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AA : Acides aminés.
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BSA : Sérum bovin albumine.
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pH : Potentiel d’hydrogene.

PLNP : Phénols non liées a la protéine.

PTS : Phénols totaux solubles.
SDS: Sodium Dodécyl Sulfate.
TC : Tanins condenses.

TEA : tetraéthylamonium.

TH : Tanins hydrolysables.
rpm : Tour par minute
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Introduction

L’utilisation des plantes en phytothérapie, a ét¢ connue depuis Iantiquité. Ibn
khaldoun (1958), dans son introduction dit que « I'Homme est le fils de son environnement»»,
par conséquent 'Homme serait influencé par les composantes de son environnement, cette
influence s’appuie sur ses comportements, ses traditions, sa culture ainsi que les ressources

végétales (Iserin, 2001).

Les végétaux supérieurs ont la capacit¢ de synthétiser, par des voies meétaboliques
complexes, de nombreux composés phytochimiques qui ont des intéréts multiples mis a profit
dans I'industric : en alimentation et en cosmétologie et de diverses fonctions notamment en
réponse aux stress biotiques et abiotiques qu’ils peuvent subir. Les métabolites secondaires
(terpenes, polyphénols, alcaloides...) se sont illustrés en thérapeutique et présentent des
propriétés physico-chimiques tres différentes et une large variété d’activités biologiques

antioxydantes, antivirales et antimicrobiennes (Vanisree et Hsin-sheng, 2004).

Les especes de Moringa, et en particulier Moringa oleifera, appartenant a la famille
des Moringacées, originaire des régions du nord-est de I'inde sont de plus en plus utilisées
dans les projets de développement liées a Dalimentation, la santé et I’environnement.
M.oleifera n’a commencé a attirer Dattention de certains chercheurs que trés récemment.
Plusieurs études réalisées dans différents pays ont prouvé les différentes vertus de cette
plante, tant nutritionnelles que thérapeutiques grace a la richesse de ses differents organes et

en particulier les feuilles par leur richesse en éléments nutritionnels (Jed et al., 2005).

L’incorporation de poudre de feuilles de M. oleifera dans I'alimentation humaine s’est
averée bénéfique. Un certain nombre de facteurs antinutritionnels ont également été trouvés
dans les feuilles (tannins, composés phénoliques...) provoquant des effets antinutritionnels
pour leur action sur les protéines et les polysaccharides empéchant ainsi leur assimilation par

I'organisme et par inhibition de I'activité des enzymes digestifs (Gongalves et al., 2010).

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de la recherche et de la valorisation de
Moringa oleifera récoltée dans le sud algérien. Dans une premiere étape nous avons
déterminé la composition chimique globale de ses feuilles. Dans une seconde étape nous
avons évalué les teneurs en composés phénoliques solubles des extraits au méthanol et a 'eau.
Dans une troisieme étape, nous nous sommes intéressées a la mise en évidence de la présence
d’autres métabolites secondaires dans ces mémes extraits aussi qu’une approche in vitro de

Ieffet inhibiteur de Pactivit¢ de I'a-amylase.
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I. Données générales sur Moringa oleifera lam
1.1.0rigine et répartition géographique

Moringa oleifera lam (synonyme : M.pteriogosperma gaetner) appartient a une famille
monogénérique d’arbres et arbustes. Les Moringacées (Jed et al., 2005 ;Abdul Hannan
et al., 2014). Il été utilisé par les anciens romains, grecques et égyptiens, il semble étre
originaire des régions d’Agra et de Oudh, au nord-est de I'Inde, au sud de la chaine de
montagne de I'Himalaya (Mishra et al., 2012).Cet arbre se rencontre a I’état naturel
jusqu'a 1000 m d’altitude, il pousse relativement bien sur les versants mais est plus
répandu dans les zones de paturages et les bassins des rivieres. Il pousse rapidement,
jusqu’a 6 ou 7metres en un an, méme dans des zones recevant moins de 400mm de
précipitations annuelles. Moringa oleifera est aujourd’hui cultivé a travers le Moyen-
Orient, ainsi que tout le long de la ceinture tropicale (Figure 1). Il a été introduit en

Affique de I’Est au début du 20°™ siécle (Farooq et al., 2007 ).

Figurel : Distribution de Moringa oleifera dans le monde (Roloff et al., 2009).

I.2.Dénomination et taxonomie

Moringa oleifera lam appartient a la famille des Moringacées qui comprend 13 especes.
Les douze autres espéces sont bien connues M.arborea, M.borziana, M.concanensis,

M.drauhardii, M.hildebrandtii, M.longituba, M.ovalifolia, M.peregrina, M.pygmaea,




M.rival, M.uspoloniana, M.stenopetala (Hedji et al., 2014).Cet arbre porte différent noms
vernaculaires selon les régions :Mouroungue, Moringa ailé, benzolive, poids quinique et
néverdié (pays francophores), Malunggay ou meilleure amie des méres (aux phylippines),
Rawag, Shagara al Rawag (pays arabes), Radish tree , Never die tree, Drumstick tree
(pays anglophones),Ben ailé, Noix de behen, Moringoa ou Moringa, etc.(Paiva et al.,
2011). Ure classification classigue pour Moringa oleifera a été réalisée comme plusieurs

autres espéces (Tableau I, annexe 1).

Tableau I : Classification de Moringa oleifera (ww.tela-botanica.org).

Classification Nom scientifique
Régne Plantae

Sous régne Tracheobionta
Division Magnoliophyda
Classe Magnoliopsida
Sous classe Dilleniidae
Ordre Cappareles
Famille Moringaceae
Genre Moringa

Espece Moringa oleifera

I.3.Propagation et croissance

Moringa oleifera est planté par semis direct ou en utilisant des boutures de tiges. Les
feuilles de cet arbre persistent du mois de Janvier jusqu’a Décembre et elles tombent au
mois Décembre ; une nouvelle croissance commence en Feévrier jusqu’au Mars. |l fleurit
apres 8mois de plantation; la floraison commence en Janvier et persiste jusqua mois de
Mars. Ses fruits deviennent matures a partir du mois d’Avril jusqu'a Juin (Agbogidi et
llondu, 2012).

I.4.Exigences environnementales

Moringa oleifera tolere une large gamme de précipitations avec des exigences
minimales en matiere de précipitations annuelles estimées a 250 mm et au maximum a

plus de 3000 mm. Moringa pousse dans des sols dont le pH varie entre 5 a 9 (Kafuku et
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Mbarawa, 2010). Moringa oleifera s’adapte bien a différentes conditions climatiques
parmi lesquelles le climat semi-désertique (annexe 1). La meilleure croissance est
observée dans des sols sablonneux et secs grace a ses capacités de résistance a la

sécheresse (Noumo Ngangmou et al., 2013).

Tableau Il : Conditions environnementales de Moringa oleifera (Krishna Prasad, 2009).

Paramétres Valeur /Fourchette
Climat Tropical ou subtropical
Altitude 0-2000 m

Température 25-35¢

Pluviométrie 250mm-2000mm

Irrigation nécessaire pour la production des feuilles si pluviométrie<500mm

Type de sol Limoneux, sableux ou sablo-limoneux

pH du sol Légerement acide a legérement alcalin

I.5.Morphologie et caractéristiques physiologiques

Moringa est un arbre pérenne (Figure2) pouvant mesurer jusqu’a 10 a 12m. C’est un
arbre a croissance rapide (2,5 m au bout de trois mois) qui demande trés peu d’cau
(Dongmeza et al., 2006). Une fois qu’il atteint la maturité, si les branches ne sont pas
coupées pour recolter les feuilles, les arbres de Moringa fleurissent et produisent une
grande quantit¢ de fruits chaque année. Une fois que les fruits se dessechent, les graines

peuvent étre facilement récoltées et pressées pour leur huile (Lalas et Tsaknis, 2002).
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Figure 2 : Arbre mature de Moringa oleifera (Roloff et al., 2009).

Feuilles : Feuilles alternes, de 6,5-60cm de long, 2-3 pennées, munies de 4-6paires de
pennes ; stipules absents, mais pétiole a glandes stipitées a la base ; folioles elliptiques,
arrondies a cunéiformes a la base, apex arrondi (Figure 3) (orwa et al., 2009).

Figure 3 : Feuilles de Moringa oleifera (orwa et al., 2009).

Fleurs : Inflorescence : panicules étalées de 8-30cm de long, portant un grand nombre de
fleurs. Fleurs bisexuées, zygomorphes; sépales libres, de7-14mm de long, souvent
inégaux ; pétales libres, oblongs-spatules, de 1-2cm de long, inégaux, le plus grand dressé,
a pubescence veloutée, blancs ou creme ; étamines 5, filets de 7-8mm de long, anthéres
d’un jaune cireux ou orange, alternant avec 3-5 staminodes; ovaire supere, pédonculg,
cylindrique, de 3-5mm de long, rose a la base, densément poilu, 1-loculaire, style mince,

glabre, sans lobes stigmastiques (Figure 4) (Olson, 2001 ; Reyes Sanchez et al 2006).
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Figure 4 : Fleurs de Moringa oleifera (Roloff et al., 2009).

Fruits : Les gousses (Figure 5) sont des capsules allongées a 3 valves, de 10-50 cm de
long, a 9 cbtes, brunes a maturité, et contenant de nombreuses graines (Muhl et al.,

2011).

Graines : Les graines (Figure 6) sont rondes, avec une coque marron semi perméable. La
coque présente trois ailes blanches qui s’étendent de la base au sommet a 120 degré
d’intervalle. Un arbre peut produire 15000 a 25000 graines par an. Une graine pése en
moyenne 0,3 g avec une coque qui représente 25% du poids de la graine (Foidl et al.,
2001).

Figure 5 : Gousse fraiche (A) et gousse séche (B) de Moringa oleifera

(Www. moringanews.org).



http://www.moringanews.org/

Partie théorique Généralités sur la plante

Figure 6 : Graines (A) et amandes (B) de Moringa oleifera (Wwww. moringanews.org).

1.6.Composition nutritionnelle de Moringa oleifera

Moringa est une plante tres appréciée, elle possede selon Ndong et al (2007) une haute
valeur nutritive. Les différentes parties de cette plante contiennent un profil de minéraux
important (calcium, cuivre, fer, potassium, etc.) et une bonne source en protéines,
vitamines, [-caroténe, acides aminés, acides gras et de différents phénols (flavonoides,
anthocyanines, pro anthocyanidines et cinnamates). Cette plante se dispose d’une
combinaison riche et rare en zeatine, quercétine, f-sitostérol, caffeoylquinic et kaempferol
(Farooq et al., 2007) (annexe 1, Tableau III).

1.6.1Compositon chimique des feuilles de Moringa Oleifera

Les feuilles de Moringa oleifera sont considérées comme un légume de bonne qualité
nutritionnelle. Elles sont riches en protéines, vitamines (A et C) et certains minéraux (et
en particulier le fer), elles contiennent aussi les acides aminés et les acides gras essentiels
(Tableau 1V) (annexe 1) (Musa et al., 2015). Par ailleurs, si 'on compare les feuilles de
Moringa avec d’autres aliments connus pour leur richesse en un élément particulier
(annexe 1, Tableau V) , on voit bien I'intérét de ces feuilles en nutrition : en équivalent de
poids, les feuilles fraiches renferment plus de protéines et de calcium que le lait frais, plus
de vitamine C que les oranges, autant de potassium que la banane, autant de magnésium
que le chocolat, presque autant de fer que les lentilles et presque autant de vitamine A que

les carottes (Asare et al., 2012).



http://www.moringanews.org/
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Les feuilles fraiches contiennent des quantités négligeables de tannins (1,4%) (Facteurs
antinutritionnels), dont des tannins condensés sont indétectables (Tableau V) (annexe 1).
La teneur en phénols totaux est de 3,4% (Foidl et al., 2001).

1.7.Utilisations

Moringa oleifera Lam, arbre tropical est passé en une décennie, du statut de plante
marginale a celui de nouwvelle ressource alimentaire et économigue permettant ainsi une
utilisation multiple de cette plante (Atakpama et al., 2014).

1.7.1.Alimentation
1.7.1.1.Alimentation humaine

Moringa oleifera est I'espéce la plus importante par ses multiples utilisations. Ses
feuilles se consomment en salade ou cuites, en soupes et dans des sauces (Olson, 2001 ;
Azeez et al., 2013).Elles se révelent riches en protéines, dont la carence est responsable du
"gros ventre” des enfants souffrants de malnutrition. Les feuilles sont également riches en
vitamines, notamment A et C, et en sels minéraux ou oligo-éléments. Elles sont également
connues pour leur richesse en calcium et en fer. Elles sont de ce fait, particulierement
indiquées pour compléter le régime alimentaire des nourrissons et des femmes enceintes et

allaitantes.

Les fleurs se consomment aussi comme légume, ou dans des sauces. Au soudan, elles

sont écrasées en une pate que I'on fait frire.

Les graines sont consommées au Nigeria, et auraient le méme golt que les cacahuétes.
Dans certains endroits, les graines sont ajoutées aux sauces pour leur saveur amere.
L’huile des graines connue sous le nom d’huile de ben ou huile de behen qui est
particulierement riche en acide oléique (70%), peut étre aussi employée en cuisine
(Figure 7) tandis que les huiles vegétales classiques contiennent généralement de Iordre
de 40% de cet acide (Abdulkarim et al., 2005).
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Figure 7 : Consommation des gousses (Www.moringanews.org).
1.7.1.2.Alimentation animale

Moringa oleifera (les feuilles, les gousses ou les jeunes branches) peut étre utilisé
comme  fourrage des  bétails  (vaches, moutons, chévres, porc, lapins)

(Wwww.treesforlife.org/project/moringa).
1.7.2.Domaine médicinal et pharmacologique

En plus de ses propriétés nutritionnelles Moringa oleifera posséde un intérét médical
(Tableau VII) (annexe 1) car il peut étre utilisé dans le traitement de nombreuses maladies
(Goyal B.R et al 2007). Toutes les parties (feuilles, fleurs, fruits, écorces et racines) de
Moringa oleifera ont de vertus médicinales confirmées par des années de recherches et
d’études expérimentales dans les différents pays africains, asiatiques et panaméricains
(Kooltheat et al., 2014).

|.7.3.Purification de ’eau

Les graines sont utilisées dans les procédés traditionnels de purification de I’cau. Ces
graines contiennent en effet 30 a 40% d’une protéine de réserve chargée positivement et
soluble dans I'eau: il s’agit d’un polyélectrolyte naturel. Cette protéine est responsable
d’un phénoméne de réticulation et forme une sorte de maillage ou sont pi€gés les
bactéries, virus et matieres organiques (Figure 8). Lesté de la sorte, ce maillage sédimente

au fond, I'eau de surface devenant limpide et pure (Kabor et al., 2013).

Les amandes de Moringa peuvent étre broyées et I'extrait aqueux est utilisé pour purifier
I'eau. Dans les pays en développement cet extrait aqueux peut substituer de fagon viable
les coagulants chimiques tels que le sulfate d’aluminium (Foidl et al., 2001).
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Figure8 : Utilisation des graines de Moringa dans la purification d I’eau

(Www. moringanews.org).
1.7.4.Accélérateurs de croissance végétale

L’extrait a I’éthanol a 80% obtenu a partir des feuilles de Moringa contient des facteurs
de croissance (hormones de type cytokinine). Cet extrait peut étre utilisé en aspersion sur
les feuilles pour accélerer la croissance des jeunes plantes (annexe 1, Tableau VIII). Cette
phytohormone augmente aussi la robustesse des plantes et leur résistance aux maladies.
Par ce traitement, les fruits sont plus abondants et plus gros, ce qui augmente le rendement
des arbres lors de la récolte. L’utilisation de cet extrait permet d’augmenter globalement

les rendements de 20 a 35% (Foidl et al., 2001).
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Il. Métabolites secondaires

11.1.Définition

On désigne par métabolites secondaires toute substance présente dans un organisme et qui
ne participe pas directement aux processus de base des cellules vivantes (Verscheure et al.,
2002). Le concept et T'historique des métabolites secondaires sont attribués a Kossel (Kossel
1891), qui l'introduisait par opposition a celui des métabolites primaires. Chez les végétaux,
ces composés sont spécifiques a un ou deux especes, alors que d’autres peuvent étre produits
par plusieurs genres. lls sont synthétisés a partir des précurseurs originaires du métabolisme
primaire (acétyl COA, acides aminés, acides gras). Le role majeur de ces composes resultent
dans ladaptation des végétaux & leur environnement en assurant des fonctions clés dans la
résistance  aux contraintes biotiques (phytopathogenes, herbivores) et abiotiques (UV,
température) (Kabera et al., 2014).Sur le plan organique, le r6le de ces molécules dans la
protection des cultures est connu par la résistance aux maladies cryptogamiques, aux

infections bactériennes et a certains insectes (Bourgaud et al., 2001).
11.2.Classification

Les métabolites secondaires sont caractéristiques des plantes supérieures. lls sont répartis en
trois grandes familles chimiques : les composés phénoliques, les terpénoides et les alcaloides
(Bourgaud etal., 2001).

11.2.1. Les Composeés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols, des molécules du métabolisme secondaire du
regne végétale, constituent I'un des groupes le plus nombreux des végétaux avec 8000
molécules. lls ont été isolés et identifiés selon leurs caractéristiques structurales. Ils ont tous
en commun la présence d’au moins un noyau benzénique portant une ou plusieurs fonctions
hydroxyles libres ou engagés dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside (Hennebelle et
al., 2004). Ces composés sont des monomeres, polyméres ou des complexes dont la masse
moléculaire peut atteindre 9000 (Harbone, 1993).

Les polyphénols sont présents dans les parties supérieures des veégétaux: racines, tiges,

feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois (Baizot et Charpentier, 2006).
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Du point de wvue biosynthétique, les composés phénoliques peuvent étre engendrés par deux
voies métaboliques: la voie shikimate qui conduit a la formation des acides phénoliques,
flavonoides et  lignanes, et la voie des polyacétates qui est a lorigine des composés

polycycliques tels que : les coumarines, les xanthones et les quinones (Macheix, 1996).

Les polyphénols ont un effet attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs et
contribuent selon Amiot et al (1989) a la qualitt organoleptique des aliments issus des
végétaux (couleur, astringence, arome, amertume). lls présentent des activités biologiques
(antibactériennes, antifongiques...) (annexel, Tableau 1X), et ils interviennent dans la
prévention et le traitement des maladies liées au stress oxydatif tels que: cancer,
I’athérosclérose, diabéte, maladies neurodégénératives et Parthrite (Olivier N’guess et al.,
2011).

11.2.1.1.Les Acides phénoliques

Les acides phénoliques présents dans un certain nombre de plantes agricoles et médicinales
et solubles dans les solvants organiques, représentent la forme la plus simple des composés
phénoliques (Guignaud, 2001).

Les acides phénoliques se répartissent en deux groupes distincts: les acides
hydroxybenzoiques (Cs-C1) (Figure 9) et les acides hydroxycinnamiques (Cs-C3) (Figure 10)
(Han et al., 2007).

a .Acides hydroxybenzoiques (Chira et al ., 2008)

- sont des dérivés de I'acide benzoigue.
- Ont une structure générale de base de type (Cg-C1).

- Existent souvent sous forme d’esters ou de glycosides.

R1 R2 E3 R4 Acides phénoligues
H H H H Acide benzoigque
Acide p hydrn
H H O H ELee p ATy
ben=oigue
Aucidl
R2 R1 H OH o H e
)—/ protocatechique
R3 / \\\: o N H OCH3 OH H Acil.ie Lmﬂ_.]ique
Sy — H OH OHE OH Acide gallique
rd H OCH3 OHE OCH3 Acide syringique
R4 OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

Figure 9 : Principaux types d’acide hydroxybenzoique

(Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
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b. Les Acides hydroxycinnamiques (Chira et al., 2008)

- Dérivent de I'acide cinnamique.

- Ont une structure générale de base de type (C6-Cs3).

- Existent sous forme combinée avec des molécules organiques.

- Les degrés d’hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique conduisent a

une reactivité chimique importante de ces molécules.

Rl R2 R3

IR FO0H H H H

= H OH H

- OH OH H

R OCH3 OH H
R3 OCH3 OH OCHS3

Acides phénoligues
Aride cinmamigue
Acide p coumarigque
Acide caféique
Acide férulique
Acide sinapique

Figure 10 : Principaux types d’acide hydroxycinnamique
(Sami-Manchado et Cheynier, 2006).

11.2.1.2 Les flavonoides

Le nom de flavonoide provient du termeflavédo™ désignant la couche externe des écorces

d’orange ; cependant d’autres auteurs supposaient que le terme flavonoide a une origine latine

« flavus =jaune » (Hennebelle, 2004).

La structure de base de ces composés (Figure 11) est le diphényle propane a 15 atomes de

carbones (Cg-C3-Cg), constitués de deux noyaux aromatiques reliés par un hétérocycle

oxygéné portant des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides (Atamasova et

Bibaroua, 2009). Le squelette des flavonoides peut  étre substitué par différents

groupements (Figure 12) comme le groupement hydroxyl, méthyl, benzyl, isoprényl. Les
flavonoides sont des polyphénols hydrolysables répandus dans le régne végétal et sont

responsables de la couleur des fleurs et des fruits (Amiot et al., 1989).
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\J,\Cj,f =

Figure 11 : Structure de base des flavonoides (Erdman et al., 2007).

flavanorne R Mawvore Ra

Figure 12: Les différentes classes des flavonoides (Chira et al., 2008).
11.2.1.3 Les Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques présents dans la nature sous forme polymérisés.
Les tanins sont solubles dans I'eau et ayant des poids moléculaires compris entre 500-3000
(Doat, 1978). lls ont la propriété de transformer la peau fraiche en un matériau imputrescible,
le cuir; cette propriété de tannage provient de la création de la liaison entre la molécule du
tanin et les fibres de collagéne de la peau (Bruneton, 1999) et ont des propriétes telles
que l'aptitude a la précipitation des alcaloides, de la gélatine et d’autre protéines
(Sereme et al., 2010).

Selon la nature des assemblages moléculaires, les tanins sont classés en deux groupes
(Hagermane, 2002).
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a. Les tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des oligo ou polyester d’un sucre en général qui est le glucose
et de molécule d’acide phénol qui est I'acide gallique (Figure 13) ou un de ces dérivés (acid

ellagigue, acide mi-digallique), dou le nom de pyrogalique et d’éllagitanins

(Sereme et al., 2008).Le terme tanin hydrolysable décrit leur sensibilité a I’hydrolyse acide
qui donne apres cette hydrolyse une fraction glucidique et une fraction polyphénolique,

I'hydrolyse peut étre aussi par voie enzymatique par une diastase (Bruneton, 1999).

Ho  OH
o=
oH O
HO )
LS P S I e ¢
oH | \ U
. . \ o S
o E‘H HO \‘b./‘\"'-'r"_ -:1,/0/ QO-I
J T Tom [+ /L-JT o
HO -0
f.” Q. o
Acide galligue _"3,4@ =
W goH
Ao’ on /—-{'}_
HC hn
1,2,3,4,6-pentagalloyl-0-D-glucose

Figure 13 : Exemples de tanins hydrolysables (Bruneton,1999).
b.Les tanins condensés

Les tanins condensés ou proanthocyanidols (Figure 14) résultent de la polymérisation de
molécules élémentaires des flavanes (flavane-3-ol, flavane-4-ol et flavane-diol 3,4), ils sont
désignés aussi sous le nom de tanin « catechique » (Sereme et al., 2008). Ces composés
secondaires sont présents dans les vacuoles des cellules des feuilles, tiges, racines, fleurs et
enveloppe des graines. lis jouent selon Aufrere et al (2012) un réle dans la protection contre

les rayons ultras violet, la sécheresse et contre les prédateurs naturels (insectes et herbivores).
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Figure 14 : Exemples des tanins

condensés (Sereme et al., 2008).
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11.2.2 Les terpenes (terpénoides)

Le terme terpéne déclaré par Kekulé vient de leur origine historique de I'arbre de térébinthe
«Pistacia terebinthus » (terpentine), le terme terpénoide désigne un ensemble de substances
présentant le squelette des terpenes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool,

aldéhyde, cétone, acide, lactone) (Breilmaier, 2006).

Du point de wue structural, les terpenes constituent une grande famille de composes
phénoliques c’est-a-dire homologue a un enchainement isoprénique. Ces substances sont plus
répandues dans la nature ; en effet plus de 36000 structures différentes ont été identifiees et
isolees a partir des fleurs, tiges, racines et différentes parties de la plante (Figure 15). Elles
sont rencontrées également chez les animaux, insectes et les organismes marins (Agostini-
Costa et al, 2012).

Les terpénes constituent une famille de composés largement répandus dans le réegne végétal.
Leur particularit¢ structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’une unité
isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHg) reconnue par Wallach dés 1887 (Lamarti et al.,
1994). Leur classifications est basée sur le nombre de répétitions de I'unité de base isopréne :
hemiterpéne (Cs), monoterpéne (Cyo), sesquiterpéne (Cis), diterpéne (Cao), Sesterpéne (Cps),

triterpéne (Csp), tetraterpéne (Cao) et les polyterpénes (Croteau et al., 2000).

1. Terpenes
-MMonolerpenaes

Carbure monoecy clic Cavbure bicyelic
Crymens ) or pooyiTens Sabinene Alpha-pinens Berapinene

Phenol

Alcobol acyelic
. Carvacrol Thymaol

Cirronallol Creraniol

e
| O

~Sesquerpitenes

A arhaare Alcohol
Farnasol Caryvophy llene

I N NS N .

Figure 15 : Quelques exemples des terpénes (Bruneton, 1993).
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11.2.3 Les alcaloides

Le terme alcaloide a été introduit pour la premiere fois par le pharmacien allemand
Meissner qui a défini les alcaloides comme étant des substances dérivées de plantes et qui
réagissent comme alcalins. Les alcaloides ne sont pas isolés simplement des plantes mais
également des champignons et du regne animal et n’ont pas forcément un caractére basique
(Kabera et al., 2014). C’est un composé organique cyclique contenant un atome d’azote dans
un degré d’oxydation négatif qui a une distribution limitée a certains organismes vivants
(Kennedy et Wightman, 2011). Les alcaloides dérivent des acides aminés et constituent I'un
des plus grands groupes de meétabolites secondaires avec prés de 10000 a 12000 différentes
structures (Figure 16). Par leur toxicité ces plantes protégent les plantes contre les herbivores
et pathogenes (Agostini-Cost et al ., 2012). La classification des alcaloides tient compte de
deux paramétres distincts : la position d’atome d’azote au sein de la structure et les différentes

fonctions qui en déclenchent (Hesse, 2002).

TN Cozm
E;T [ %’
H H
(+)-Aspidospermidine -)-Cocaine (-)-Lycorine
Alcaloide indolique (squelette carbazole) Alcalcude tropanique Alcaloide isoquinoléique
Alcalorde d'aspidospermidine Alcalorde d'Amaryllidaceae
)NMe
H H
AV'jJQ
LN 3
H
(-)- Morphlne (-)-Quinine (+)-Spartéine
Alcalotde isoquinoléique Alcaloide quinoléique Alcalorde quinolizidinique
Alcalorde morphinique Alcaloide de Cinchona Alcaloide [ upinigue

Figure 16 : Quelques exemples d’alcaloides (Hesse, 2002).
I1.3.Interactions polyphénols-protéines

11.3.1.Rappel sur les protéines

Les protéines sont caractérisées par un enchainement d’acides aminés reliés par des liaisons
peptidiques. Ces acides aminés sont arrangés de facon linéaire, définie par le code génétique
et correspondent a la structure primaire des protéines. Selon la séquence de résidus protéiques
qui constituent cette structure primaire, les protéines peuvent adopter différentes structures
secondaires, les principales étant les hélices alpha ou les feuillets béta. Dans cette structure

secondaire, les protéines se replient sur elles-mémes pour permettre la formation de liaisons
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hydrogenes entre les acides aminés. Enfin, les structures secondaires s’organisent les unes par
rapport aux autres pour former une structure tertiaire, impliquant des ponts disulfures
(Kauffman et al., 1991).

11.3.2.Rappel sur les enzymes

Les enzymes, catalyseurs biologiques des organismes vivants, sont des macromolécules de
nature protéique. Elles sont constituées de plusieurs acides o- aminés de la série L unis entre
eux par une liaison formée par condensation entre le groupement carbonyle d’un acide aminé
et le groupement d’un autre acide aminé afin de former une liaison amide. Les enzymes sont

donc des polypeptides de masse moléculaire élevée entre 10 a 1000 KDa.

Le pouvoir catalytigue des enzymes permet de produire de nouvelles substances et de
I’énergic indispensables au bon fonctionnement des organismes vivants. C’est en fonction de

leur activité catalytique que celles-ci sont classées (Vincent, 1996).

La structure d’une enzyme présente un site actif qui a pour rble la fixation sélective du
substrat et sa transformation en produits.

L’amylase (ou a-amylase) est une enzyme appartenant a la classe des hydrolases, elle
catalyse I’hydrolyse des polyméres d’alpha D- Glucose au niveau des liaisons C1-C4 (Figure
17). Elle est produite sous la forme de deux groupes d’isoenzyme génétiquement distincts,
définis selon leur origine (pancréatique P, ou salivaire S). L’amylase est retrouvée dans les
larmes, le lait maternel, la sueur ainsi que dans divers cellules ou organes : leucocytes,
plaquettes, anthérocytes, poumons, prostate ou appareil genital feminin. Elle est filtrée par le

glomérule et éliminée dans les urines.

Le rdle principal de Pamylase est I’hydrolyse de I'amidon présent dans [Palimentation,

genérant le Glucose, maltose et dextrine (Sundarram et Krishma Murty, 2014).

Maltose Glucose
H H H H H
-0 /,0 Q / /, N
H20 H20 H20

Figure 17 : La structure de 'a-amylase (Sundarram et Krishma Murty, 2014).
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11.3.3.Mécanismes d’interactions

La précipitation des protéines par les tannins implique la formation des liaisons hydrogénes
entre les groupements hydroxyles des composés phénoliques et les groupements carbonyles et
amines des protéines, mais aussi des interactions hydrophobes entre les noyaux aromatiques
des polyphénols et les acides aminés apolaires des protéines (Bourvellec et Renard, 2012).
Des liaisons ioniques peuvent egalement étre impliquées entre les ions phénolates et les
cations protéiques (Figure 18).
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Figure 18: Les différents mécanismes potentiels d’interactions entre polyphénols et protéines

(Bourvellec et Renard, 2012).
11.3.4.Conséqguences nutritionnelles des interactions

La conséquence la plus immédiate des interactions entre des polyphénols et des protéines
est la perception d’astringence. Cette interaction provoque la précipitation des protéines
salivaires (les protéines riches en proline, I'a-amylase et les histamines) et la formation
d’agrégats constitués des complexes protéines-tannins qui est a lorigne de la sensation
d’astringence. De plus, Passociation entre les polyphénols et les protéines en font un
inhibiteur enzymatique comme par exemple I’association des polyphénols a la trypsine, au
peptide B-amyloide impliqué dans la maladie d’Alzheimer, ou a des protéines impliquées dans

la réponse anti-inflammatoire (Goncalves et al., 2010).
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111 Matériel et méthodes
I11.1 Matériel végétal

111.1.1. Origine et provenance des échantillons
Les echantillons (Feuilles de Moringa oleifera Lamark) (Figure 19) utilisés au cours
de ce travail proviennent du Sahara algérien (Wilaya de Tamanrasset) ; les feuilles ont été

récoltées fin octobre 2015.

Figure 19 : Plante (A) et feuilles (B) de Moringa oleifera.
111.1.2. Préparation de I’échantillon

Aprés avoir été triées et nettoyées, les feuilles sont mises a sécher a I’air libre et a
’abri de la lumiére ; elles sont ensuite broyées a 1’aide d’un broyeur électrique. La poudre
obtenue (Figure 20) a été ensuite tamisée (tamis électrique (Retsch-AS 200)) pour obtenir une
poudre (de taille des particules inférieure a 0,5 mm) est conservée dans des bocaux en verre a

abri de la lumiére pour éviter toute détérioration.

Figure 20 : Poudre de feuilles de Moringa oleifera.

E
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111.2 Composition chimique globale

La composition chimique globale de la poudre de feuilles de Moringa oleifera est
déterminée selon les méthodes de PAOAC (1990).

La matiére séche est obtenue par dessiccation d’un échantillon de poids connu a
Iétuve a 105°c pendant 24h jusqu’a poids constant (AOAC, 1990).

Pour lobtention des cendres, P’échantillon est soumis a une incinération a 550°C ;

(pendant 5h), le résidu obtenu est déterminé par pesée des cendres.

Les matieres grasses sont déterminées par La méthode de soxhlet (Figure 21) qui
consiste a libérer la matiére grasse a I'aide d’un solvant organique non miscible a I'eau, suivi
de I'évaporation du solvant et de la pesée de I’extrait obtenu aprés dessiccation a 105°C

pendant 24 heures.
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Figure 21: Extraction des matieres grasses par soxhlet
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La teneur en protéines est déterminée par la méthode de Kjeldahl. Le taux en protéines

est calculé en utilisant un facteur de conversion de lazote (6,25).

Cette technique est basée sur le dosage de I’azote total présent dans I'échantillon. Elle

s’effectue en trois étapes :
e Minéralisation

Pendant I’étape de la minéralisation, l'azote protéique est transformé en azote
ammoniacal par oxydation de la mati¢re organique dans I’acide sulfurique concentré a haute

température 400°C, en présence d’un catalyseur.

L’acide sulfurique concentré a pour but d’oxyder la matiére organique et de
transformer 1’azote protéique en ammoniac NHs Il sert également & piéger I'ammoniac

gazeux sous la forme de sulfate d’ammoniac.

e Distillation

Une distillation & froid de 'ammonium par I'ajout d’un excés de soude afin de changer
le pH acide en un pH basique. Cette étape a pour effet d’obtenir ’'ammoniac qui sera entrainé
par la vapeur de distillation. L’ammonium sera ainsi piégé par l’eau formée apres

condensation en hydroxyde d’ammonium.
e Titrage

Un titrage de ’ammoniac complexé avec de I’acide borique (H3BO3) par une solution

titrant de I'acide sulfirique en présence d’un indicateur coloré.

» Mode opératoire
On introduit une prise d’essai de 0,5g d’échantillon, 2g de catalyseur (3g de sélénium,
20g de sulfate de cuivre, 80g de sulfate de potassium) et 20ml d’acide sulfurique (98%) dans
des matras. Ces derniers sont placés sur un bloc minéralisateur chauffé a 400°C pendant une
heure sous une hotte qui aspire les vapeurs sulfureuses résultantes de la décomposition
partielle de I’acide sulfurique. Le chauffage est maintenu jusqu’a obtention d’un filtrat

limpide.

Un témoin est réalisé dans les mémes conditions.
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Apres refroidissement des matras, le volume est ajusté jusqu’a 100ml avec de I’ecau

distillée.
L’ammoniac est distillé a ’'aide d’un analyseur en présence de la soude 40%.

Le distillat recueilli dans un bécher contenant 20ml de solution d’acide borique est titré par

I'acide sulfurique 0,01N jusqu’ avoir un virage du vert au rose clair.

» Expression des résultats

V1-v0)0,28
N% = (v1-V0)0.28 X100

P essai

Si on admet que l'azote représente une moyenne de 16% de la masse des protéines, la

concentration en protéines sera :

P%=N%x6 ,25
N% : pourcentage d’azote.
P% : pourcentage de protéine.

V1: volume en millilitre de I'acide chlorhydrique titré.

Vo: volume en millilitre de I'acide chlorhydrique utilisé lors de témoin.

Pessai: la masse en gramme de la prise d’essai
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I11.2.1.Extraction etdosage des différents types de protéines
111.2.1.1 Extraction

L’extraction des différentes classes de protéines (Figure 22) est réalisée par la méthode
(Nasri et Triki, 2007).

0,1g de poudre délipidée

Extraction avec 10ml de H,O,

Centrifugation & 10000 rpm & 4 ¢ pendant : Surnageant
) —+ (Albumines)
20min ferereecessnsne?
Culot (1)
Extraction avec 10ml de Nacl 0,5M,
Centrifugation & 10000 rpm & 4 ¢ pendant
« Surnageant
- ﬁ : .
20min : (Globulines)
Culot(2) feeereeenecnneenat
Extraction avec 10ml de I'isopropanol
559, Centrifugation & 10000 rpm a4c Sumageant
- ﬁ L4 . :
pendant 20min : (Prolamines) :
Culot(3) fereeeennsecnned

Extraction avec 10ml d’acide acétique 0,2N,

Centrifugation & 10000 rpm a4 pendant____ i Surnageant

: (Glutélines)

20m|n Résidus :.....oooooooooo--:

Figure 22 : schéma d’extraction des différentes classes de protéines de réserve
(Nasri et Triki, 2007).
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111.2.1.2 Dosage
Les protéines ont été dosées selon la méthode de Bradford (1976).

» Principe
La méthode de Bradford utilise le réactif de bleu de Comassie. Sous sa forme
cationique libre, ce réactif absorbe la lumiére a une longueur d’onde de 465 nm.
Lorsqu’ il est mis en contact avec une solution protéique a doser, il se lie aux protéines
présentes et aux groupements aromatiques ce quia pour effet de déplacer sa principale
raie d’absorption a 595 nm. (Mensi et al., 2009).
» Mode opératoire

50ul d’extrait de protéines sont additionnés a 50ul d’eau distillée et a 2ml de bleu de
Comassie, aprées stabilisation de la couleur (5min), la lecture des absorbances est effectuée a

une longueur d’onde de 595nm a I'aide d’un spectrophotométre.

Les concentrations sont déterminées par référence a une gamme étalon a base de BSA,
préparée dans les mémes conditions opératoires que les échantillons (annexe 3). Les résultats

sont exprimés en mg équivalent de BSA par g d’échantillon (mg E BSA/Qg).
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111.2.2 Extraction etdosage des sucres totaux

111.2.2.1.Extraction
L’extraction des sucres totaux (Figure 23) est réalisée selon la méthode (Chow et
Landhaisser, 2004).

» Mode opératoire

Sml de I’éthanol 80%

Incubation au bain marie 95 ¢/10min

........................... v

! Surnageant — Centrifugation & 2500 tr/5min

50 mg de poudre

P

Culot

-

Ajout de 5Sml de I'éthanol 80%

P

Incubation au bain marie 95 ¢/10min

P

; Surnageant — Centrifugation & 2500 tr/5min

<

Culot

»a

Ajout de 5ml de I’éthanol 80%

g

Incubation au bain marie 95 ¢/10min

........................ I

4_ Centrifugation a 2500 tr/5min

e —— : l

Culot

Figure 23 : protocole d’extraction des sucres totaux (Chow et Landhaisser, 2004).
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111.2.2.2 Dosage

Le dosage des sucres totaux est réalisé selon la méthode de Dubois et al (1956).
» Principe

En présence du Phénol et d’acide sulfurique concentré, les oses donnent une couleur
jaune-orange dont I’intensité est proportionnelle a la concentration en glucides. La densité

optique est déterminé a 570nm (Boulal et al., 2013).
» Mode opératoire

1 ml du surnageant a été mélangé avec 1 ml du phénol (5%), suivi de 5 ml d’acide
sulfurique (98%). Le mélange est agit¢ afin d’homogénéiser le contenu. Apres 30 min
d’incubation a I'obscurité, ’absorbance de la solution est déterminée a 490 nm contre un

blanc.

La teneur en sucres est rapportée a une gamme étalon obtenu avec du glucose utilisé
comme standard (annexe Il1). Les résultats sont exprimés en mg équivalent de glucose par g
d’échantillon (mg EQ/q).

111.2.3 Dosage des sucres réducteurs

» Principe
Le DNS ou acide 2hydroxy-3.5-dinitrobenzoique est un indicateur de la présence des
sucres réducteurs ; sous forme oxydée il est jaune. En présence de sucres, il se transforme en

sa forme réduite de couleur rouge (Lindsay, 1973).

» Mode opératoire
2 ml de 3,5 DNS sont ajoutés a 1ml d’extrait. Apres homogenéisation, le mélange est
incubé & 100 c pendant 10min. Aprés refroidissement @ Température ambiante, 2ml d’eau
distillée sont ajoutées et I’absorbance est mesurée a 570nm.
La teneur en sucres réducteurs est déterminée par référence a une courbe d’étalonnage
obtenue avec le glucose (annexe llI). Les résultats sont exprimés en mg équivalent du
glucose (EAG) par g d’échantillon (mg EAG/g).
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111.3 Extraction et dosage des composés phénoliques

111.3.1 Extraction

L’extraction des composés phénoliques est réalisée par macération selon la méthode
d’0Oomah et al., (2010) ; quatre solvants d’extraction (eau distillée, méthanol 60% ,

méthanol 80% et méthanol 100%) sont utilisés.
» Principe

Quand une matrice est au contact d’un solvant, les composants solubles migrent vers le
solvant. L’extraction est un transfert du principe actif de la matrice vers le solvant selon un

gradient de concentration (Handa, 2008).

» Mode opératoire

2.5 g d’échantillon sont extraits avec 100 ml de solvant d’extraction (eau distillée,
méthanol 60%, méthanol 80% et méthanol 100%). Apreés agitation magnétique pendant 2h &
température ambiante, les extraits sont filtrés sous vide puis centrifugés pendant 30 min a
4500 tours/min. Les filtrats sont conserves au frigo pour la quantification des composés

phénoliques

111.3.2.Dosage des phénols totaux solubles

Le dosage des phénols totaux solubles est réalisé selon la méthode Skergetet al., (2005).

» Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu, mélange d’acide phosphotungstique (H3zPW12040) et
d’acide phosphomolybdique (H3PMo01204), est réduit en présence de polyphénols en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WgO-3) et de molybdéne (MogO23). La coloration bleue
produite est proportionnelle au taux des composés phénoliques présents dans le milieu

réactionnel (Ribérau-Gayon, 1968).
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» Mode opératoire

500ul d’extrait sont mélangés avec 2.5 ml du réactif de Folin-ciocalteu (10%). Apres 5 min,
2 ml de carbonate de sodium (75g /I) sont ajoutés. Le mélange est incubé & 50°c pendant 5
min ; aprés refroidissement I’absorbance est mesurée a 760nm contre un blanc préparé dans

les mémes conditions.

Les concentrations en phénols totaux solubles sont determinées par référence a une courbe
d’étalonnage obtenue avec I’acide gallique (annexe Ill). Les résultats sont exprimés en mg

équivalent d’acide gallique (EAG) par g d’échantillon (mg EAG/g).
111.3.3. Dosage des flavonoides

Les teneurs en flavonoides sont déterminés par la méthode Lamaison etcarnet, (1990).

» Principe

La méthode repose sur le principe du dosage direct par le chlorure d’aluminium (Figure
24). En effet, les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5,
susceptible de donner en présence de chlorure d’aluminium un complexe jaunatre par
chélatation de I'ion A", La coloration jaune produite est proportionnelle & la quantité de
flavonoides présents dans I'extrait (Ribéreau-Gayon, 1968).

Figure 24 : Réaction du Chlorure d’Aluminium avec les flavonoides
(Ribéreau-Gayon, 1968).
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» Mode opératoire

Iml de chlorure d’aluminium (AICI3, 6H,0) a 2% sont ajoutés a 1ml d’extrait. Le
mélange est homogénéisé et incubé a température ambiante pendant 15min a I'abri de la
lumiere. L’absorbance est mesurée a 430 nm contre un blanc préparé dans les mémes
conditions.

La teneur en flavonoides est déterminée en se référant a une courbe d’étalonnage
obtenue avec la Quercétine (annexe 3). Les résultats sont exprimés en mg équivalent de
Quercétine (EQ) par g MS (mg EQ/gMS).

111.3.4. Dosage des tanins totaux et des phénols non liés a la protéine

Le dosage des tannins totaux (Figure 25) et des phénols non liés a la protéine (Figure 25) est
effectué par la méthode de Hagerman et al., (2002).

» Principe

Les Tannins sont connus par leur propriété principale qui est la précipitation des
protéines en fonction des facteurs lies au milieu réactionnel (pH). L’utilisation de la BSA dans
le dosage des tannins en milieu acide a pour but de séparer ces derniers des autres
polyphénols présents dans I’extrait. Hagerman (2002) rapporte que Le chlorure ferrique
(FeCk) reagit avec les tannins en milieu alcalin : (SDS/TEA) pour former des chélateurs de

couleur violette.

E



Partie pratique Matériel et Méthodes

» Mode opératoire

1ml d’extrait \ / 2ml de la solution de BSA

Incubation & 4 ¢ pendant 24h

y
Centrifugation a 14000 tr/min pendant 15min

Culot Surnageant
3 3
Dosage des tannins totaux Dosage des phénols non liés a la

protéine (Skerdget et al., 2005)

\ 4
4ml de la solution (SDS/TEA)

¥

1ml de Fecl;

ooooooooooooooooooooooo
.

Incubation a I'obscurit¢ pendant 15min

¥

Mesure de ’absorbance a 510 nm

Figure 25 : protocole de dosage des tannins totaux et des phénols non liés a la protéine
(Hagerman et al., 2002).

111.3.5. Dosage des tanins hydrolysables
Le dosage des tanins hydrolysables est réalise par la méthode au chlorure ferrique

rapportée par Mole et Waterman, (1987).

» Principe
Les tanins hydrolysables réagissent avec le chlorure ferrique et donnent une coloration

bleue mesurée par spectrophotométrie (Biaye, 2002).
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» Mode opératoire

3,5ml du chlorure ferrique (Fecl; a 0,01M dans HCI a 0,001M) sont ajoutés a 1ml d’extrait.
Aprés homogénéisation, ’absorbance est mesurée a 660 nm contre un blanc préparé dans les
mémes conditions

La teneur en tannins hydrolysables est déterminée en se référant a une courbe d’étalonnage
obtenue avec l'acide tannique (annexe 3). Les résultats sont exprimés en mg équivalent

d’acide tannique/g d’échantillon (mg Eq AT /gMS).

I11.4. Mise en évidence de la présence d’autres métabolites secondaires

111.4.1. Saponines

La présence de saponines est révelée par le test de Yadav et Agarwala (2011).
Iml d’extrait est ajouté a 3ml d’eau distillée. Apres agitation pendant 2 minutes, la formation

d’une mousse persistante indique la présence des saponines.

111.4.2. Alcaloides
La détection d’alcaloides est réalisée selon la méthode d’Amana (2007).
Quelques gouttes du réactif de Bouchardat sont ajoutées a 2ml d’extrait. La formation d’un
précipité brun-noir, brun-terne ou jaune-brun indique la présence de ces métabolites dans le

milieu.

111.4.3. Terpénoides
La méthode d’Aziman et al. (2012) permet de mettre en évidence la présence de
terpénoides. 2,5ml d’extrait est ajouté a I ml de chloroforme. Aprés homogénéisation, 1.5 ml
d’H2S04 concentré sont ajoutés au mélange. La formation d’une couleur brun-rouge a

I'mterface indique la présence de ces composés.

111.4.4. Tannins
2 a 3 gouttes d’une solution de Fecls (2%) ont été ajoutées a 1ml de chaque extrait.
L’apparition d’une coloration bleu foncée signale la présence des tannins galliques, tandis que
celle d’une coloration vert foncée indique la présence des tannins catéchiques. La coloration

bleu-verdatre a indiqué la présence des deux types de tannins (Soulama et al., 2014).

5



Partie pratique Matériel et Méthodes

I11.5.Effet des extraits des feuilles de Moringa oleifera sur Pactivité de I’a-

amylase

Nous avons mesuré la production du maltose par action de o-amylase sur ’amidon de
pomsme de terre en présence de deux doses (D1=2D2) d’extrait de feuilles de Moringa
Oleifera.

» Mode opératoire

Les extraits sont reconstitués dans le DMSO (dimethylsuphoxide).

Le dispositif expérimental utilisé est résumé dans le tableau X

Tableau X : Dispositif expérimental utilisé pour 'a-amylase (Shrikant etal., 2013).

Témoin Blanc de | Ext D1 Blanc Ext | Ext D2 Blanc Ext
témoin D1 D2

Extrait de
plante — — 160 ul 160 ul 160 ul 160 ul
Solution
d’amidon 1,6ml 1,6ml 1,6ml 1,6ml 1,6ml 1,6ml
0,5%
Eau distillé 640ul 1,44ml 640ul 1,44ml 640ul 1,44ml
Enzyme
4U/ml 80o0ul — 800ul — 80o0ul —
DMSO 160 ul 160 ul — — — —
Ext D1 : extrait a dose 1 DMSO : dimethylsuphoxide
Ext D2 : extrait a dose 2 D1=2D2

Incuber les 06 tubes a 25°C pendant 5min.

e Prelever 800 ul de chaque tube et ajouter 400 ul de DNS pour les 800 ul.
e Incuber & 85°C pendant 15 min puis ajouter 3,6 ml d’eau distillée.

e La lecture se fait a 540 nm.

e Tous les essais sont répétés 5 fois pour les 4 extraits.

Compte tenu de nos conditions expérimentales, nous nous sommes limitées a la lecture de

I’absorbance des échantillons en présence d’extraits.
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I11.6.Analyse statistique des résultats

Toutes les mesures sont réalisées en triple et les résultats exprimés par la moyenne + écart
type.

Les résultats obtenus ont fait I’objet d’une analyse statistique au moyen du logiciel statistica
5.5 :analyse de la variance (ANOVA) et comparaison multiple des moyennes.

Les difféerences sont considérées significatives a p<0,05.
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IV. Résultats
IV.1. La composition chimique globale

La figure 26 résume la composition chimique globale des poudres de feuilles de Moringa

oleifera.
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0 T T T T Constitution chimique
Proteines  Matiére grasse Sucres Cendres Sucres totau:
Brutes réducteurs

% de la matiére séche

Figure 26 : Composition chimique de la poudre de feuilles de Moringa oleifera.

Ces feuilles sont riches en sucres totaux (56.17%), avec des sucres réducteurs présents

a hauteur de 11.68% de la matiére séche.

Les matieres grasses representent 11.36% de la matiere séche contre 9.11% pour les

protéines brutes.

La figure 27 montre que les poudres de feuilles de Moringa renferment différents

types de protéines.
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globuline glutéline prolamine albumine Types de protéines
Figure 27: Teneurs des différents types de proteines des extraits de feuilles de
Moringa

les valeurssuivie s de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p»0.05)

Les albumines sont les protéines majeurs : elle forme30.72 mg Eq BSA/g, suivie par
les prolamines et les glutélines qui forment respectivement 14.81 mg Eq BSA/g et 8.28 mg Eq
BSA/g.la fraction globuline est peu présente avec seulement 6.31 mg Eq BSA/g.
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IV.2. Teneurs en composés phénoliques
IV.2.1 Phénols totaux solubles

Selon la figure 28, La teneur en phénols totaux solubles des différents extraits varie en
fonction du type de solvant utilisé.

1,8
1,6 -

1,4 -
1,2 +

1 —
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2

0 -

Meth 60 METH 80 Meth 100

mg Eq AG/g

Extraits

Figure 28: Teneurs en phénols totaux soluble des différents extraits
les valeurs suiviesde la méme lettre ne sont pas significativement différentes
(p>0.05)
L’analyse statistique montre une variabilité significative des teneurs en phénols totaux

solubles des différents extraits : la plus grande valeur est enregistrée avec le méthanol 80.

La substitution partielle de I'eau distillée par le méthanol 80 permet une amélioration
significative (p<0.05) de 56 % ; avec le méthanol 60 nous relevons une augmentation
significative (p<0.05) de 40%.

La substitution totale de Il'eau distillée par le méthanol n’améliore pas

significativement (p>0.05) la teneur en phénols totaux solubles.

Nous notons que les extraits obtenus avec chacun des deux solvants (eau et méthanol)
utilisés seuls ne manifestent pas de différences significative (p>0.05) dans les teneurs en

phénols totaux solubles.
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1VV.2.2. Flavonoides

Les résultats illustrés dans la figure 29 rapportent que le taux de flavonoides differe d’un

extrait a un autre.
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Figure 29: teneurs en flavonoides des différents extraits
Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p»0.05)

Nos données analytiques montrent que les teneurs en flavonoides varient d’un extrait a
un autre.

L’analyse de la variance montre un effet trés significatif (p<0.05) du facteur solvant

d’extraction.

Nous notons que [Iutilisation de Ieau s’accompagne de la plus faible teneur en
flavonoides : 0.91mgEq Q/g Ech contre 1.62 (méthanol 80) a 1.93 mg EqQ/g Ech (méthanol
100).

La substitution partielle de I'eau par le méthanol (60 ou 80) s’accompagne d’une
augmentation significative (p<0.05) des teneurs en flavonoides : + 77% (méthanol 80) a
+107% (méthanol 60).

La substitution totale de I'eau par du méthanol induit une augmentation de la teneur en

flavonoides de 1119%.
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IV.2.3.Tannins hydrolysables

La figure 30 réwvele Texistence d’une variabilit¢ significative (p<0.05) des teneurs en

tannins hydrolysables en fonction de la nature du solvant d’extraction.

mg Eq AT/g
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Figure 30 : Teneurs en tannins hydrolysables des differents

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes(p>0.05)

o

Les teneurs enregistrées varient de 15.01 mg Eq AT/g Ech (méthanol 60) a 72.89 mg Eq
AT/g Ech (méthanol 100). L’effet de la présence du méthanol dans le solvant semble

dépondre de son taux d’incorporation.

A faible taux (60% du milieu d’extraction), nous enregistrons une baisse significative
(p<0.05) de la solubilisation des tannins hydrolysables de 26.90%.

Lorsque le méthanol représente 80 ou 100% du solvant d’extraction, nous relevons par
contre une augmentation significative (p<0.05) dans la teneur en tannins hydrolysables :
25.83% (méthanol 80) et 254.95% (méthanol 100).
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IV.2.4.Phénols non liés a la protéine

La figure 31 montre que la teneur en phénols non liés a la protéine varie avec le solvant

d’extraction utilisé.
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Figure 31: Teneurs en phénols non liés a la protéines des différents extraits.

les valeurs suivies de laméme lettre ne sont pas significativement différentes (p<0.05)

La présence de méthanol dans le solvant d’extraction modifie significativement les
teneurs en phénols non liégs a la protéine. Dans nos conditions expérimentales, nous notons
que l'optimum de la teneur est enregistré avec le méthanol 60% : 29.67 contre 22.13 mg Eq
AT/g ech.

Au-dela de 60%, nous relevons I'amorce d’une baisse des teneurs en phénols non liés a la

protéine qui demeurent cependant supérieurs a celles des extraits agqueux.
IV.3.Mise en évidence d’autres métabolites secondaires

Les différents tests appliqués aux différents extraits ont révélé la présence d’autres
métabolites secondaires : La présence de Saponines est déterminée par la formation d’une
mousse persistante (figure 32). Les extraits hydro-alcooliques binaires (méthanol 60 et 80) ont
donné des quantités de mousse importantes suivie de DIextrait aqueux avec une quantit¢ de
mousse moins importante. L’extrait méthanoique pur semble contenir moins de saponines que

les autres extraits.
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Figure 32 : Mise en évidence des saponines dans les extraits de feuilles de Moringa oleifera.

La présence des terpénes est déterminée par Iapparition d’une couleur brun-rouge a
I'interface (figure 33). Les terpénoides sont uniquement détectés dans les extraits hydro-

alcooliques binaires (méthanol 60 et 80).
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Figure 33 : Mise en évidence des terpénoides dans les extraits de feuilles de Moringa
oleifera.

L’existence d’Alcaloides dans les différents extraits est déterminée par la formation
d’un précipité brun-terne (Figure 34). L’extrait aqueux a révélé la présence d’alcaloides en
abondance par la formation d’un précipit¢ brun-terne remarquable suivie des extraits hydro-
alcooliques binaires (méthanol 60 et 80) avec un précipit¢ moins important. L’extrait
méthanolique pur parait contenir peu d’alcaloides.
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Figure 34 : Mise en évidence d’alcaloides dans les extraits de feuilles de Moringa oleifera.

L’apparition d’une coloration bleu foncée dans les différents extraits montre que les
diffrents extraits sont pourvus en tannins. L’extrait méthanolique pur semble contenir la plus
importante quantité en tannins (figure 35).

Figure 35 : Mise en évidence des tannins dans les extraits de feuilles de Moringa oleifera.
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Le résultat de I'analyse phytochimique de nos extraits est résumé dans le tableau XI.

Tableau XI : Résultats de mise en évidence de saponines, terpénoides, alcaloides et tannins

Extrait Saponines Terpénoides Alcaloides Tannins
ED
++ - +++ +

Meth60%

+++ +++ ++ +
Meth 80%

+++ +++ ++ +
Meth 100%

+ - + ++

++ : Présence du composé, +++ : Présence en abondance, + : Réaction faible.

ED : Extrait aqueux des feuilles, Meth 60% : Extrait méthanolique 60% des feuilles, Meth
80% : Extrait méthanoligue 80% des feuills, Meth 100% : Extrait méthanolique 100% des
feuilles.

IVV.4.Effet des extraits de feuilles de Moringa oleifera sur ’activité de I’a-

amylase

Nos conditions experimentales ne nous ont pas permis d’évaluer I'effet inhibiteur des

extraits, des problemes analytiques ou de qualité des produits serait a I’ origine.
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V. Discussion générale

Moringa oleifera est connue pour sa richesse en nutriments. Dans ce projet de travall,
nous nous sommes intéressées a I’évaluation de la composition chimique de feuilles de

Moringa oleifera ainsi que la teneur en composés phénoliques.

Globalement, la quantité de matieres grasses (11.36 %) de la poudre de feuilles de
Moringa oleifera s’intégre dans I'intervalle (1.4 a 17.1 %MS) des valeurs rapportées par
Foidl et al., (2001) et Abdalla ., (2013). Nos données pour Les cendres (12.49 % MS) et les
protéines brutes (9.10%) sont comparables a celles rapportées par Tchiégang et Aissatou,
(2004) pour les cendres (8 a 13 %MS) et pour les protéines (1.71 a 25.1 %MS) rapportées par

Sanchez-Machado et al., (2009).

La poudre des feuilles de Moringa oleifera s’avére une source importante en sucres
totaux (56.17% MS). Cette valeur s’accorde avec les données (49.52 % MS) de Tchiégang et
Aissatou, (2004) ; la teneur en sucres réducteurs (11.68 %MS) est plus faible par rapport a
celle retrouvée dans la littérature (39.16 %MS) selon Tchiégang et Aissatou., (2004).

La matiere végétale étudiée renferme les quatre fractions protéiques (albumines,
prolamines, glutélines et globulines).Les albumines sont les protéines majeures (30.72 mg Eq
BSA/g), par contre les globulines sont présentes mais a des quantités faibles (6.31 mg Eq

BSA/g). Ces résultats rejoignent les données et conclusions de Nasri et Triki., (2007).

Il est difficile de comparer nos données a celles de la bibliographie, tant de nombreux
facteurs peuvent intervenir : conditions agro-climatiques, nature du cultivar, origine
géographique, partie de la plante, facteurs génétiques, degré de maturité, conditions de

stockage ainsi que les méthodes analytiques.

Les differents dosages réalisés confirment la présence de plusieurs classes de
composés phénoliques (phénols totaux solubles, flavonoides, tannins  hydrolysables et les

phénols non liés a la protéine).

La teneur des composés phénoliques présents est exprimée en mg équivalent d’acide
gallique, et la teneur en flavonoides est exprimée en mg equivalent quercetine/g de la matiere

Végétale.
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La teneur en phénols totaux solubles (1.001 a 1.559 mg Eq AG/g) s’avere faible par
rapport aux données de la bibliographie (3.75 a 45.81 mg Eq AG/g) rapportées par Sreelatha
et Padma, (2009). La quantité des flavonoides présente dans les feuilles de Moringa oleifera
(0.91 a 1.93 mg Eq Q/g) est inférieure a celle retrouvées dans la littérature (8.25 a 40.14 mg
Eq Q/g) rapportée par Vangsak et al., (2013) et Suphachai, (2014).

L’extraction a pour but de diffuiser dans la phase liquide des composés phénoliques
présents dans la matiere végétale (Ryan et al., 2002). Comme le soulignent Turkmen et al
(2006), les solvants utilisés pourraient ne pas solubiliser et extraire les mémes composés
bioactifs. Nos données traduisent des différences de solubilit¢ des composés dosés et
corroborent les résultats de divers auteurs. Les systemes de solvants binaires sont plus

performants et favorables dans I'extraction des composés phénoliques dans la plante.

L’eau peut dissoudre des molécules indésirables telles que les protéines et les
polysaccharides. La méthode du réactif du folin-ciocalteu donne une estimation brute des
composés phénoliques présents dans I'extrait (Wong et al., 2006 et Tawaha et al., 2007).
Certains interférents peuvent interagir avec le réactif donnant lieu a une concentration élevée
en composés phénoliques. Le dosage par la méthode spectrale peut amener a une
surestimation de la teneur en composés phénoliques totaux dans le matériel végétal, cela est
dd au chevauchement des réponses spectrales et aux interferents tels que les substances
réduites (Naczk et Shahidi, 2004).

L’analyse phytochimique de nos extraits a révelée la présence de diverses classes
d’agents phytochimiques présents dans nos extraits a divers degrés. C’est le cas des saponines
et terpénoides qui sont trés présents dans les extraits a solvant binaires (méthanol 60 et 80) ;
les alcaloides sont solubilisés surtout par I'eau distillée et dans une moindre mesure par le
solvant binaire. Nos observations s’accordent avec les données rapportées par Alhakmani et
al. (2013) et Chouldhar et al, (2013). Les mémes auteurs citent la présence de divers autres
métabolites tels que les stérols, glycosides, caroténoides... dans Moringa oleifera. Un certain
nombre de rapports scientifiques indiquent que certains terpénoides, stéroides et les composés
phénoliques comme les tannins, coumarines et les flavonoides ont des effets protecteurs en

raison de leurs propriétés antioxydantes (Sreelatha et Padma, 2009).
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Conclusiongénérale etperspectives

La présente étude a permis d’évaluer d’une part la composition chimique globale et
d’autre part la teneur en composés phénoliques de la poudre de feuilles de Moringa oleifera,

ainsi que la mise en évidence de la présence d’autres métabolites secondaires.

Les feuilles de Moringa oleifera sont un légume de bonne qualité nutritionnelle et sont
I'un des meilleurs légumes tropicaux. La poudre de ses feuilles se caractérise par sa richesse
en sucres totaux (56.17%), cendres (12.49%), sucres réducteurs (11.68%), matiere grasse
(11.36%) et en protéines brutes (9.11%).

La poudre des feuilles de Moringa oleifera renferme les quatre fractions protéiques.
Les albumines sont les proteéines majeures (30.72 mg Eq BSA/g), les prolamines et les
glutélines sont présents respectivement a commencé de 14.81 mg Eq BSA/g et 8.28 mgEqQ
BSA/g. La fraction globuline est peu présente avec seulement 6.31 mg Eq BSA/g.

Les differents dosages réalisés sur la poudre de feuilles de Moringa oleifera ont
révélés la présence de plusieurs classes de composés phénoliques : phénols totaux solubles
(1.001 a 1.559 mg Eq AG/g ech), flavonoides (0.914 a 1.537 mg Eq Q/g ech), les tannins
hydrolysables (15.012 a 72.899 mg Eq AT/g ech) et phénols non liés a la protéine (22.131 a
29.673 mg Eq AT/g ech). Les extraits hydro-alcooliques binaires et méthanoliques sont plus

riches en composés phénoliques que les extraits aqueux.

Les tests phytochimiques ont permis de mettre en évidence des saponines, des
alcaloides, des terpénoides et des tannins dans les différents extraits de poudre de feuilles de

Moringa oleifera.
Ce travail mérite d’étre poursuivi et approfondie par :

v’ Caractérisation approfondie des feuilles et autres parties de Moringa en vue
d’une application nutritionnelle.

v Détermination des teneurs en composés phénoliques présents dans d’autres
parties de la plante (tige, graine, amande, gousse, racines, ...), identification
et caractérisation des activités biologiques des composés phénoliques.

v' Des études in vivo sur des modeles animaux et les essais cliniques pour

évaluer les intéréts thérapeutiques et pharmacologiques de cette plante.
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Annexe |

Tableau 111 : valeurs nutritionnelles des différentes parties de Moringa oleifera (Saha et

al., 2012).

Partie de la plante Nutriments

Feuilles Riches en protéines, caroténe, fer et acide ascorbique. Contient le
magnésium et le potassium.

Fleurs Cuivre : 0,62 mg, soufre: 137mg, chlore : 423mg, acide oxalique :
101mg et de la lysine.

Gousses Riches en acides aminés (alanine, arginine, glycine, serine,
thréonine, valine, acide glutamique et acide aspartique) et lysine.

Graines Dérivé benzylisothiocyanate et benzoisothiocyanate.

Racines Anthomine et pterygospermine (Antibiotiques).

Tableau 1V : Composition moyenne des feuilles de Moringa oleifera (Broin, 2005).

Données pour 100 grammes de matiére séche

Composition globale Acides aminés (mg)
Calories (kcal) 300 Arginine 1600
Protéines () 25 Histid ine 530
Glucides (g) 40 Isoleucine 1140
Lipides (g) 8 Leucine 2050
Minéraux (g) 12 Lysine 1200
Fibres (g) 15 Méthionine 370
Teneur en eau % 75 Phénylalanine 1400
Thréonine 1080
Minéraux (mg) Tryptophane 580
Calcium 2100 Valine 1400
Acide aspartique 1670




Listes des annexes

Cuivre 1 Acide glutamique | 2470
Fer 27 Sérine 840
Potassium 1300 Glycine 960
Magnésium 405 Alanine 1260
Phosphore 310 Tyrosine 910
Manganese 8 Cystéine 360
Soufre 740 Proline 1230
sélénium 2,6 850
Zinc 2,6
Molybdéne 0,5 Acides gras
Sodium 100
Vitamines C16:0 530
Vitamine A(UI) 14300 Cc18:0 70
Vitamine C(mg) 850 C18:1 60
Cc18:2 170
C18:3 1140

Tableau V: Teneur en nutriments des feuilles séches et fraiches (Aberra, 2011).

Nutriment Aliment commun Feuilles fraiches Feuilles seches
Vitamine A Carotte 1.8 mg 6.8 mg 18.9 mg
Calcium Lait 120 mg 440 mg 2003 mg
Potassium Banane 88 mg 259 mg 1324 mg
Protéine Yaourt 3.19 6.7 9 27.1 mg
Vitamine C Orange 30 mg 220 mg 17 mg
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Tableau VI: Teneur en phénols totaux des feuilles de Moringa fraiches et apres
extraction (Foidl et al., 2001).

Echantillon Phénols Tannins Tannins Saponines Phytates
totaux (%o) (%) condensés (%) (%)
(%)
Feuilles séches 1,6 0,0 0,0 0,2 2,5
Feuilles fraiches 3,4 1,4 0,0 5,0 3,1

Tableau VII : Importance médicinale des différentes parties de Moringa oleifera.

Activite Nature de P’extrait Composé Références
pharmacologique responsable
Activité -Extraits de feuilles, -4-(-L- (Farooq et al.,
antimicrobienne graines, racines et de rhamnopyranosyloxy) | 2007)
I’écorce benzyl isothiocyanate
-4-(-L-
rhamnopyranosyloxy)

benzylglucosinolate
-Pterygospermine

Activité anti- -Extraits méthanoliques des | - acétate Aurantianide | (Alhakmani et
inflammatoire racines, tiges, feuilles et -1,3-dibenzyl urée al., 2013)

fleurs.

Extraits aqueux des racines

-Extraits éthanoliques des

graines
Activité anti- -Différents extraits des (Kesharwani et
tumorale feuilles -Thiocarbamate al., 2014)

- Extraits éthanoliques des | -lIsothiocyanate

graines
Activite -Extraits éthanoliques des (Debnath et al.,
hepatoprotective feuilles — 2011)

-Extraits alcooliques des

graines
Activite -Extraits méthanoliques (Saha et al.,
antiépileptique des feuilles — 2012)
Activité - Extraits aqueux, (Georgewill et
antioxydante méthanoliques et Kaempferol al., 2010)

éthanoliques des feuilles et
des racines
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Activité -Extraits éthanoliques des | Thiocarbamate et (Jaiswal et
cardiovasculaire feuilles isothiocyanate al.,2009)
glycosides
Activité antiulcer | -Extraits aqueux des (Kavitha et al.,
feuilles — 2012 ; Saha et
al., 2012)
Activité Extraits aqueux des feuilles (Jaiswal et al.,
antidiabétique — 2013)
Activité -Extraits alcooliques des (Jaiswal et al.,
antiasthmatique graines — 2009 ;Farooq et
al., 2007)
Activité -Extraits methanoliques des (Georgewill et
analgésique racines — al., 2010 ;
Choudhary et
al., 2013)
Activité -Infusions des fleurs, (Kesharwani et
diuréticue feuilles, racines, graines et — al., 2014)
de I’écorce
Tableau VIII: quelques résultats obtenus par aspersion foliaire d’une phytohormone

naturelle extraite du Moringa (Foidl et al., 2001).

Culture Effets de I’hormone | Rendement avec | Rendement  sans
de Moringa hormone hormone
(kg /manzana’) (kg /manzana)
Arachide Fleurs plus grandes

MS plus élevée

Rendement amélioré 3750 2954
Fruts de meilleure
qualité
Soja CEA-CH 86 Fleurs plus grandes
Biomasse plus élevée
Rendement amélioré 2182 1591
Mais NB-6 Rendement amélioré 6045 4454
Oignon Poids moyen plus 2954 2591
élevé
Tomate Floraison améliorée - -
Poivron MS plus élevée 17380 11752
Cafe Grains plus gros 1682 1408

Production des feves
améliorée
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Canne a sucre

Plus de pousses par
souche plantee

Pourcentages de 82400 77320
sucres et  minéraux
plus élevés

1manzana = 0,705 hectares ou 7050 m?

Tableau IX : Activités biologiques des composes polyphénoliques.

anti-inflammatoires,
hypotenseurs,  diurétiqgues et

antioxydantes

Polyphénols Activités Source
Acides Phéenols Antibactériennes, antifongiques

et antioxydantes (Rangkadilok et al., 2007)
Flavonoides Antitumorales, anti

carcinogenes,

Tanins galliques et

catéchiques

Antioxydantes

(Rahman et al., 2006)

Proanthocyanidines

Effets sur le

collagéne,

stabilisants
antioxydantes, antitumorales,
antifongiques et anti-

inflammatoires.

(Hennebelle et al.,2004)
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Absorbances (760 nm)
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage de dosage des phénols totaux solubles.
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Figure 2: Courbe d’¢talonnage de dosage des flavonoides.
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Figure 3: Courbe d’étalonnage de dosage des Tannins totaux.
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Figure 4: Courbe d’étalonnage de dosage des Phénols non liés a la protéine.
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Figure 5 : Courbe d’étalonnage de dosage des Tannins hydrolysables.
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Figure 6: Courbe d’étalonnage de dosage des protéines.
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Absorbances (490 nm)
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Figure 7: Courbe d’¢talonnage de dosage des sucres Totaux.
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Figure 8: Courbe d’étalonnage de dosage des sucres réducteurs.
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Absorbances (540 nm)
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Figure 9: Gamme d’étalonnage du Maltose.
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Annexe IV

ECHANTIL; LS Means
Current effect: F(3, 8)=2195,9, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
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Figure : Teneur en composés phénoliques (phénols totaux solubles, flavonoides, tannins
hydrolysables et phénols non liés a la protéine) : analyse de la variance.
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Préparation des solutions:

solutions

Réactifs

Méthanol 60%

100 ml du méthanol pure +72.82 ml d’eau
distillée.

Méthanol 80%0

100ml du méthanol pure + 28.59 ml d’eau
distillée.

Ethanol 80%

100ml d’éthanol 96% +22.45 ml de I'eau
distillée.

Solution de folinciocalteu (0.1N)

10 ml du folin- ciocalteu ajusté a 100 ml
d’eau distillée.

Solution de carbonate de sodium(NO,COs3)
75g /1

7.5 g de carbonate de sodium ajusté a 100 ml
d’eau distillée.

Solution de chlorure d’aluminium (6H,0)
a2%

2g Alcl; (6H20) ajusté a 100 ml du méthanol
100%.

Réactif de bouchardate

2¢g de I'iode bisubliné (I,) +2 g de Kl ajusté a
100 ml de 'eau distillée.

Réactif C

0.085 ml de HCL concentré (36%) dilué dans
1 ml de I'eau distillée, on dissout 1.62 g de
Fecl; de cette solution (1L HCL 0.01 M).

Tampon acétate

11.4 ml d’acide acétique glacial + 9.86 g de
NaCl dissoudre dans 800 ml de I'eau
distillée, puis ajusté le PH a 4.9 par NaOH,
puis ajusté le tampon acétate a 1 L de I'eau
distillée.

Solution de NaOH

16 g de NaOH ajusté a 100 ml d’eau distillée.

Solution de BSA

0.1 g de la BSA ajusté a 100 ml de tampon
acétate.

Solution SDS/TEA

10 g de SDS ajusté a 50 ml de TEA puis
ajust¢ a 1L de I'eau distillée.

Phénol 5%

5 g de cristaux du phénol ajusté a 100 ml de
I'eau distillée puis bien mélangé par
agitation.

3.5DNS

1g de DNS + 20 ml de NaOH+50 ml de
I'eau distillée puis ajout de 30g de NaK
tartrate tetrahydrate ajuster a 100 ml de 'eau
distillée.

NaOH 2M

16 g de NaOH + 200ml de I'eau distillée.

Réactif de Bradford

-100 mg de bleu de coomassie G250.
-50ml d’¢éthanol pur.

-100ml d’acide orthphosphorique 85%.
-ajuster a 1L d’eau distillée.

Isopropanol 55%

100 ml de propanol (99%) + 86.42 ml de
I'eau distillée.

Acide acétique 0.2 M

10 ml d’acide acétique + 90 ml d’eau
distillée.

NaCl 0.5 M

2.95g de NaCl ajustée a 100 ml d’eau
distillée.
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Fecl; 2%

29 de Feck ajustée a 100 ml de I'eau
distillée.

Solution de NaOH 35%

175 g de NaOH ajusté a 500 ml de I’'eau
distillée.

Acide borique 4%

8 g d’acide borique ajustée a 200 de I'eau
distillée.

Acide sulfurique N/50

Prélever 27.17 ml d’acide sulfurique
concentré ajusté a 1L puis prélever 20 ml de
cette solution ajusté a 1L avec de I’eau
distillée.

Tampon phosphate 0.22M a pH= 6.9

Dissoudre 1.77g de Na;HPO4 (2 H0) et
1.99g de NaH,PO4dans 50 ml de I'eau
distillée, agitation puis ajusté le pH a 6.9

Solution d’amidon

Dissoudre 0.75g d’amidon de pomme de
terre dans 150ml de tampon phosphate a
pH6.9, puis agitation.

Solution de a-amylase

Dissoudre 0.0056¢g de a-amylase dans 40ml
d’eau distillée froid a une concentration de
4u/ml, puis agitation




Résumé

Moringa oleifera ou « arbre de la vie » est un arbre appartenant a la famille des moringacées, originaire
d’Inde. Elle est décrite dans la littérature comme une plante d’intérét nutritionnel et médicinal. Le présent travail
a pour but de déterminer la composition chimique globale (sucres totaux, cendres, sucres réducteurs, matiere
grasse, protéines brute et les différentes classes des protéines), et la teneur en composés phénoliques (phénols
totaux solubles, flavonoides, tannins hydrolysables et phénols non liés a la protéine) extrait par différents
solvants (eau distillée, méthanol 60, méthanol 80 et méthanol 100) des feuilles de Moringa oleifera prévenants
du sud Algérien, ainsi que I'analyse qualitative de quelque métabolites secondaires ( saponines, alcaloides,
terpénoides et tannins). Les résultats de cette étude montrent que les feuilles de Moringa oleifera renferment des
teneurs importantes en sucres totaux, cendres, sucre réducteurs, matiére grasse et protéines brutes. Le dosage des
molécules bioactives a révélé la présence des phénols totaux solubles, flavonoides, tannins hydrolysables et
phénols non liés & la protéine avec des teneurs significativement différentes selon le solvant d’extraction. Les
tests phytochimiques réalisés ont permet la mise en évidence de saponines, alcaloides, terpénoides et tannins. De

ceci on tire que Moringa Oleifera peut constituer une bonne source de composés phénoliques.

Mots clés : Moringa oleifera, composition chimique, composés phénoliques, métabolites secondaires.

Abstract

Moringa oleifera or "tree of life" is a tree belonging to the family Moringaceae, native to India. It is
described in the literature as a plant nutritional and medicinal interest. This work aims to determine the overall
chemical composition (total sugars, ash, reducing sugars, fat, crude protein and different classes of proteins), and
the phenolic content (soluble total phenols, flavonoids, hydrolysable tannins and phenols unrelated to protein)
extracted with various solvents (distilled water, methanol 60, methanol 80 and methanol 100) leaves of Moringa
oleifera considerate of southern Algeria, as well as qualitative analysis of some secondary metabolites (saponins,
alkaloids, terpenoids and tannins). The results of this study show that the Moringa oleifera leaves contain
significant levels of total sugar, ash, reducing sugar, fat and crude protein. The quantification of bioactive
molecules has revealed the presence of soluble total phenols, flavonoids, hydrolyzable tannins and phenol
unrelated to protein with significantly different levels according to the extraction solvent. A Phytochemicals test
enables the detection of saponins, alkaloids, terpenoids and tannins. From this we draw that can make a good

source of phenolic compounds.

Keywords : Moringa oleifera, chemical composition, phenolic compounds, secondary metabolites.
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