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Chapitre |1 L es composes phénoliques

Il. Généralités

D’ aprés Bouayed (2007), I’ expression de composés phénoliques est utilisée pour toute
substance chimique qui renferme dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou

plusieurs groupements hydroxyles.

La structure des composés phénoliques naturels est tres variable. Ils se trouvent sous
forme de molécules simples (acides phénoliques simples), et d'autres plus hautement
polymérisées (tannins condensés) (Macheix et al., 2005). Il existe Plus de 8000 structures
phénoliques (Urquiaga et L eighton, 2000).

Les composés phénoliques jouent un réle contre des microbes pathogéenes et les
prédateurs des plantes (Miller et al., 2002). Mais leur intérét essentiel est |’ effet protecteur
contre les maladies telles que les maladies cardio-vasculaires et des cancers causés par les
espéces réactives de I’ oxygene et d autres radicaux libres (Rice-Evans et al., 1997 ; Morton,
2000).

I1.1. Classification des composés phénoliques

[1.1.1. Lesacides phénols

Les acides phénols ou acides phénoliques, ont une fonction acide et plusieurs
fonctions phénols.les dérives de I’ acide benzoique sont trés communs, aussi bien sous forme
libre que combinée a I’ état d esters ou d hétérosides (Haslam et al. 1994). On peut citer

I’ acide gallique comme exemple qui est une structure des tannins hydrolysables. (figure2).

O O._OH |o OH
OH _CHa
HO OH O
OH OH
Acide benzoique Acide gallique Acide vanillique

Figure 2 : Exemples de quel ques acides phénols de série benzoique (Bruneton, 2009).

Les acides phénols dérives de I'acide cinnamique sont souvent estérifiés. Les plus
courants sont I’acide caféique et I'acide férulique, (Haslam et al., 1994 ; Bruneton, 2009)
représentés dans la (figur e3).

<



Chapitre |1 L es composes phénoliques

(@) OH O 0
HO HyCO N
" oH ° OH
O.fc H3
OH HO HO
Acide cinnamique Acide caféique Acide férulique

Figure 3 : Exemple de quelques acides phénols de la série cinnamique (Bruneton, 2009).

[1.1.2. Lesflavonoides

Les flavonoides présentent un sguelette de base a 15 atomes de carbone ; comme le
montre la (figure 4), ils sont constitués de deux cycles en C6 reliés par une chaine en C3 qui

peut évoluer en hétérocycle (cycle C).

Ces composes existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’ hétérosides,
Cest-a-direliée ddes oses et autres substances (Sari-Manchado et Cheynier, 2006).
Sdlon la structure d’ hétérocycle central et son degré d’' oxydation les flavonoides sont divisés

en six groupes : flavons, flavonols, flavonones, isoflavones, chalcones, et aurone.
O @
A T < |
(-

Figure 4 : structure de base d’ un flavonoide (Sar ni-M anchado et Cheynier, 2006).
11.1.3. Lesanthocyanes:

Les anthocyanes constituent le groupe de pigments solubles dans I’eau le plus
important, ils sont dissous dans les vacuoles des cellules des fleurs et des tissus auxquels ils

donnent des couleurs rose, rouge, bleu et violet (Mazza et Miniati, 1993).

Ont un squelette de base en C15 formé de deux cycles et d' un héérocycle chargé

positivement (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).comme le montre la (figure 5)

g
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Cycle B

O,

@)
X
7

Cycle A Cycle C

Figure5: Structure du cation flavylium (Sarni-M anchado et Cheynier, 2006).
I1.1.4.Lesflavanes:

Les flavanes sont sous forme de monomeéres comme la catéchine ou sous forme de
polymeére (dimére, trimere...de catéchine), Les flavanes sont trés répandus dans les écorces
végétales (Ferruzi et al., 2012).

[1.1.5.Lestanins:

Ce sont des molécules fortement hydroxylées qui présentent la propriété de precipiter les
alcaloides, la gédatine et dautres protéines et peuvent former des complexes insolubles
lorsgu’ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives, réduisant ainsi

ladigestibilité des aliments. IIs peuvent étre liés ala cellulose (Cowan, 1999).
On distingue deux groupes de tannins différents par leur structure et par leur origine
bioénergétique.
[1.1.5.1.Lestannins hydrolysables:

Les tannins hydrolysables sont des oligo ou polyester d’ un sucre et d’un nombre
variable d'acide phénol (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999).ces tannins subissent facilement

une hydrolyse acide et basique. La structure des tannins hydrolysables est donnée dans la

figure 6.

<l
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Figure 6 : structure de base des tanins hydrolysables (Bruneton, 1993).
11.1.5.2.L estannins condenseés :

Les tannins condensés se différent des tannins hydrolysables car ils ne possedent pas
de sucre dans leur molécule (Bruneton, 2009) se trouvent sous forme de polymeéres (de
flavanes). Les polymére donnent une structure hérissée d OH phénoliques capables de former
des liaisons stables avec les protéines (Sar ni-M anchado et Cheynier, 2006). La structure des

tannins condensés est donnée dansla (figure7).

Figure 7 : Structure de base des tannins condensés (Bruneton, 2009).
[1.2.Propriétésanti-nutritionnelles :

L’ effet antinutritionnel des polyphenols est d0 a leur capacité a inhiber les enzymes
digestives et leurs liaisons aux molécules nutritives empéchant leur assimilation par
I’organisme. Il a été démontre par Zhang et al., (2002) et Gilani, (2005). gque dans e rumen,
la propriété des tannins a se lier avec les protéines entrainaient la diminution de leur
dégradation, ce qui entraine une perte de la valeur nutritive des aiments. A long terme, une
alimentation riche en tannins cause chez les ruminants, une perturbation de |’ activité de la

microflore du rumen

1
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[1.3.Interaction des polyphénols avec les macromolécules :

Les polyphénols peuvent interagir avec de nombreux types de molécules qui peuvent étre les
glucides, les enzymes et les polymeres synthétiques (Leinmuller et al. 1991).

I1.3.1.Lesglucides:

Parmi les glucides, |I’amidon se caractérise par son habilité ainteragir avec les tannins.

En formant des cavités hydrophobes (Leinmuller et al., 1991). .

L’interaction cellulose-tannin : la cellulose se caractérise par sa surface qui lui permet de
réagir directement avec les groupements phénoligues des tannins avec lesquels elle forme des

liaisons hydrogénes ou liaisons covaentes (Leinmuller et al., 1991).
I1.3.2.Lesenzymes:

Les tannins forment des complexes avec différents enzymes, tels que les lipases,

cellulases, amylases, galactosidases et |es protéases (Stojadinovic M et al., 2013).

Les complexes polyphenols-enzymes formés sont plus stables avec les tannins condensés
gu’ avec les tannins hydrolysables (Goldstein et Swain, 1965).

La complexation des tannins avec les enzymes et le substrat provoque |’ inhibition

enzymatique ; cette inhibition peut s effectuer par deux phénomeénes simultanés ou non :

e Lestannins liés aux proténes-substrat les rendent moins accessibles aux enzymes en
particulier en les insolubilisant ou en masquant les sites de reconnaissance enzymes-
substrat.

e Lestanninsliés aux enzymes inhibent leur activité directement en se fixant sur les sites
actifs ou indirectement par encombrement stérique autour des molécules d’ enzymes en
les empéchant de se fixer sur les molécules de substrat (Leinmuler et al. 1991).

I1.3.3.Les polyméres synthétiques::

Les tannins ont une grande affinité pour les polyméres synthétiques et plus
particulierement pour le polyéthyléne glycol (PEG), c'est pour cette raison que le PEG est

employé comme substrat de contrdle pour I’ é&ude des tannins (M akkar et al., 1995).

1
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11.3.4.Complexation Polyphénols-protéine

Le noyau phénoligue est une unité structurale trés favorable a |’ interaction avec les protéines
compte-tenu de la variété des interactions moléculaires qu’il peut développer (Haslam,
1996) :

= Interactions de dispersion avec des acides aminés peu polaires.
= Liaisons hydrogéne avec des résidus polaires et des groupements peptidiques voire,
al’état d'ion phénate.

= Interactions coulombiennes avec des résidus cationiques.
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[11. Généralités sur les enzymes

Les enzymes sont des protéines qui agissent en tant que catal yseurs pour accélérer des
réactions chimiques dans la matiére organique, cette propriété est liée ala présence, dans leurs
structures, d’un site actif qui est en forme de cavité au sein de laquelle se déroule la réaction
enzymatique (Netto et al., 2013).

Les fonctions des enzymes sont fortement spécifiques en ce qui concerne le substrat et
les cofacteurs, parce que |’ accepteur actif exige habituellement un ligand ou un connecteur
approprié montrant la bonne taille, la forme, la charge et le caractére hydrophobe ou
hydrophile (Netto et al., 2013).

I11.1. Classification des enzymes :

Les enzymes sont classées en fonction du type de réactions qu’elles catalysent.les

différentes classes sont montrées dans le tableau 111

Tableau |11 : Classification des enzymes (Vincent et al., 1996).

E.C (classe) Classification Type de réaction catal ysée

E.C1 Oxydoréductases Oxydo-réduction

E.C2 Transférases Transfére de groupement fonctionnel

E.C3 Hydrolases Hydrolyse

E.C4 Lyases Elimination de groupement et formation de doubles
liaisons

E.C5 Isomérases | somérisation

E.C6 Ligases Formation de liaisons couplées a I’hydrolyse de
I’ATP

[11.2.Lesfacteursinfluencant la vitesse desréactions des enzymes::
[11.2.1. La concentration en substrat :

La concentration en substrat n’'influe pas a proprement dit la vitesse de la réaction
enzymatique ; seule la concentration en enzyme a une véritable influence. Cependant, ¢’ est un
facteur important afin de déterminer les constantes KM et Vmax de I’ équation de Michaelis

5




Chapitrelll Généralités sur lesenzymes

Menten. Pour cela, on utilise la représentation (figure 8) de Lineweaver et Burk (Jarrar,

2011).

Figure 8: Représentation de Lineweaver et Burk (avec KM, la constante de Michaelis, [S], la
concentration initiale du substrat et Vmax, la vitesse maximale de la réaction enzymatique)
(Jarrar, 2011).

[11.2.2. Latempérature:

Une augmentation trop importante de la température peut avoir un effet négatif sur la
cinétique des réactions enzymatiques. En effet, du fait de I'importance de la structure tertiaire
des enzymes dans leur activité catalytique, une température trop élevée pourrait dénaturer de
facon irréversible cette structure (Jarrar, 2011). L’ effet de la température est illustré dans la
(figure9).

Figure 9 : Effet de latempérature sur I’ activité enzymatique (Jarrar, 2011).

.
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11.2.3. LepH

La plupart des enzymes ne sont actives que dans un domaine de ph bien défini.
L’ évolution de I’ activité enzymatique en fonction du pH se présente sous la forme d’ une
courbe de gauss, ayant une évolution similaire a celle de la température (figure 10). (Jarrar,
2011).

Figure 10 : Effet du pH sur I’ activité enzymatique (Jarrar, 2011).
[11.3. Lesenzymes digestives

I1.3.1. L’a-amylase :

L’a-amylase est une enzyme digestive classée comme saccharidase (enzyme qui brise
les polysaccharides). C est surtout un constituant de suc pancréatique et de la salive, requis

pour le catabolisme des glucides alongue chaine en unités plus petites (Payan et al. 1997).

II'y adeux iso-enzymes de I’ amylase : amylase pancréatique et amylase salivaire, elles
se comportent différemment au focusing isoélectrique (Payan et al. 1997). L’ a- amylase
brise les liens o (1-4) glycosidiques al’intérieur des chaines de I’amylose et de |’ amylopectine

pour donner des molécules de maltose (disaccharide de a-glucose), (Payan et al. 1997).
111.3.2. Lacelulase:

La cellulase est un complexe d’' enzymes (cellobiase, endocellulase et exocellulase)

qui décompose la cellulose au B-glucose. Il est produit principalement par les bactéries
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symbiotiques dans les chambres des ruminations des herbivores. Ces derniers et les humains

ne produisent pas la cellulase Norhamly (2006).

[11.3.3. Latrypsine:

La trypsine est une enzyme de la digestion synthétisée et secrétée par les cellules
acinaires pancréatiques, en passant par le cana pancréatique, dans le duodénum (la partie
supérieure du petit intestin), elle catalyse I'hydrolyse d'une liaison peptidique d'un résidu
chargé positivement : I'arginine et lalysine (Benarous, K. 2006).

111.3.4. Lapepsine:

La pepsine est sécrétée par la muqueuse gastrique sous forme de pepsinogene inactif,
lequel est transformé en enzyme active par enlevement d’ un certain nombre de petits peptides
dont le pH optimum est tres bas (aux environs de 2). La pepsine hydrolyse préférentiellement
la liaison peptidique ou est engagé le groupement aminé d’un acide aminé aromatique

phénylalanine, tyrosine (Nalinanon et al., 2010).

[11.4. Lesinhibiteursd’enzymes:

IIs correspondent a toute molécule qui modifie et diminue la vitesse d’une réaction
enzymatique (Toussaint, 2007). Selon Guilloton et Quintard, (2003) les inhibiteurs sont
également des outils précieux pour étudier le mécanisme d’ action des enzymes. On ne parle
ici que d'inhibiteur spécifique, et non de I’ effet d’ agents dénaturants (chaleur, pH extréme,

solvant...) sur la structure des enzymes.

[11.5. Inhibition desréactions enzymatiques :

Les enzymes peuvent étres désactivées de maniere irréversible par la chaleur ou par
I’ action des réactifs chimiques, en introduisant leur dénaturation. Elles peuvent étre également
inhibées (sans étre dénaturées) par laliaison réversible ou irréversible des inhibiteurs naturels
ou synthétiques (K eillor et al, 2005).
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[11.5.1. Les différentstypesd’inhibitions: On distingue deux types d’inhibitions réversible

etirréversible.
[11.5.1.1. Inhibition réversible:

» Inhibition compétitive:
L’inhibition compétitive est observée lorsque I’inhibiteur et le substrat possedent une
analogie structurale qui est reconnue par le site actif del’enzyme (Keillor et al 2005).
» Inhibition incompétitive :
Si un inhibiteur se lie au complexe enzyme-substrat, mais pas sur I’enzyme libre
(Guilloton et Quintard, 2003)
» Inhibition non-compétitive :
L’inhibition non compétitive représente une combinaison de I’ inhibition compétitive et
inhibition incompétitive, ou I’inhibiteur se lie al’ enzyme libre et au complexe enzyme-
substrat (Guilloton et Quintard, 2003 ; Keillor et al 2005).

[11.5.1.2. Inhibition irréversible:

Des réactifs pouvant formés des liaisons covalentes avec des groupements réactionnels
des enzymes constituent des inhibiteurs irréversibles. Certains de ces inhibiteurs possédent
des spéecificitéstres étroites (Guilloton et Quintard, 2003 ; Keillor et al 2005).
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V. Objectif du travail

Notre travail a pour objectif I’évaluation « in vitro » de |’ effet des composés phénoliques
extraits a partir de feuilles de Moringa oleifera sur la digetibilité et la dégradation

enzymatique de I’amidon par I’a-amylase et celle de la cellulose par la cellulase.
IV.1. Lematérie végétal

IV.1.1. Classification (Laleyeet al., 2015)

Famille Moringaceae

Genre Moringa

1V.1.2. Préparation deséchantillons

» Récolte
L’ échantillon utilisé dans cette étude (feuilles de Moringa oleifera) est récolté dans la
wilaya d OUED-SOUF en Octobre 2015. Apres avoir trié et nettoyé les feuilles, celles ci
sont mises asecher sur unfilet al’air libre et a1’ abri de lalumiere.

» Séchage
Il sefait al’air libre et a température ambiante (a I’ abri du soleil) dans un endroit sec et
ventilé.

> Broyage et tamisage
Les feuilles de Moringa oleifera ont été broyées jusqu’a |’ obtention d' une poudre dont la
taille des particules est inférieure a 0,5 mm; la poudre obtenue est conservée dans des

bocaux al’ abri de lalumiére jusgu’ a utilisation.
IV.2.Caractérisation chimique de la poudre defeuillesde Moringa Oleifera :

[V.2.1. Déter mination delateneur en matiere seche et humidité:

La teneur en matiere seche a été déterminée par évaporation de |’ eau contenue dans
I’ échantillon en utilisant une étuve réglée & 105°C pendant 24h, la teneur en matiére seche et
le taux d’humidité ont é&é exprimés respectivement par les formules suivantes (AOAC,

1998):.

MS % = ((P2-P1)/P0) * 100
TH %= 100-MS

Yy
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V.2.2. Déter mination delateneur en matiéregrasse:

Elle est déterminée au moyen d’ un soxhlet. Cette méthode consiste alibérer lamatiere
grasse contenue dans I’ échantillon al’ aide d’ un solvant organique non miscible al’ eau, suivie
de I’évaporation du solvant et de la pesée de I’extrait obtenu apreés dessiccation a 105°C
pendant 4 heures. (AOAC, 1998).

Lateneur en matiere grasse a été déterminée selon laformule suivante :

MG % = P2-P1/PO * 100

P2 : Masse en gramme du ballon contenant la matiere grasse, P1 : Masse en gramme du
ballon vide, PO : Masse en gramme de la prise d essai.
V.2.3. Détermination dela Teneur en protéines

La teneur en protéines brutes a été déterminée par la méthode de Kjeldahl. Cette
technique est basée sur le dosage de I’ azote total présent dans I’ échantillon (forme minéral ou
organique). Elle se résume en trois éapes, la minéraisation, la distillation et le titrage
Bradford(1976). Le taux de protéines a été calculé en utilisant un facteur de conversion de

I'azote de 6.25. Les données ont été exprimeées en pourcentage du poids sec.

IV.3. Evaluation desteneursen composés phénoliques:

L’ extraction et dosage des composés phénoliques sont réalisés sur la poudre de feuilles de

Moringa oleifera préalablement délipidée au soxhlet (avec de I’ hexane comme solvant).
1V.3.1. Extraction des composés phénoliques:

L’ extraction des composés phénoliques est faite selon la technique rapportée par Oomah
et al. (2011) par macération de la poudre de feuille de Moringa dans un solvant organique
(méthanol 80%).

» Modeopératoire:

Verser 100 ml de méthanol 80% dans un Erlenmeyer contenant 2.59 de poudre
d’ échantillon de feuille de Moringa oleifera, puis laisser sous agitation magnétique a
température ambiante pendant 2h. Apreés filtration sous vide, les extraits bruts obtenus sont

1
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soumis a une centrifugation a 4500 tours/30 min puis évaporés dans une é&uve a40°C (figure
11).

2.5g de la poudre de Moringa + 100ml de solvant

Agitation pendant 2h atempérature ambiante

Filtration sous vide

Centrifugation a 4500tours/ 30 min

Filtration avec des filtres — seringues

Conservation dans des flacons a4°C

Figure 11: Protocole d’ extraction des poly phénols (Oomah et al., 2011).

1V.3.2. Dosage des composes phénoliques
** Principe

L’analyse par le réactif du Folin-ciocalteu permet d’ avoir une estimation de la teneur en
poly phénols de I’ échantillon, la méthode de dosage suivie est celle de Dincer et al. (2012)
basée sur la méthode de Skerget et al. (2005). L’ ensemble des composeés phénoliques est
oxydé par le Folin-ciocalteu. Ce dernier est constitué par un mélange dacide
phosphotungstique (H;PW,,0,,) € phosphomolybdique; qui est réduit lors de I’ oxydation
des phénols, en mélange d’ oxydes bleue de tungstene (W30,3) et de molybdene (M0g0,5).
La coloration bleu produite a une absorption maximale a 760 nm est proportionnelle au taux
de phénolstotaux présents dans nos échantillons (Boizot et Char pentier, 2006).
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< Modeopératoire:
On préleve 0.5 ml d extrait auxquels sont goutés 2.5ml du réactif de Folin-ciocalteu,

suivie par addition de 2 ml de la solution de carbonate de sodium (NaCO0s). Apres

incubation a50°C pendant 5 min, lalecture est effectue effectuée a 760 nm (figurel2).

0.5ml dextrait

2.5 ml de Folin Ciocalteu (0.1N)

2ml de Na,C0O5 (7.5%)

Agitation avec le vortex

Incubation 5 min a50°C

Lecture 2760 nm

Figure 12 : Protocole de dosage des polyphénols totaux (Skerget et al., 2005).

Les teneurs en phénols totaux de nos échantillons sont exprimés en mg équivalent
d’acide gallique / g en nous référant a la courbe d’ étalonnage réalisée avec |’ acide galique
(Annexe N°2).

1V.3.3. Dosage des composés phénoliques non attachés aux protéines
% Principe
Il est basé sur laformation de complexes tannins-protéines (Ferrer-Gallego et al., 2012).

Les phénols non attachés a la protéine (surnageant) sont déterminés a I’aide du Folin-
ciocalteu qui forme un complexe avec ceux-ci révélé par une coloration bleue mesurée par
spectrophotométrie a 760nm. (Figure 13)
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L’ utilisation de BSA permet de précipiter les tannins contenus dans I’ extrait en formant un
complexe avec eux, ce qui permet le dosage des poly phénols non attachés a la protéine en

utilisant le Folin-ciocalteu comme dans le protocol e précédent (Scehovic; 1990).

+ Modeopératoire

Extraits méthanoliques Ajustement de pH a4.2
Agitation (vortex) 2ml d’extrait + 4 ml BSA (1 mg/ml)
Incubation &+ 4°C pendant 24h Centrifugation pendant 15 min (4500
tours/min)

Dosage au Folin-ciocalteu des composés

B ) E Récupération du surnageant
phénoliques non attachés aux protéines.

Figure 13 : Protocol e de dosage des composés phénoligues non attachés aux protéines
(Scehovic. 1990).

% Expression desrésultats

Les résultats sont rapportés a une courbe d'étalonnage (Annexe 2) obtenue avec de
I’ acide gallique utilisé comme standard.

[V.3.4. Déter mination delateneur en tannins

La teneur en tanins des de I’ extrait méthanoique est déterminée a partir des résultats des

teneurs en phénols totaux et des phénols non attachés ala protéine(BSA).
« EXxpression desreésultats

Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’'acide gallique/g d échantillon a partir

d’une gamme étalon (Annexe N°2) réalisée a diff érentes concentrations d’ acide gallique.

2
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Teneur en tannins = Teneur en PTS — Teneur en PNAP

IV.4. Effets des extraits de feuilles de Moringa oleifera sur ’activité de I’a-
amylase (Hasenah et al., 2006; L oizzo et al., 2007).

« Principe

Nous avons mesuré I’ effet de deux doses (D2=2D1) d'extrait de poudre de feuilles de
Moringa oleifera sur la production du maltose par action de a-amylase sur 1’amidon de

pomme de terre en présence ou non de PEG 6000.
% Mode opératoire

Les extraits sont reconstitués dans le DM SO (dimethylsuphoxide).
Le dispositif expérimental est résumeé dans le tableau V.

Tableau IV : Dispositif expérimental utilisé pour 1I’a-amylase

Solutions _ Solution
Extrait ) Eau Enzyme4
d’amidon R DM SO PEG
deplante distillé U/ml
Tube 0.5%
témoin - 1.6ml 640ul 800pl 160 pl -
Témoin | Blanc de
o - 1.6ml 1.44 mi 160 pl -
témoin
_ Ext D1 160 pl 1.6ml 640 pl 800pl - -
Extrait
Blanc Ext
D1 160 pl 1.6ml 1.44 ml - -
D1
_ Ext D2 160 pl 1.6ml 640 ul 800ul - -
Extrait
Blanc Ext
D2 160 pl 1.6ml 1.44 ml - -
D2
Ext
Extrait 160 pl 1.6ml 1.44 ml 800ul - 200 pl
D1+PEG
D1+
Blanc Ext
PEG 160 pl 1.6ml 1.24 ml - - 200 -pl
D1+PEG
Extrait Ext 160 pl 1.6ml 440ul 800pl - 200 pl

)
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D2+ D2+PEG
PEG Blanc Ext
160 pl 1.6 ml 1.24 ml - - 200 pl
D2+PEG

Ext D1 : Extrait adose 1; Ext D2 : Extrait adose 2 ; PEG : polyéthylene glycol.

Incuber les 10 tubes a 25°C pendant 5 minutes.
Prélever 800 pl de chague tube et gouter 400l de DNS pour les 800 pl
Incuber a2 85°C pendant 15 min puis gjouter 3.6 ml d’ eau distillée.

Lalecture des absorbances pour chacun est faible contre le blanc correspondant & 540 nm.

YV V V V V

Tous les essai's sont répétés 3 fois pour les extraits. (Hasenah et al., 2006; Loizzo et al.,

2007)
L’ expression desrésultats:

maltose échantillon

(%) d'inhibition = 100 — [ ( )* 100]

maltose témoin

IV.4.1. Dosage de maltose

A partir d une solution de maltose (1mg/ml), nous avons préparé des solutions diluées
alantde0al mg/ml.

IV.5. Effets des extraits de feuilles de Moringa oleifera sur |'activité de la
cellulase (selon la méthode de L opez et al., 1998).

« Principe

Nous avons mesuré I’ effet de deux doses (D2=2D1) d'extrait de feuilles de Moringa
oleifera sur la production de glucose par action de cellulase sur la cellulose pure en présence
ou non de PEG 6000.

« Modeopératoire
Les extraits sont reconstitués dans le tampon acétate de sodium de PH= 4.6.

Toutes les solutions sont données en Annexe N°1
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Le dispositif expérimental est résumé dans le tableau V.

Tableau V : Dispositif expérimental utilisé pour la cellulase

Tubes E+S StE+D1 | StE+D2 | StE+D1+PEG | StE+D2+PEG
(témoin)

Solutions
Papier filtre broyé 20 20 20 20 20
(mg)
Cdlulase 2 2 2 2 2
(ml)
Dosed’extrait (ml)

- 0.2 0.2 0.2 0.2
Solution de PEG - - 0.2 0.2
(ml) -
ST (ml) 04 0.2 0.2 - -

S: substrat (cellulose); ST: Solution tampon; E: enzyme (cellulase); Ext: Extrait

YV V V V V V V

mesure de |’ absorbance a 620 nm.

» Touslesessais sont prépares 3 fois pour les 3 extraits.

A\

(%) d'inhibition = 100 — [ (

L es tubes sont incubés a 100°C pendant 20min.

Prélever 1 ml du surnageant dilué de chague tube.

Caculer le % d’inhibition par laformule suivante :

Les tubes sont centrifugés & 4500 tours /min pendant 15 min.

glucose échantillon )*

glucose témoin

Lestubes ainsi préparés sont incubés dans un bain marie a 39°C pendant 1h.

Faire une dilution de 1/50 pour les surnageant récupérés par la solution tampon.

Ajouter 2 ml deréactif sulfurique al’ anthrone a chagque tube. (L opez et al., 1998)

Mesurer la quantité de glucose produite, selon la méhode de Dreywood (1946), par

00]
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IV.5.1. Dosage du glucose

A partir d’une solution de glucose (0.1mg/ml), nous avons préparé des solutions diluées
allant de0a0.1 mg/ml.

Analyse statistique desrésultats:

Elle est réalisée par I’analyse de la variance (ANOVA) et comparaison des moyennes, a

I’aide d’un logiciel statistica:
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V.1. Composition chimique

La composition chimique de poudre de feuilles de Moringa oleifera est illustrée dans la
figure 14. La poudre de feuilles de Moringa oleifera utilisée se caractérise par une teneur
moyenne en MG de 8.27% de MS ; cette poudre renferme 23 % de protéines brutes et 11.5%
de matieres minérales.

30 -
M taux de protéine
25 -
taux de cendre
20 -
B Matiére grasse
)]
= 15 -
X
10 - I
5 -
O 1 T T 1 .
taux de protéine taux de cendre Matiére grasse Echantillon

Figure 14 : Composition chimique de feuilles de Moringa oleifera.
V.2. Teneur en composes phénoliques:

Lesteneurs en PTS, PNAP et Tanins totaux de poudre de feuilles de Moringa oleifera
sont illustrées dans lafigure 15.

Notre échantillon de feuilles de Moringa oleifera présente une teneur en phénols totaux
solubles 26,55 mg équivalent AG/g Echantillon.

Lateneur en tanins totaux est de 12.93 mg Eq d’ AG/g d’ échantillon, soit 48% des PTS.

Le contenu en phénols non liés a la proténe séléeve a 13.61 mg équivalent AG/g

Echantillon.

a7
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30 -

25 -
% 20 -
L
>
S(D 15 | HPTS
chy H PNAP
g; M Tanins totaux

10 -

5 -

O .

PTS PNAP Tanins totaux

Figure 15 : Différentes Teneursen PTS, PNAP et Tanins totaux de |’ extrait de feuilles de

Moringa oleifera.

V.3. Effet desextraitsbrutssur I'inhibition del’activité del’ a-amylase

Nos résultats montrent une variabilité (p< 0,05) de |’ activité de I’ a-amylase (Figure 16).

L'analyse de la variance appliquée a nos données expé&imentales montre un effet
significatif (p<0,05) de ladose d extrait utilisée.

La production de maltose (figure 16-A) varie en fonction de la dose d’ extrait utilisée 0.45

mg/ml (témoin) contre 0.37 mg/ml pour D1 et 0.35mg/ml pour D2.

Nos données illustrent des différences d'action des extraits, les inhibitions sont plus
marquées (p< 0,05) avec la dose D2 (figure 16-B). L’ activité de I’ a-amylase est plus faible
lorsque la dose d' extrait utilisée augmente. Les inhibitions atteignent 16.86% pour la D1 et
22.84% pour ladose D2 d'extrait de Moringa oleifera.
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Toutes les valeurs sont significativement différentes entre elles (p<0.05).
Figure 16 : effet des extraits sur I’activité d I’a-amylase.
V.4. Effet d’addition de PEG 6000

Nous relevons (Figure 17) une réduction de I’inhibition de I’a-amylase en présence de

PEG.

Pour une méme quantité de PEG apportée dans le milieu réactionnel, |e recouvrement de
la production de maltose s avére plus importante avec la dose D1 qu'avec la dose D2
d’extrait. Les concentrations en maltose atteignent respectivement 0.40 mg/ml (D1) et 0.36
mg/ml (D2). (Figure 17-A)

Cette augmentation significative de la production de maltose (p<0.05) s accompagne
d’une réduction de I'inhibition de la production de maltose, elle passe de 16.86 a 10.50 %
pour D1 et de 22.84 419.72 % pour D2. (Figure 17-B)
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Figure 17 : % d'inhibition de I’a-amylase en présence ou non de PEG 6000.
V.5. Effetsdesextraitsbruts sur I'activité dela cellulase

L'analyse de la variance appliquée a nos données expé&imentales montre un effet

significatif (p<0,05) deladose d extrait utilisée (figur e 18).

Les résultats obtenus montrent que les extraits de plante éudiée limitent la libération de

glucose.

L’inhibition de la production de glucose varie selon la dose utilisée (p<0,05). C'est la
dose D2 de I'extrait de Moringa oleifera qui diminue le plus (p<0,05) la production de
glucose (figure 18-A) : 0.0332 mg/ml (D2) et 0.0337 mg/ml (D1).

L’augmentation de la concentration d’ extrait dans le milieu réactionnel s accompagne
d'une réduction de I’ activité de I’ enzyme (figure 18-B). L’inhibition augmente de 4.05 (D1)

a5.22% (D2) en présence des extraits bruts.
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Toutes les valeurs sont significativement différentes entre elles (p<0,05)

Figure 18: Effet des extraits sur I'activité de cellulase

V.6. Effet d’addition de PEG 6000

La Figure 19 résume I’action des extraits de Moringa oleifera sur I'activité de la

cellulase en présence de PEG6000.

Pour la méme quantité de PEG apportée dans le milieu réactionnel, le recouvrement de la

production de glucose (figure 19-A) savére plus important (p<0,05) avec la dose D1

gu’ avec ladose D2 d' extrait : valeurs sont respectivement 0.0338 mg/ml et 0.0335 mg/ml.

La réduction de I’inhibition (figure 19-B) passe de 4.05 a 3,38% pour laD1 et de 5.22 a

4.56% pour D2 en présence d’ extrait bruts.

|
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Figure 19: % d'inhibition de la cellulase en présence ou non de PEG 6000
V.7. Discussion

Les différents résultats expérimentaux révélent la présence de Composés phénoliques
dans les extraits testés et un effet inhibiteur de ces derniers sur I’ activité de deux enzymes (o.-

amylase et cellulase).

La mise en évidence des composés phénoliques présents dans les feuilles de Moringa
oleifera utilisées s accorde avec les données de nombreux chercheurs (Kasolo et al., 2010 ;
Moyo et al., 2011 ; Garba et al., 2015). Lateneur enregistrée pour la poudre de feuilles est de
26.55 mg Eq AG/g d échantillon pour Moringa oleifera. Cette valeur est supérieure acelle
déclarée par Makkar (1996) (2.02%).

La différence de nos résultats a ceux rapportés par les différents auteurs est liée non
seulement a la localisation des matieres premieres, mais également au différentes méthodes
d’extraction et dosage, |’ origine géographique (Barboni et al., 2010), les facteurs géenétiques
ainsi que lapériode de larécolte (Makkar et al., 1988).
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Une des caractéristiques de nos CP tient a leur aptitude a se lier aux proténes. Les
tannins représentent en effet 12.93 mg Eq AG/g d échantillon des phénols totaux solubilisés
capables de complexer et précipiter des protéines (BSA).

Dans nos essais enzymatiques, la production de glucose (cellulase) et de maltose (-
amylase) diminue en présence de chacune des deux doses d'extraits avec toutefois des
amplitudes variables. Les pourcentages d'inhibition enregistrés varient de 16.86 a 22.84%
pour |’a-amylase et 4.05 a 5.22% pour la cellulase. La plante Moringa oleifera inhibe
I’ activité enzymatique de I’ a-amylase et de la cellulase. Les phénomenes observés dans la
cellulase et I'a-amylase pourraient s expliquer non seulement par la teneur en composes
phénoliques totaux de chacun des extraits (Jung et Deetz, 1993) mais surtout par la nature

des composes phénoliques présents et leurs proportions Rohn et al. (2002)

Reed et al. (1995) ont noté que le degré d'inhibition peut varier de 2 a 70%. Jung et
Deetz (1993) notent une inhibition de I’ activité de la glucosidase de 71% en présence d acide
coumarique. Dans des conditions expérimentales similaires, Zaidi et al. (2009) enregistrent
des inhibitions de la cellulase de 6,33 a 33,8% en présence d’ extraits de grignon d’olive ; de
méme Zaidi (2008) note une baisse d’activité de la B-glucosidase et de la cellobiase de 30 a
70% et 13 & 46% respectivement.

La manifestation d'un tel effet est attribué aux tannins qui forment des complexes avec
différentes enzymes telles que la lipase, 1’a-amylase et la cellulase, B-glucosidase (Ozawa et

al., 1987) .et les protéases telles que latrypsine et pepsine. Marks et al.,(1987).

En accord avec Juntheikki et al. (2000), nos données suggerent que la formation de

complexe enzyme-tannin varie de la concentration d’ extrait utilisée.

Nous avons en effet relevé une augmentation d'inhibition par les extraits lorsqu’on
double la concentration.

L’ addition de PEG s est accompagnée d’ une tendance au recouvrement de |’ activité de la

cellulase et a-amylase.

Nos essais ont montré une tendance au blocage de I’ activité inhibitrice des CP de nos
extraits. Cet effet adverse du PEG suggere que se sont les tannins de nos extraits qui sont a

I’origine des inhibitions des enzymes utilisés. Comme le rapportent Zaidi et al (2009), la

B




Résultats et discussion

guantité de PEG utilisée n'est pas suffisante pour bloquer totalement I’ effet inhibiteur des

tannins.

L’ effet positif du PEG sur ladigestibilité de lacellulase est lié alaneutraisation de |’ effet
adverse des tanins sur la dégradation enzymatique du substrat, le PEG peut se lier aux

tannins, et les empéche de former des complexes avec les protéines (Yanez Ruiz et al .2004).

Pour laméme quantité de PEG apportée dans le milieu réactionnel, le recouvrement de la
production de glucose et du maltose n’ atteint pas la valeur initiale obtenue en absence
d’extrait. Des hypotheses peuvent étre émises a cet effet :

Laquantité de PEG apportée n’ était pas suffisante pour bloquer tous lestanins ;

La présence d'autres facteurs antinutritionnels dans les extrait de feuilles de Moringa
Oleifera tel que lesinhibiteurs d’ enzymes (I'acide caféique, I'acide coumarique, la catéchine et
la quercétine) Shahidi, (1997), et les saponines (Baumann et al., 2000).

Les phénoliques aterent I'assimilation de I'amidon et des disaccharides et interagissent
avec des enzymes protéolytiques inhibant leurs activités (Gao et al., 2008).
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Conclusion

Notre travail expérimental nous a permis de mettre en évidence une richesse en phénols
totaux solubles chez les feuilles vertes de Moringa oleifera 26.55 mg EAG/g ; le méthanol 80

% est le solvant utilisé pour |’ extraction des composeés phénoliques.

Ces derniers présents dans I'extrait utilise ont un pouvoir inhibiteur sur |’ activité
enzymatique de la cellulase et de I’a-amylase (diminution de la production du glucose et du
maltose). Cette capacité d’inhibition varie 4.05 a 5.22 % pour la cellulase et de 16.86 a 22.84

% pour I’a-amylase. Ce pouvoir inhibiteur est dose dépendant.

Les quantités de PEG utilisées n’ont pas permis de recouvrir totalement I’ activité des
enzymes testées mais elles étaient efficaces en réduisant la formation des complexes enzyme-

tannins.

Il serait intéressant de poursuivre ce travail en |’orientant sur I’ étude des parametres
révélés par notre . nature des composés phénoliques mis en jeu, rapport Composes
phénoliques/enzyme, rapport composés phénoliques/substrat ; incorporation de PEG; son
utilisation doit intégrer la dose a utiliser (rapport PEG /composés phénoliques).

Evaluation des facteurs antinutritionnels de Moringa oleifera.
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Annexe N°1

Préparation des solutions et desréactifs:

!

W

. Solution tampon acétate a pH 4,6 :

Dissoudre 32,816 g d’ acétate de sodium a 0,20 M dans 2 litre d’ eau distillée.
Ajuster de I’ acide acétique a pH 4,6.

Solution de cellulase (préparéfraiche) :

= Dissoudre 0,16 g de cdllulase [A. Niger N°22180 Fuca AG conservé a +4°C] dans 80

ml de solution tampon acétate a pH 4,6.

Laisser sous agitation magnétique.

Solution de PEG :

Dissoudre 25 g de PEG6000 dans 100 ml d’ eau distillée ou de tampon.
Laisser sous agitation magnétique.

Réactif sulfuriqueal’anthrone:

= Dissoudre 0,169 de |’ anthrone dans 80 ml d’ acide sulfurique a 95% (acide préparé par

addition d'1 ml d’eau distillée dans 79 ml d’ acide sulfurique pur)

L aisser sous agitation magnétique pendant 10 min.

Solution d’ a-amylase (prépar é fraiche) :
Dissoudre 0,0056g d’ a-amylase (Aspergillus oryzae SIGMA-ALDRICH conservé a
+2°C) dans 40ml d’ eau distillée froid a une concentration de 4U/ml
L aisser sous agitation magnétique

Solution d’amidon (0,5%)

Dissoudre 0,759 d amidon de pomme de terre dans 150 ml de tampon phosphate a pH

6,9.

Laisser sous agitation magnétique

Réactif de DNS

Dissoudre 1g de |’ acide DNS dans 20 ml d’ eau ditillé.

Ajouter 1.5mg NaOH.

Dissoudre 30g de sodium de potassium tartrate tertahydrate.

Ajusté le volume jusqu'a 100 ml avec I’ eau ditillée



Annexe N° 2

H. Tampon phosphate (0,02M) a pH 6,9

= Dissoudre 1,77g de Na;HPO, (2H,0) et 1,19g de NaH,PO, dans 500ml d’ eau distillée
Sous agitation magnétique.

= Ajusté apH 6,9.

|. Tampon Acétate (pH 5) : On introduit :

= 27.22 g d’' acétate de sodium a0.20M

= 9.94 g dechlorurede sodiuma0.17 M

= Compléter a1 litre avec de |’ eau distillée

= Ajuster a pH 5.

J. Solution de BSA

Elle est préparée a une concentration de 1 mg/10ml du tampon acétate a pH5.
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Concentration(mg/ml)

Figure 20: Gamme étalon d’acide gallique.




Annexe N° 3

Tableau VI : Dispositif expérimental dela gamme étalon de maltose

Concentration | 0 01 |02 |03 |04 |05 |06 |07 08 |09 1
filles (mg/ml)

Solutionfile |0 |05 |1 |15 |2 |25 |3 (35 |4 |45 |5
(ml)

Eaudigtillé [5 [45 [4 |35 |3 |25 |2 [15 [1 [05 |O
(ml)

DNS (ul) 400 | 400 | 400 |400 |400 |400 |400 |400 |400 |400 |400

GAMME ETALON DE MALTOSE (Abs a 540 nm)

0,4

0,35 ° y = 0,326x

Rz = 0,986
0,3
P
0,25
0,2
/
0,15
0,1

0,05 &
0 / T T T T T 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Absorbance

Concentration mg/mi

Figure 21: Gamme éalon de maltose



Annexe N°4

Tableau VII : Dispositif expérimental dela gamme étalon de glucose

[Clglucose | O | 0.005|0.01 |0.015|0.02 | 0.025| 0.03 | 0.035| 0.04 | 0.045 | 0.05
solutions
filles
(0.05mg/ml)

SM de 0 |05 1 15 |2 25 |3 35 |4 45 |5
glucose (ml)

Eaudistillé [5 [45 |4 |35 [3 |25 |2 [15 [1 |05 |0
(ml)

Réactif 4 |4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
sulfurique a
I’anthrone

(ml)

GAMME ETALON DE GLUCOSE

,  Y=1008X
. R*=0,992

GURMLEGES § seh 1™

FEEEEXEE -

o
o =
\\,

T T 1

0,02 0,04 m m 0,1
CONCENTRATION (mg/ml)

o

Figure 22 : Gamme étalon de glucose.




Résumé:

Moringa oleifera est une espece connue pour ses intéréts nutritionnels et médicinaux vue
sa richesse en nutriments et composés phénoliques.

Notre échantillon de feuilles de Moringa oleifera présente des phénols totaux solubles,
tanins totaux et phénols non liés a la protéine avec des teneurs respectivement de 26,55 mg
équivalent AG/g Echantillon, 12.93 93 mg Eq d’ AG/g d’ échantillon et13.61 mg équivalent
AG/g d’ échantillon.

La production de maltose et du glucose varie en fonction de ladose d’ extrait utilisee.

Les composés phénoliques induisent des inhibitions de 1’a-amylase qui varient de 16,86 a

22.84% et des inhibitions de la cellulase qui varient de 4.05 &45.22%.

Mots clés: Moringa Oleifera, composés phénoliques, tannins, a-amylase, cellulase.

Summary :

Moringa oleifera is a species known for its nutritional and medicinal interests due to its
richness in nutrients and phenolic compounds.

Our sample of Moringa oleifera leaves showed total soluble phenols, total tannins and
non-protein bound phenols with contents of 26.55 mg equivalent / g Sample, 12.93 93 mg Eq
AG / g sample, respectively .61 mg equivalent AG / g of sample.

The production of maltose and glucose varies according to the dose of extract used.

The phenolic compounds induce inhibitions of a-amylase which range from 16.86 to 22.84%

and cellulase inhibitions varying from 4.05 to 5.22%.

Keywords. Moringa Oleifera, phenolic compounds, tannins, a-amylase, cellulase.
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