammation confirment
I’efficacité de 1’aspirine en tant qu’agent anti-inflammatoire, avec une réduction significative des
signes inflammatoires par rapport au groupe toxique. Le traitement par 1’extrait hydro-
méthanolique de la plante Moringa oleifera (100 mg/kg) a également montré une activité anti-
inflammatoire notable, bien que 1€gerement supérieur a celle de I’aspirine, suggérant la présence
de composés bioactifs capables de moduler la réponse inflammatoire. Par ailleurs, I'absence de
signes inflammatoires dans le groupe témoin confirme que I'inflammation observée est bien due a

I'effet du formol.

Les résultats de cette étude suggérent que 1’extrait végétal a la dose de 100 mg/kg inhibe

I’cedéme induit par le formalin. Par conséquent, cela pourrait €tre en partie causé par la diminution

m
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de la libération des médiateurs inflammatoires par les composés phytochimiques présent dans
I’extrait. Nos résultats sont similaires a plusieurs d’autres études qui ont montré la capacité des

composées phytochimiques a réduire I’inflammation induite par le formol (Allagui et al., 2022 ;
Mohammad et al., 2017).

ﬂ
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Conclusion et perspectives

Moringa oleifera est une plante médicinale largement reconnue pour ses nombreux bienfaits
sur la santé. Dans cette étude, nous avons évalué les activités biologiques de I’extrait hydro-
méthanolique des feuilles de cette plante, en mettant I’accent sur sa composition en composes

phénoliques et son potentiel antioxydant et anti-inflammatoire.

Les analyses phytochimiques ont montré que 1’extrait est riche en polyphénols (179,09 +
0,68 mg EAG/g extrait) et en flavonoides (28,47 £ 0,00 mg EQ/g extrait). Ces composés sont

importants car ils indiquent un large spectre d’activités biologiques.

L’évaluation de I’activité antioxydante a travers trois tests (DPPH, ABTS et FRAP) a révélé
une activité modérée, ce qui confirme en partie le réle des composés phénoliques dans la

neutralisation des radicaux libres.

L’étude de I’activité anti-inflammatoire in vivo a montré une bonne activité contre I’cedéme,
suggeérant un potentiel thérapeutique intéressant pour la gestion des états inflammatoires.

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait hydro-méthanolique de Moringa oleifera est une
source naturelle prometteuse pour la prévention ou le traitement de diverses pathologies liées au
stress oxydatif et a I’inflammation, probablement grice a sa richesse en polyphénols et
flavonoides.

Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives pour approfondir les bienfaits de cette
plante et son potentiel d’application en médecine naturelle et dans le développement de produits
pharmaceutiques.
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Résumé

Le présent travail s’intéresse a I’évaluation des activités biologiques de 1’extrait hydro-
méthanolique de la plante Moringa oleifera. Tout d’abord, notre étude a montré que
I’extrait hydro-methanolique de la plante Moringa oleifera est riche en polyphénols
(179,09+ 0,68 mg EAG/g d’extrait) et en flavonoides (28,47+£0,00 mg EQ/g d’extrait).
Ces résultats soulignent le potentiel thérapeutique de 1’extrait, car de nombreuses
activités biologiques sont étroitement liées aux aspects quantitatifs et qualitatifs de ces
biomolécules. Au cours de la deuxiéme étape, 1’activité antioxydante a été evaluée a
1’aide de trois tests : DPPH, ABTS, FRAP. Les résultats obtenus ont montré une activité
modérée. Dans la derniére étape, 1’étude de 1’activité anti-inflammatoire in vivo a révélé
une bonne activité anti-oedémateuse de I’extrait hydro-méthanolique de la plante
Moringa oleifera. Les résultats de cette étude indiquent que I’extrait hydro-méthanolique
de Moringa oleifera pourrait constituer une source naturelle efficace pour la prévention
de diverses maladies, probablement en raison de sa teneur elevée en polyphénols et en

flavonoides.
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