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Résumeé

Le but de ce travail est de démontrer la valeuoaptante des Iégume-feuilles consommeés par
les habitants des Hautes Terres de Madagascarcdsgle feuilles déManihot esculenta Crantz
(famille des Euphorbiaceae) nommé communément itotaw et de feuilles d@idens pilosa L.
(Famille des Asteraceae) dit « anantsinahy » dettenotre attention par leurs vertus traditioresed
soigner de nombreuses maladies.

Les légume-feuilles séchés sont broyés puis extéaitéthanol et traités au charbon actif. Les
familles de métabolites secondaires présents den®itraits hydroéthanoliques sont élucidées par
screening phytochimique préliminaire. Les activigastiradicalaires des deux légume-feuilles sont
évaluées par la méthode au 2,2-diphenyl-1-picrdragyle (DPPH) et leurs pouvoirs antioxydants ont
été comparés a celui de l'acide ascorbique, ardiaxty de référence par la valeur de concentration
inhibitrice IC50. La CCM de screening phytochimiquermet d’avoir des indications sur les familles
chimiques des substances naturelles responsalslegiidtés antioxydantes.
trouvées sont respectivement ugOnL et 40,43g/mL. Le « ravitoto » possede alors une forte #étiv
antioxydante avec sa valeur de IC50 supérieure |k o I'acide ascorbique. Nos analyses
phytochimiques ont révélé que les substances cherigesponsables d’activité antioxydante dans le
« ravitoto » et I'« anantsinahy » sont principalemees flavonoides, des tanins hydrolysables et
d’autres composés phénoliques. Ces résultats déenbtimportance de l'intervention de ces deux
léegume-feuilles, sources potentielles de substaactiexydantes, dans la chaine alimentaire de la
population et leur consommation contribue a limikedommage oxydatif dans I'organisme humain.

Mots-clés: Manihot esculentaBidens pilosascreening phytochimique, activité antiradicalaD®PH,
méthode « bioautography ».

Abstract

The purpose of this work is to demonstrate theoaitant value of vegetable leaves consumed
by the population of the Highlands of Madagascaaseéd ofManihot esculentaCrantz leaves
(Euphorbiaceae family) named locally "ravitoto" dedves of Bidens pilosa L. (Family Asteraceae)
named "anantsinahy" have retained our attentiorthey traditional virtues to cure many diseases.
The dried leafy vegetables are ground and theraebeldd with ethanol and are treated with activated
carbon. The families of secondary metabolites &efied by preliminary phytochemical screening of
the hydroethanolic extracts. Free radical scavengativities of the two vegetable leaves are evatlia
by the 2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl (DPPH) methadd their antioxidant powers are compared to
that of ascorbic acid, reference antioxidant by thedue of inhibitory concentration 1C50.
Phytochemical screening by TLC method allows omrimiation in the chemical families of natural
substances responsible of antioxidant activitielsibitor concentration IC50 values of vegetablevésa
M. esculentaand Bidens pilosaare respectively 1,4@/mL and 40,43g/mL. Then, "ravitoto” has a
strong antioxidant activity with its IC50 value higy than that of ascorbic acid. Our phytochemical
analyzes revealed that the chemicals responsibleaftioxidant activity in the "ravitoto" and
"anantsinahy" are mainly flavonoids, hydrolysalalertins and other phenolic compounds. These results
demonstrate the importance of the interventionheké two vegetable leaves as potential sources of
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antioxidants in the food chain of Malagasy peopid their consumption helps to limit the oxidative
damage in the human body.

Keywords. Manihot esculentaBidens pilosa,phytochemical screening, free radical scavenging
activity, DPPH, bioautography method.

1. INTRODUCTION

A nos jours, la consommation de légumes et desfrdibnnus comme sources potentielles
d’antioxydant, devient de plus en plus rare et dmbreuses maladies liées au phénomeéne de stress
oxydant sont apparues, la santé humaine est devardeaire. Dans cette situation, la cellule ne
contrble plus la présence excessive de radicaugémés toxiques EOA (especes oxygénées actives)
dans notre organisme, apportée par le changememtatigue alimentaire humaine et par la pollution
de plus en plus grandissant dans notre monde (De&& Pincemail, 2007). L’affaiblissement de nos
défenses antioxydantes survient (déficits en vit@syi oligo-€léments) et de nombreuses maladies
apparaissent par suite de dégats cellulaires, mo¢gainles maladies cardio-vasculaires et les maladie
dégénératives comme le diabéte et le cancer assamigvieillissement (Favier, 2003).

Les progrés scientifiques ont pu montrer que leslyts naturels comme les légumes et les
fruits peuvent constituer d’énormes sources d'agtiants et permettant de contrecarrer les désordres
pathologiques liés au stress oxydatif du corps luma

C’est dans cette optique que nous avons choisodigb I'étude des activités antioxydantes de
légume-feuilles. L'évaluation qualitative par latimgde « bioautographyin situ au DPPH d’extraits
de sept feuilles de plantes consommées comme psodlinentaires a Antananarivo a permis de
focaliser notre étude sur les légume-feuilManihot esculentat Bidens pilosaDe plus, cette étude
permettra de démontrer que les légume-feuilles eroes sous forme séchées maintiennent leur
qualité biologique antioxydante.

En réalité, de nombreux légume-feuilles sont saiga : cas des feuilles ddanihot esculenta
et deBidens pilosaAinsi, la forme de conservation adaptée a cedyit®alimentaires est leur séchage.
Ainsi, ce travail cerne en particulier les actigisntioxydantes de Iégume-feuilles séchés.

Le «ravitoto » et le « anantsinahy » sont desrégteuilles tres appréciés notamment par les
Antananariviens. En effet, une enquéte menée e@ 200ontré que le « ravitoto » se trouve parmi les
dix légume-feuilles préférentiels et consommés igiminement dans la ville d’Antananarivo
(Rafalimanana, 2008).

En plus de leur valeur alimentaire, les traditidosales et internationales reconnaissent les
feuilles deManihot esculentgour guérir les furoncles, les plaies infectesgdacer, les diabéetes, la
cysticercose, les maladies cardiovasculaires etaltisrites rhumatoides (Descheemaeker, 1979)
(Bahekar & Kale, 2013) tandis qu&idens pilosasert a soigner les blessures, certaines maladies
intestinales, les ulcéres, le cancer et est afitinnmatoire (Duke, 1985) (Gurib-Fakim & Gueho,
1997).

Apres extraction hydroéthanolique, les extraitddrecs de ces légume-feuilles sont analysés
par screening phytochimique préliminaire pour éaciles familles chimiques de substances naturelles
renfermées et susceptibles d’étre responsableidtécantioxydante. Une CCM de bioautograghy
situ au DPPH permet d'avoir le premier apercu qualitdé I'activité antiradicalaire des légume-
feuilles. L'évaluation des activités radicalairessdextraits a été ensuite réalisée par mesure des
absorptions de solutions d’extraits a différent@scentrations mélangées au DPPH.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1.Récolte: Les feuilles deManihot esculent@t deBidens pilosaétudiées dans ce travail ont été
récoltées dans la Commune rurale d'Anjeva-Gare,idRégi’Analamanga au mois de
Septembre 2014.

2.2.Préparation des légume-feuilles séchélses feuilles vertes ddanihot esculentat deBidens
pilosa sont d’abord séchées a température ambiante caengnitre 20°C et 25°C, a I'abri du
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soleil puis a I'étuve maintenue entre 35°C a 4Q%3 feuilles séchées sont broyées et sassées
sur tamis ASTM a des granulométries inférieuresran2. Les broyats obtenus sont ensuite
conservés dans des emballages étanches en plgagqu& leur utilisation.

2.3. Extraction : Le broyat de légume-feuille séché est extraittp@s macérations successives de
24 heures sous forte agitation au moyen d’un agitatnagnétique dans un erlen-meyer avec
un mélange éthanol/eau 90/10 (v/v). Aprés filtmatgur Buchner, déchlorophyllation au
charbon actif Fischer-Chemie et évaporation a 45 pression réduite au rotavapor Buchi,
I'extrait brut hydroéthanolique est recueilli pgisnservé a I'ombre a 5°C au réfrigérateur.

2.4. Criblage phytochimique

a. Alcaloides: A 500 mg d’extrait hydroéthanolique sec sonusés 10 mL de HCI 2N aqueux.
Le mélange est ensuite porté au bain marie botilandant 5 mn tout en agitant avec une
baguette de verre. Aprés refroidissement, on ytajolb g de NaCl. Le mélange est alors agité
puis filtré sur papier Whatman. Le volume du filtest ensuite ramené a 10mL par addition de
HCI 2N puis réparti dans quatre tubes a essai dorservira de témoin et les trois autres sont
testés respectivement par addition de 5 gouttegaizif d'alcaloide (Ranarivelo, 2004).

e Test au réactif de Mayerla présence d'alcaloide est indiquée par l'afipar de
précipité blanc lors de I'addition de tétraiodomeete de potassium (solution mélange
de HgC} et de Kl) dans I'extrait acide.

« Test au réactif de Wagneta présence d’alcaloide se révéle a I'apparitderprécipité
rouge orangé lors de I'addition de réactif iodotig# (solution mélange de ét de KiI)
dans I'extrait analysé.

» Test au réactif de Dragendorffla présence d’alcaloide est révélée par I'aiparide
précipité orange lors de I'addition de tétraiodohishate de potassium (solution mélange
de sous-nitrate de bismuth et de KIl) dans I'extesté.

La réalisation de ces trois tests au minimum sénessaires pour pouvoir affirmer la présence
d’alcaloides dans le matériel végétal testé eeédies réactions faussement positives (Luhata et
al, 2008) (Bruneton, 1999).

b. Flavonoides 500 mg d’extrait organique sont dissouts dansnlOde I'éthanol 80%. Aprés
filtration, 1 mL de cette solution hydroéthanoligest additionné de 0,5 mL de HCI concentré
et de quelques grains de tournures de magnésiumsA® min, I'apparition d’'une coloration
rouge indique la présence de flavonoides (Ranari2€04).

» Détection d’anthocyanesA 2 mL de solution éthanolique d’extrait, on @@ 2 mL de
solution d’acide chlorhydrique a 25%. L’apparitidiune coloration rose-rouge qui vire
au bleu violacé par addition de solution d’ammon@a@g 25% indique lgrésence
d’anthocyanegGurib-Fakim & Gueho, 1997).

» Détection des leucoanthocyanesA 2 ml de solution éthanolique d’extrait sont
additionnés 2 ml de HCI concentré. Le mélange émtépau bain marie bouillant
pendant une vingtaine de minutes. L’apparition d'woloration rouge démontre la
présence de leucoanthocyar{€airib-Fakim & Gueho, 1997).

c. Tanins et polyphénotsLa réaction de caractérisation des tanins gtg@nols est basée sur la
formation de complexe colorée et de complexe irdelen présence d’ion Fe L'extrait
organique de masse 500 mg est dissout dans 25 eau diéminéralisée bouillante puis filtré
sur papier Whatman. La dissolution refroidie estatlisposée dans un tube a essai puis le test
de révélation est réalisé par addition de cing tgsutlu chlorure ferriqgue (Fefla 1% dilué
dans le méthanol :

» La présence de tanins galliques et ellagig@&sins hydrolysables) est indiquée
par I'apparition d’'une coloration bleue noire.
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» La présence de tanins catéchiqu@ganins condensés) s'observe par I'apparition
d’une coloration brune verdatre (Rizk, 1982).

d. Coumarines Le test de détection des coumarines est baskewupropriété a présenter une
fluorescence nette aux rayons UV. A 500 mg dektfaE, on ajoute 10 mL d'eau
démineralisée. Apres filtration, a 5 mL de soluteEueuse d’extrait est additionnée goutte a
goutte une solution aqueuse de soude a 20 %, pu&s chauffe dans un bain marie bouillant
pendant quelques minutes. Le mélange est ensuggna@sous rayonnement UV 365 nm : une
fluorescence nette (jaune, vert, bleu, orange) ddWs 365nm indique la présence des
coumarines (méthode indicative et non une ideatifin) (Bruneton, 1999) (Rizk, 1982).

e. Triterpenes et stéroidesPrendre 500mg de I'extrait hydroalcoolique démegté et y ajouter
20 mL de dichlorométhane puis agiter pendant 5 anitQ Laisser décanter puis sécher la
solution avec N&5Q, anhydre. Filtrer et répartir le filtrat dans 5 égka essais propres et secs ;
le tube n°5 servira de témoin (Ranarivelo, 2004)li{ar, 2011).

e Test de Liebermann Burcharddans le 1 tube, additionner 4 gouttes d’anhydride
acétique et 4 gouttes d’acide sulfurique concehtdrésence des composés chimiques
est indiquée par la coloration observée suivante :

- pourpre : présence de triterpénes ;
- violet ou bleu-vert : présence de stéroides.

e Test de Salkowskilncliner le tube a 45° puis ajouter 1mL d’acsldfurique concentré.
Apres 30mn, la présence de stérols insaturés digjuie par I'apparition d’'un anneau
de séparation des phases de couleur rouge.

» Test de Badjet KeddeAdditionner quelques grains d’acide picriqueaasblution.
L’observation d’une coloration rouge dénote la pree de stéroides lactoniques.

e Test de Keller-Killiani: Incliner le tube de 45° et additionner quelggesttes de Fe€l
a 10% dans le méthanol et quelques gouttes d'acidique glacial. La présence d'un
anneau de séparation de phase de couleur rougereangique la présence de désoxy-
2-sucre.

f. Saponinegtest de mousse) : Une masse de 2 g de matégétalésec ou son équivalent en
extrait brut est agitée vigoureusement pendanta®@s 20mL d’eau distillée dans un tube a
essai. Le tube est placé ensuite disposé vertieaerApres 10 mn de repos, une hauteur de la
mousse persistante, supérieure ou égale a 3 ciquath présence de saponines (Ranarivelo,
2004).

g. Composés cyanogénétiqueBans un tube a essai, humecter 2g de matérigtaiésec avec
une quantité suffisante d’eau puis ajouter 1 mLCHCl;. Insérer ensuite une bandelette de
papier filtre Whatman imprégnée de solution frafiobet préparée de picrate de sodium (5g de
NaCO; + 0,59 d'acide picrique + 100ml d'eau distilléet¢ au-dessus de la drogue et plier sur
le bord du tube a essai. Boucher le tube avec thndoydrophile et chauffer a 35°C au bain
marie pendant 3 heures. La présence des compamésgéneétiques est indiqué par le virage de
la coloration du papier picrossodé au rouge orgragéroduction de HCN (Dohou et al, 2003)
(Bencharki et al, 2014).

h. Quinones libres 500 mg d’extrait sont dissous dans de I'eaulidist puis filtrés. Le filtrat est
extrait deux fois au benzéne. A 10 mL d’extrait arique sont ajoutées 5 mL de solution
aqueuse d'ammoniaque MBH a 20 %, puis le mélange est agité. Apres détiantaune
coloration rouge orangé ou rouge violacé de la @hammoniacale indique un test positif
(Bruneton, 1999) (Dohou et al, 2003 ; Bencharldle2014).

2.5. Activité antioxydante
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La chromatographie sur couche mince par méthodeaxtography >n situ au DPPH permet
d’avoir une approche qualitative de l'activité amdiicalaire des différents extraits de légume-fesiil
étudiés. La mesure quantitative de cette activitéaicalaire en fonction de la concentration tfaix
de légume-feuille a conduit a la déterminationadedncentration inhibitrice 1C50.

2.5.1.Mesure de l'activité antiradicaire par méthode spemeétrique au DPPH

En présence d'une substance chimique antioxydaates d'échantillon analysé, le 2,2'-
diphényl-1-picrylhydrazyle ou DPPH est réduit earpe de couleur du violet au jaune clair. La mesure
de l'absorbance A des échantillons testés surdetspmétre UV-Visible de marque PERKIN ELMER
a la longueur d’onde 517 nm permet de mesurerehisité de la décoloration des solutions. La
concentration inhibitrice IC50 de I'extrait étud@@ncentration correspondant a la réduction de 86%
I'absorbance initiale du blanc B, est alors détaeguisur le graphe représentant la courbe d'inbibiti
(courbe d'activité antiradicalaire en fonction decbncentration de solution d’extrait testé). Li\btd
antioxydante de la solution étudiée est alors coégpa celle de I'acide ascorbique (antioxydant de
référence) (Brand-Williams et al, 1995) (Singh &deee, 2011). Dans nos analyses, le spectrometre est
initialement calibré a 0 avec le méthanol (solutételdon E).

L’évaluation de I'activité antiradicalaire des lége-feuilles a été effectuée par la méthode au
DPPH de (Pajero, 2000), légerement modifiée, dépdr (Kgatle, 2007) puis (Bidié et al, 2011). Une
gamme de concentrations allant de 0 a 80 pg/mLirdiéxie matériel végétal ou d’acide ascorbique est
préparée dans le méthanol. Un volume de 2,5 mLette solution est mélangé a 2,5 mL de solution
100 uM de DPPH préparé également dans le méthapias homogénéisation, le mélange est incubé a
la température ambiante (25°C) dans le noir, aril'db la lumiére. Aprés 30 minutes d'incubation,
I'absorbance de I'échantillon testé est lue a 5av agontre celle d’un blanc qui ne contient que la
solution méthanolique de DPPH.

L'activité antiradicalaire AAR (%) de [I'échantilloriesté correspondant au pourcentage
d’inhibition du radical DPPH est calculée selomuétion suivante :

Ao (Absorbance du blanc)- A(Absorbance de 1'échantillon) o

Ag (Absorbance du blanc) 100

AAR (%) =

L’absorbance du blanco&orrespond a I'absorbance maximale obtenue aveadiéion 100uM
de DPPH (40mg/L).

La concentration inhibitrice IC5Qug/mL), concentration d’extrait de plante ou de fiaxydant
de référence responsable de 50% d’inhibition delcaax DPPH, permet d'évaluer le pouvoir
antioxydant de I'extrait analysé.

Les valeurs de concentration inhibitrice IC50 desraits de Iégume-feuilles « ravitoto »,
« anantsinahy » et de I'acide ascorbique, sontmiétées par extrapolation sur les courbes de texedan
«y» les plus proches des graphes d’activité adfitalaire en fonction des concentrations d’extrait
analysé ou de I'antioxydant de référence, avecoefficient de détermination de R2. La valeur d’AAR,
telle que y = 50%, correspond a la concentratibibitrice IC50 de I'extrait étudié (Nouioua, 2012).

2.5.2.CCM de screening phytochimique

L'identification qualitative des substances a atdiantioxydante est réalisée selon la méthode
« bioautography » (Gangopadhyay et al, 2015) paoncatographie sur couche mince ou l'activité
antioxydante est révélée au DPPH, selon (Takad, e1984). Cette CCM est effectuée sur plaque
chromatographique a gel de silice 60F254 sur sagofeuille d’aluminium 20cm x 20cm de marque
Merck. Les chromatogrammes obtenus sont alorsée\ar pulvérisation de solution méthanolique de
DPPH a 2 mg/ml. Aprés séchage et incubation de BQites a I'air libre, les taches de migration
relatives aux substances a activité antioxydanpamgissent en jaune-clair sur fond violet. L'inieis
de coloration des taches indique I'activité antiteayte de I'extrait et de la substance éluée.

La comparaison des taches de migration d’autregupl migrées dans les mémes conditions
chromatographiques, révélées avec les réactifsifispiEs permet de connaitre qualitativement les
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familles phytochimiques d’appartenance de métamlitsecondaires d’activité
antioxydante (Grzelak & Choma, 2011) :

= triterpenes et stéroides : réactif de Liebermanmliard,

= flavonoides : réactif de trichlorure d’aluminium@ig,

= coumarines : vapeur d’ammoniaque {)H

= composés phénoliques : réactif de chlorure ferrieg@,

= alcaloides : réactif de Dragendorff.

responsables

3. RESULTATS ET DISCUSSION
3.1. Rendement d’extraction

Les figures 1 et 2 représentent les organigramneepréparation de broyat et d’extraction
hydroéthanolique de Iégume-feuilles Manihot esculentat Bidens pilosalLa formule suivante a été
adoptée pour le calcul du rendement d’extractiarddthanolique :

mg
r=—x100
my

r : rendement de I'extraction de légume-feuille
mo : masse initiale de broyat de Iégume-feuille &z
me : masse de I'extrait brut éthanolique obtenu

Broyats de
légume-feuille

|

Légume-feuille Maceération hydroéthanolique
vert (éthanol/eau - 90/10 v/v))
Séchage Filtration

| |

Déchlorophyllation
et filtration sur Buchner

| |

Evaporation
sous pression réduite a 40°C

| |

Broyats de Extrait brut
Iégume-feuille hydroéthanolique

Broyage

Tamisage

Figure 1: Organigramme de préparation de
broyat de Iégume-feuille

Figure 2: Flow-sheet du processus
d’extraction hydroalcoolique des Iégume-feuilles

Les résultats d’extraction hydroéthanolique desiégrfeuilles étudiés sont récapitulés dans le
tableau 1.

Tableau 1. Tableau montrant le rendement d’extraction hgtiranolique des légume-feuilles

Léqume-feuille étudié Volume de solvant Masse Masse de Rendement
9 d’extraction (ml) initiale (g) I'extrait (g) d’extraction (%)
Manihot esculenta 200 10,275 4,505 43,84
Bidens pilosa 200 10,530 5,640 53,56
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Ces rendements d’extraction hydroéthanolique dpsié-feuilles étudiés respectifs de 43,84%
et 53,56% démontrent que les feuilles Manihot esculentat deBidens pilosasont trés riches en
substances naturelles.

3.2. Criblage phytochimique
Le tableau 2 récapitule les résultats des screepimgochimiques effectués. Les notations
suivantes ont été adoptées pour les appréciatmpsadence de substances chimiques lors des esblag
phytochimiques.

Tableau 2 Récapitulation des résultats du screening plmmoique des légume-feuilles étudiés

Légume-feuille analysé
Substances naturelles Manihot Bidens pilosa
esculenta

Coumarines +++ +++
Flavonoides ++ -
Anthocyanes - -
Leucoanthocyanes +++ ++
Tanins condensés +++ -
Tanins hydrolysables - -
Composés phénoliques ++ -
Quinones - -
Stérols insaturés +4++ ++
Stéroides lactoniques ++ -

Triterpénes + +++
Stéroides + +
Saponines +++ -
Alcaloides ++ -
Composés cyanogénétiques| +++ -

Test négatif (-) ; Faible présence (+) ; Présenagenne (++) ; Présence abondante (+++).

D’apres les résultats évoqués par ce tableauxtesits bruts éthanoliques de lIégume-feuilles
notammentManihot esculentat deBidens pilosasont riches en famille de substances naturelles. O
constate également la forte présence de triterpé&lgesoumarines, des leucoanthocyanes, de stérols
insaturés, des saponines et des stéroides lactsnitjsposant d'activité biologique certaine dans la
plupart d’entre eux.

Le criblage phytochimique des feuilles Banihot esculentandique la présence d’alcaloides
possédant d'importantes activités biologiques raaisi de substances toxiques comme les hétérosides
cyanogenes.

La présence de ces métabolites secondaires darégleme-feuilles peuvent expliquer les
vertus pharmacologiques particulieres de certalaatd eux comme les vertus antifongique, anti-
inflammatoire, antirhumatique, styptique de fesildeB. pilosaet les activités thérapeutiques contre
plusieurs maladies comme le cancer, les diabééssaithrites rhumatoides, le vieillissement des
cellules, les maladies cardiovasculaires incluatitérosclérose de feuilles tie esculenta

Ces résultats vont permettre d'interpréter les CddMcriblage phytochimique des extraits a
activité antioxydante par la méthode « bioautogyaph

3.3. Activité antioxydante

Les intensités et les trainées de taches obsesuéds CCM de « bioautography » préliminaire
d’'activité antioxydante des extraits hydroéthanadig| révéléén situ au DPPH, par migration réalisée
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avec le systéme éluant de développement acétdateyl@enéthanol/eau 100 : 13,5 : 10 - (v/v/v). Les
résultats de cette CCM récapitulés dans le tal8dadiquent que le Iégume-feuilldanihot esculenta
posséde une trés bonne activité antioxydante paesité d’'un spot unique, par la présence d’'une

trainée et d’autres composés n'ayant pas mijoiens pilosadispose aussi d’une activité antioxydante
mais a un degré moindre compan@anihot esculenta

Tableau 3. Résultats des CCM préliminaires d’'activité axyidante par révélation au DPPH

. . . . Evaluation qualitative de
Légume-feuille analysé Nombre de spots jaunes l'activité antioxydante
Manihot esculenta 1 (intense) et trainée +++
Bidens pilosa 2 et trainée (faible intensité) ++

Activité moyenne (++) ; Forte activité (+++)
3.3.1.Mesure de I'activité antiradicalaire

Les résultats de mesure d'absorbance (figure 1@saprcubation dans le noir pendant 30
minutes des mélanges de solution méthanolique rdiéxtle Iégume-feuille ou d'antioxydant de
référence avec la solution 100 uM de DPPH sonéegmtés dans des tableaux.

Le tableau 4 donne les résultats d’évaluation A&R de 'acide ascorbique (antioxydant de
référence) tandis que les résultats de mesureAfeRI’des extraits hydroéthanoliques de légume-
feuillesManihot esculentatBidens pilosasont donnés dans les tableaux 5 et 6.

Tableau 4 Mesure de I'activité antiradicalaire de I'acidecorbique

solution E B AAl| AA2| AA3 | AA4 | AA5 | AA6 | AA7 | AA8
concentration(ug/ml) 0 0 0,625| 1,25 2,5 5 10 20 40 8(
Absorbance A 0,000 0,626 0,377 0,331 0,307 0,p662010, 0,136/ 0,054 0,016
AAR(%) 0,00 | 0,00| 39,66 47,01 5089 5750 67|89 88,21,08 97,38
Tableau 5. Mesure de I'activité antiradicalaire de Iégureeifile Manihot esculentgravitoto)
solution E B ME1| ME2| ME3| ME4] ME5 ME§ ME7 MES
concentration(ug/ml 0 0 0,626 1,26 2,6 5 10 20 40 80
Absorbance A 0,624| 0,345 0,313 0,280 0,241 0,2p8 0,176 0,152 240{1
AAR(%) 0,00 | 0,00| 44,68 49,90 5512 61,88 66|60 Z1,85,70| 80,17
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Figure 1: Courbes d’activité antiradicalaire de Iégumeifess Manihot esculent&t deBidens pilosa

Tableau 6. Mesure de I'activité antiradicalaire de pelusBidens pilosganantsinahy)

solution E B BP1| BP2| BP3 BP4 BP5 BP6 BR7 BP8
concentration (ug/ml) 0 0 0,625| 1,25 2,5 5 10 20 40 8(

Absorbance A 0,634| 0,591 0,532 0,508 0,414 0,35 0,334 0,315010{3
AAR(%) 0,00 | 0,00| 6,71 16,02 20,68 34,65 43/97 47,%0,30| 52,52

Les graphes correspondant aux courbes d’actintiéadicalaire des extraits de légume-feuilles
et de I'acide ascorbique sont tracés dans la figuredessus. Les courbes de tendances ont unigquieme
été tracées pour quatre points expérimentaux siwésir de la valeur AAR de 50%.

Le tableau 7 donne les valeurs de concentratioibitribe IC50 des extraits et de l'acide
ascorbique, trouvées aprés extrapolation sur lesbes de tendance «y» des graphes d'activité
antiradicalaire en fonction des concentrations téix analysé. En effet, pour la valeur y = 50%
d’AAR, on déduit la valeur « x » relative a la centration IC50 de I'extrait correspondant.

Tableau 7: Valeurs estimées des concentrations inhibitriG&® de Iégume-feuilles

Equation de la courbe de | Concentration IC50 Coefficient de
tendance adoptée (ug/ml) détermination R
Acide ascorbique y = 8,281.In(x)+44,047 2,05 0,987
Manihot esculenta y=-0,732%X + 7,828x + 40,50 1,40 0,994
Bidens pilosa y=4,122.In(x) + 34,75 40,43 0,991

D’aprés ces résultats, le légume-feuildanihot esulentaposséde une tres significative
concentration inhibitrice IC50 de 14§/mL, meilleure que celle de I'acide ascorbiqueijcxiydant de
référence dont I'IC50 est de 2i3mL dans les mémes conditions expérimentales. r€égsltats
confortent les résultats d’analyse par « bioaufgya au DPPH résumé au tableau 3, montrant alors
que le légume-feuilleManihot esculentarenferme d’importantes substances naturelles witéct
antioxydante. Le légume-feuillBidens pilosaavec sa concentration IC50 de 4@@/8nL, manifeste
également une activité antiradicalaire mais a ugraelus faible comparée a celle de l'acide
ascorbique.

En particulier, ces résultats confirment les wtiisns traditionnelles pour guérir certains types
de cancer, le diabete, les plaies infectes et Eadies cardiovasculaires Manihot esculentguis de

Bidens pilosa
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3.3.2.CCM de screening phytochimique

Le screening phytochimique des substances a @ctwvitioxydante a été réalisé par CCM de
« bioautography in situau DPPH. Les taches de migration de chromatoptagivweélées au DPPH sont
comparées avec les taches migration de chromatmdaoulvérisées de différents réactifs spécifiques
d’identification indiqués au sous-paragraphe 2&pgs élution au systéme de solvant toluene/acétate
d’éthyle/méthanol - 2:6:2 (v/v/v).

Les résultats de ce screening phytochimique deoaulgraphy » confrontés aux résultats de
screening phytochimique préliminaire du sous-paalge 3.2 résumés par le tableau 3 permettent
d’avancer que les substances naturelles respossdhietivité antioxydante de légume-feuille de
Manihot esculentasont des flavonoides, des tanins hydrolysablefagetires composés phénoliques.
Ces substances sont dotées de propriété antioxydartloguant la formation de radicaux libres EAO
ou par chélation des métaux lourds toxiques adoigme humain (Fiorrucci, 2006) (Benbrinis, 2012).
Les composés phénoliques a fort pouvoir antioxydeotnme les flavonoides, les polyphénols, les
tanins condensés ou hydrolysables, retardent liggpade maladies cardiovasculaires, le cancer, le
diabéte et les maladies dégénératives associégsilfissement (Imam, 2011) (Streit, 2014).

Ainsi, selon nos résultats, les fortes activitéioagdantes des deux plantes, notamment le
légume-feuilleManihot esculentau « ravitoto » expliquent leurs usages thérapeas traditionnels
pour guérir de nombreuses maladies chroniquesstfigules études d’activité antioxydante menées a
leur propos. Cependant, ce sont des légume-felsiesonniers alors des méthodes de conservation
s'imposent de maniére a en disposer en permanesiogapt toute I'année. Nos résultats ont pu
démontrer que les légume-feuilles séchés entre 864D°C maintiennent leurs propriétés biologiques
antioxydantes. La forme de légume-feuilles sécteémpaquetés dans des emballages étanches
maintenus a I'abri de la lumiére, s’impose pour leanservation : condition permattant de les pretég
contre l'oxydation atmosphérique et contre la lumig@rovoquant des réactions photochimiques
nocives. Sous forme de produit médicinal, il estsilde d’utiliser la forme d’extrait hydroéthanaliy

4. CONCLUSION

Madagascar dispose d’une forte production en mamiceue sa culture se fait dans toutes les
localités paysannes de Madagascar. Cependant, la patorisation nourriciere de ses feuilles esds
racines, ses vertus médicinales antioxydantesntestecore mal exploitées d'ou les raisons qui ont
motivées leurs études phytochimiques et activité®@aydantes. Les feuilleManihot esculentat de
Bidens pilosarenferment des substances antioxydantes. Toutef@imaniére a confirmer les résultats
obtenus dans ce travail et a déterminer leurs wigis pharmacologiques, d’autres études sur les
activités biologiques de ces deux légume-feuill@isaht étre menées. Par ailleurs, I'identificatubes
substances réellement responsables des activiiésyatantes des deux légume-feuilles nécessite des
fractionnements de leurs extraits et d’en isolercie@mposés actifs.

La cuisine traditionnelle actuelle étant dominée lpaconsommation de légume-feuilles, alors
les résultats acquis dans ce travail expliquenpatie pourquoi les anciens d’antan possédaient une
espérance de vie plus élevée par rapport aux gé&mgodrd’hui trop accrochés aux produits
alimentaires industriels. Les résultats acquis dandgravail nous incitent en effet a revenir veas |
consommation de produits naturels afin de sauvegamatre état de santé.
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Annexe: Photographies de matériels pour la mesutactivité antioxydante

Photo du Spectrométre UV/VIS Lambda 10
PERKIN ELMER

Photo de I'évaporateur rotatif BUCHI avec
pompe a vide VACUUBDRAND MD 4C CEO1
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