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Introduction

Depuis longtemps, I’Homme s’ est nourrit et s’ est soigné avec les plantes quil avait a sa
disposition contre différentes maladies. Ce n’est ni le hasard ni la superstition qui a guidé
la médecine traditionnelle a employer une plante plutét qu'une autre, mais plutét
I” expérience ou les populations ont pu apprécier les vertus apaisantes et analgésiques de
cesplantes (Cero et al., 2014).

En effet, la plante est |e siege d’ une intense activité métabolique aboutissant a la synthese
de principes actifs tres divers. Ce processus métabolique est lié aux conditions mémes de
vie de la plante: qui doit faire face a de multiples agressions de |’ environnement dans
lequel elle vit (prédateurs, microorganismes, pathogenes, etc...) (Kansole, 2009) ; pour
s en défendre, elle élabore diverses substances appel ées métabolites secondaires

(Naczk et Shahidi, 2004).

Les substances représentent une source importante d’ antioxydants naturels et constituent
une source importante de produits actifs naturels dont la plupart sont utilisés comme
additifs dans les aliments fonctionnels ou de composants bioactifs dans les préparations
pharmaceuti ques.

Divers constituants phytochimiques des plantes en particulier les vitamines et les
polyphénols tels que les acides phénoliques, les flavonoides, destanins, etc..., sont connus
pour étre responsables des activités de piégeage de radicaux libres.

Dans les derniéres décennies il y a eu un intérét croissant pour |'éude des plantes
médicinales et leur utilisation traditionnelle dans différentes régions du monde

(Muthu et al., 2006; Aroraet al., 2013).

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans
I"industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi ces composés
on retrouve dans une grande mesure des métabolites secondaires qui se sont surtout
illustrés en thérapeutique (Falleh et al., 2008).La Pharmacie utilise encore une forte
proportion de médicaments d’ origine végétale (Bourgaud et al., 2001).

Des recherches scientifiques ont été développées pour I'extraction, I'identification et
quantification de ces composés a partir des différentes sources telles que les cultures

agricoles et horticoles ou les plantes médicinales.
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Le genre Moringa appartenant a la famille des Moringaceaes comporte plusieurs especes
largement répandues dans les régions meéditerranéennes sud-ouest de |’ Asie et d’ Amérique
(Olson et Carlquist, 2001). De par leur richesse en composés antioxydants naturels
comme composés phénoliques, flavonoides et vitamines (Vongsak et al., 2013) ,ses
feuilles de Moringa oleifera sont utilisées en tant que plante médicinale et nutritionnelle.
Cet arbre présent dans larégion du sud algérien est trés peu connu et tres peu étudié.

Par ses nombreuses potentialités décrites dans la bibliographie, cette espece mériterait une
attention particuliére en vue de son exploitation dans différents domaines (agro
alimentaire, thérapeutique et environnemental) avec des avantages Socio économiques non
négligeables.

Le travail qui est mené vise la valorisation de cette plante et ces constituants chimiques.
Aussi, et tenant compte de nos conditions, Nous SOmMmMes Nous intéressées a une approche
phyto-chimique globale des graines et amandes de cet arbre en provenance du Sud
algérien ;dans une seconde étape nous avons réalisé le dosage des composés phénoliques
solubilisés dans I'éhanol et eau distillée ainsg que la mise en évidence dautres

métabolites secondaires solubilisés dans ces mémes solvants .
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|. Moringa oleifera Lam

Moringa oleifera Lamarck, 1785 (synonyme Moringa pterygosperma Gaertner)
appartient a la famille mono générique des arbustes et arbres des Moringaceae qui
comprend environ 13 espéces (Foidl et al., 2001). Les douze autres especes sont bien
connues: M. arborea, M. borziana, M. concanensis, M.drouhardii, M. hildebrandtii, M.
loongituba, M. ovalifolia , M. peregrina, M. pygmaea, M. rivae, M. ruspoliana, M.
stenopetala (Hédji et al., 2014). Moringa oleifera Lam est I'espéece la plus largement
connue et utilisée (Morton, 1991). Moringa oleifera est un arbre connu sous diverses
appellations dans le monde (Tableau 1).

Tableau | : Quelgues noms vernaculaires du Moringa oliefera Lam (Roloff et al., 2009;
Navie et Csurhes, 2010)

Inde Anglais Frangais Arabe

Horseradish Drumstick tree Benailé Shagara Al Ruwag
Shajnah Ben ail tree Moringaailé Habbah Ghaliah
Dumstick Never die morungue Rawag

|.1. Classification classique

Classification de Moringa oleiferalam (Mustapha Hassan Bic, 2013).

Régne : végétal

Sous-réegne : Angiospermes
Division : Dicotylédones
Classe : Rosacées

Ordre: Brassicae

Famille : Moringaceaes

Genre : Moringa

Espéce : Moringa Oleifera Lamarck
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|.2. Historique et répartition géographique

L'histoire de Moringa oleifera remonte a 150 avant Jésus Christ, des preuves historiques
indiquent que les rois et les reines antiques ont utilisé, les feuilles et les fruits de Moringa
oleifera dans leur régime alimentaire pour maintenir lavigilance mentale et une peau saine
(Khawaja et al., 2010).

Moringa oleifera est un arbre originaire du nord-ouest de I’ Inde du Pakistan partie situant
en bordure de I’'Himalaya (Aberra, 2011; Panchal et al., 2011, Bayé-Niwah et
Mapongmetsem, 2014) il aété introduit dans toutes les régions tropicales et subtropicales
(Price, 2007) et S est naturalisé dans de nombreux pays africains (Bezerra et al., 2004).

| .3. Description botanique

Moringa Oleifera ou «arbre miracle » est généralement présenté comme un arbre pérenne
(Makkar et Becker, 1997, Nouman et al., 2012) relativement petit, parfois méme
considéré comme un arbuste qui peut atteindre 7 a 12 métres de hauteur (Figure 1 a). Il a
une croissance rapide (Yang et al., 2006), il se plait en milieu aride ou semi-aride mais
peut tolérer jusgu'a 6 mois de sécheresse (Aberraet al., 2012).

A un tronc de couleur gris violacé (Figure 1 b), souvent divisé au niveau du sol, avec un
tronc de 45 cm de diamétre (Hédji et al., 2014) et les plus gros troncs peuvent atteindre un
diameétre d’ une soixantaine de cm ; le tronc est généralement droit, et peut atteindre 1,5 a 2
meétres de haut avant de se ramifier, bien qu'il puisse parfois atteindre les 3 métres

(Foidl et al., 2001).

Le systeme racinaire de Moringa oleiefera de structure tubulaire, est formé d'un pivot
central qui peut sSenfoncer dans le sol jusgu'a 1,30 metre de profondeur lui offrant ainsi une
grande résistance a la sécheresse. Des racines secondaires issues du pivot central se
ramifient ensuite latéralement jusqu'a constituer une chevelure dense (Olson, 2001).

Cet arbre possede des fleurs odorantes, bisexuelles de couleur blanche ou crémeuse
(Figure 1 c), avec des staminés jaunes de 2,5 cm de large et qui se développent en

panicules axillaires et tombantes de 10 a 25 cm. (Morton, 1991).

a b c

Figure 1: Arbre(a), tronc (b) et fleurs (c) de Moringa oleifera (Roloff et al., 2009).
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Ses feuilles sont aternes, composeées bipennées ou tripennées (Panchal et al., 2011)

(Figure 2), se développent principalement dans la partie terminale des branches, 3 a6 cm
long avec 2 a 6 paires de pinnules. Chacun de pinnule a 3 a 5 feuillets éliptiques qui sont
dela2cmdelong et de 0.3 a0.6 cm de large. Le feuillet termina est ovale et souvent

|égerement plus grand (Olson, 2001).

Figure 2 :Lesfeuilles de Moringa oleifera (Price, 2007 ;
Harimalala et Razanampar any, 2014)

Lesfruits de Moringa oleifera sont faits de gousses linéaires qui peuvent atteindre environ
20 cm de longueur mais de temps en temps jusgu'a 1 m ou plus. lls sont vert-foncé
pendant leur développement (Figure 3 a), et prennent approximativement 3 mois pour
marir apres la floraison, €elles prennent la couleur brune a sa maturité (Figure 3 b),
Chaqgue gousse contient environ 30 graines (Makkar et Becker, 1997).

Les graines sont rondes (Figure 3 ¢) avec une cogque semi-perméable et brunétre varie de
130 a 320 mg en fonction des régions, avec trois ailes semblables au papier blanchétres sur
les angles (Panchal et al., 2010).

a b c
Figure 3: Fruit: Gousses fraiches (a), gousses mdres (b), et graines (c) de Moringa

oleifera (www.moringanews.or g).

|.4. Ecologie de Moringa oleifera

Selon Saint sauveur et Broin (2010) Moringa oleifera a une grande adaptation a des

milieux trés diversifiés Tableau |1 (Annexel).
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|.5. Composition chimique

La vaeur nutritive des feuilles de Moringa est d'une richesse rarement observée. En effet,
les feuilles contiennent une tres grande concentration de vitamines, de protéines, de
certains minéraux et phénomene assez rare pour une plante, elle possede les acides aminés
et les acides gras essentiels, Tableau 11 (Annexel) (Broin, 2005; Nouman et al., 2012;
Osman et al., 2012 ; Harimalala et Razanamparany, 2014). De ce fait, les feuilles de
Moringa oleifera constituent alors un met tres apprécié (Aregheore, 2002; Louis et al.,
2003; Ayssiwedeet al., 2011).

Des études ont montré que les feuilles matures de Moringa oleifera contiennent moins de
protéines que les jeunes feuilles du fait de leur teneur élevée en fibres, notamment en
cellulose brute variant de 9,13-28,2% de la matiere seche. (Richter et al., 2003;
Tchiégang et Kitikil, 2004; Pamo et al., 2005; Kakengi et al., 2007; Ndong et al., 2007;

Olugbemi et al., 2010).

Les feuilles de Moringa oleifera contiennent aussi des alcaloides, flavonoides et des
composés phénoliques entre 0,67% et 3,4 % des phénols totaux et de 0,5% a 1,4% en
tanins, les tanins condensés sont absents ou sous forme de traces. Les teneurs en saponines
varient entre 5 et 6,4 %. (Makkar et Becker, 1996 ; Richter et al., 2003 ; Siddhuraju et
Becker, 2003 ; Tchiégang et Kitikil, 2004).

Des études faites sur I'écorce de tige et les fleurs de Moringa oleifera ont indiqué la
présence des stérols, des glycosides, des acaloides, des triterpénoides, des flavonoides, des
anthraquinones, des carotenoides et des tannins ce qui affirme le potentiel antioxydant de
cette plante (Kumbhare et al., 2012 ; Alhakmani et al., 2013).

Les graines de Moringa oleifera sont du type oléagéneuse €elles renférment 42% d'huile
dont le profil d'acides gras comporte 70% d'acide oléque proche de | huile d’olive 72%.
La teneur en acides gras saturés et insaturés est respectivement del3% et 82% et celle en
acides gras libres varie de 0,5 a 3% (Foidl et al., 2001). L'huile de Moringa présente les
mémes avantages que celle d'huile d'olive pour la santé (Creighton, 2001; Saint Sauveur
et Armelle, 2001).
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|.6. Domaines d’ utilisation de Moringa oleifera

Moringa Oleifera est d’ usage courant en médecine populaire et en alimentation humaine et
animale dans les sociétés africaines et asiatiques (Estrella et al., 2000; Tahiliani et Kar,
2000; Fahey, 2005; Anwar et al., 2007; Thurber et Fahey, 2009; Aberra et al., 2011,
Giridhari et al., 2011).

[.6.1. Alimentation
.6.1.1. Humaine

Les feuilles, les fruits, les jeunes tiges, les racines et les fleurs sont consommables et se
consomment partout dans le monde. Les feuilles peuvent se consommer fraiches ou en
poudre (Broin, 2005) e méme associées aux épices comme le piment, elles peuvent
également étre préparées en soupe ou en salade. Les jeunes gousses vertes (Figure 4)

peuvent étre consommées bouillies comme des haricots (Foidl et al., 2001).

Figure 4 :Utilsation des gousse en allimentation humaine (www.moringanews.org) .

L es graines seches peuvent étre réduites en poudre et utilisées pour assaisonner |es sauces,
et les fleurs peuvent également étre consommees comme crudités (salade).
L’ huile de Moringa oleifera est utilisée comme huile végétale comestible et également
comme huile de cuisson (Foidl et al., 2001).

1.6.1.2. Animale
Les qualités nutritives de Moringa sont excellentes, ce qui en fait une source de fourrage de
trés bonne qualité (Foidel et al., 2001), les effets positifs sur le taux de croissance chez les
moutons (Ben Salem et Makkar, 2009) et un double rendement de lait chez des vaches
ont été rapportés par Reyes (2006). Aussi I’incorporation de farine de feuilles de Moringa
oleifera dans les rations des poulets a montré une améioration significative de la
coloration jaune du jaune d’ ceuf (Figure 5) et de la productivité chez les poules pondeuses
(Kakengi et al., 2007; Tendonkeng et al., 2009; Paguia et al., 2014).
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Figure5: Coloration du jaune d’ ceuf des poules pondeuses nourries aux rations contenant
respectivement 0% (1R1), 5% (2R3), 10% (3R3) et 20% (4R2) de farine de feuilles de

Moringa oleifera (Bello, 2010).
|.6.2. Phytothérapie

L’utilisation de la poudre des feuilles de Moringa oleifera a montré son efficacité a
prévenir la malnutrition chez les enfants (Ndong et al., 2007) et méme chez les sujets
atteints du VIH (TeteBenissan et al., 2012), celleci constitue un complément
alimentaire tout en se positionnant comme un produit tonifiant, fortifiant et stimulant du
systéme immunitaire.

De nombreuses vertus thérapeutiques sont attribuées a Moringa oleifera Tableau |V
(Annexe 1) utilise en médecine traditionnelle pour le traitement de maladies
meétaboliques,inflammatoires, infectieuses, parasitaires et tumorales (Tahiliani et Kar,
2000; Siddhuraju et Becker, 2003; Ferreiraet al., 2007; Sengupta et al., 2012).

En effet, quelques études effectuées sur I'utilisation des feuilles ont montré leurs
propriétés anticancéreuse (Fahey, 2005; Montaut et al., 2012; Santos et al., 2012) et anti-
hypertensive (Chumark et al., 2007; Jaiswal et al., 2009; Kumbhareet al., 2012).
Nambiar et al (2010) ont prouveé son potentiel anti-dyslipidémique chez les humains
hyper- lipidémiques. Des études sur I'utilisation des extraits de feuilles de Moringa
oleifera ont confirmé les propriétés hypoglycémiantes chez des patients atteints de diabéte
de type Il (Kumari, 2010; Giridhari et al., 2011). Des résultats d études in vitro
suggérent que la prise réguliére des feuilles de Mornga oleifera dans e régime alimentaire
peut protéger les patients diabétiques contre des dommages oxydatifs

(Jaiswal et al., 2013).

Moringa oleifera posséde aussi des propriétés anti-inflammatoire et antal gique

(Ndiayeet al., 2002; Devaraj et al., 2007).

Les feuilles de Moringa oleifera peuvent étre aussi employées pour amplifier le sang

pendant |'anémie hémolytique (Ezekwe et Ugwu, 2013).
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1.6.3. Industrie

Gréce a ses propriétés, I'huile de Moringa oleifera est utilisée comme lubrifiant dans la
machinerie fine (William et al.,2012), comme |’ horlogerie (pour sa faible tendance a se
détériorer et devenir rance et collante). Elle est egalement intéressante dans l'industrie
cosmétique et de parfums (Foidl et a.l, 2001). Le bois de Moringa oleifera constitue auss
une excellente péte a papier (Price, 2007).

|.6.4. Purification d’eau

Les graines de Moringa oleifera sont utilisées pour traiter I’eau (Beth et Echo, 2005;
Houndji et al., 2013; Kwaambwa et al., 2015; Yuakubu et Balarabe, 2015; Yusuf et
al., 2015) grace asarichesse en polyélectrolytes cationiques actifs

(Poumaye et al., 2012) utilisés comme polypeptides naturels non toxiques qui neutralisent
les matieres colloidales et provoquent la sedimentation des particules minérales et
organiques (Foidl et al., 2001).

1.6.5. Biodiesd

Apres I'extraction de nutriments de valeur élevée, I'huile de Moringa oleifera peut étre
convertie en biodiesel. La propriété la plus remarquable de ce biodiesel est réside dans les

indices de cétane éevés (Kafuku et Mbarawa, 2010).

Les propriétés physico-chimiques éudiées du biodiesel de I’huile de Moringa oleifera,
suggerent qu'il  puisse ére employé comme carburant dans des moteurs diesdl,
principalement comme mélange au petro-diesel (Silva et al., 2010), Cependant, ce
biodiesel de Moringa a montré des points de congélation a3 C° et 10 C°, ce qui présente

un inconveénient lors de son utilisation dans des températures basses

(Kafuku et Mbarawa, 2010).
|.6.6. Autresutilisations

Moringa oleifera possede d autres pouvoirs; ses graines sont utilisées pour purifier le lait
et le miel. En raison de sa teneur en composés phytohormones de type cytokinines
Moringa peut étre utilise comme un engrais pour activer la croissance des arbres et les
rendements des plantes (Pamo et al., 2002; Gnangle et al., 2010). Moringa oleifera a été

employé aussi comme une barriere de phase et coupe-vent (Morton, 1991).
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|.7. Importance socio-économique

Moringa oleifera est I’un des arbres tropicaux les plus utiles. 1l se propage relativement
facilement, aussi bien de maniére végétative que sexuée, et il est peu exigeant en eau et
matieres minérales. Ainsi, sa production et son entretien sont aisés. L’ introduction de cette
plante au sein d' une ferme dans un environnement riche en biodiversité peut étre bénéfique
alafois pour |’exploitant et pour I’ écosysteme environnant (Foidl et al., 2001). Presque
toutes les parties de la plante ont des intéréts nutritionnels d’ou I'importance socio-
économique dans la région agro- écologique (Claudette, 2014).
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[1. Métabolites secondaires

I ntroduction
Métabolites secondaires sont des molécules organiques synthétisées par les végétaux a
partir de métabolites primaires (acides aminés, hydrates de carbone) par diverses voies
(Charles et Benbrook, 2005). Ces composés sont souvent considérés comme n’ éant pas
essentiels a la vie de la plante (Verscheure et al., 2002), mais ils jouent un réle majeur
dans les interactions de la plante avec son environnement, contribuant ainsi a la survie de
I’ organisme dans son écosystéme. Ils interviennent dans la défense contre les pathogénes,
les prédateurs ou encore dans la pollinisation et |a dissémination des graines (Wink, 2003).
I1.1. Principales classes de métabolites secondair es
Trois grandes familles de métabolites secondaires ont été définies, sur la base de leurs
voies de biosynthéses : les terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques
(Bourgaud et al.. 2001).

11.1.1. Composésphénoliques

11.1.1.1. Définition et classification descomposés phénoliques
Les composés phénoliques constituent un des groupes le plus nombreux et largement
distribué des substances dans le royaume des végétaux avec plus de 8000 structures
phénoliques présents dans tous les organes de la plante (Lugasi et al., 2003).
Ce sont des molécules hydrosolubles. L’ élément fondamental qui caractérise ces composes
est la présence d’au moins un noyau benzénique (-C6H5) auquel est directement lié un
groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside
(Croteau et al., 2000; L attanzio et al., 2006; Bruneton, 2008).
Ils ont divers effets sur la physiologie vegétale; ils participent ala pigmentation des fleurs,
des légumes et de quelques fruits (raisins, agrumes, etc...). Certains d’ entre eux sont
responsables d’ amertume et d’ astringence (M acheix et al., 2006; Milane, 2004).
Les fonctions principales attribuées a ces composeés chez les végétaux sont la protection
contre les pathogenes et les herbivores ainsi que la limitation des dommages dus aux
radiations UV (L ebham, 2005).
Les composés phénoliques forment le groupe des composés phytochimiques le plus
important des plantes (Xiuzhen et al., 2007). Ces substances sont dotées de certaines

activités biologiques Tableau V (Annexel).

11
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[1.1.1.1.1. Lesacidesphénoliques
Les acides phénoliques sont contenus dans un certain nombre de plantes agricoles et
médicinales (Psotove et al., 2003). IIs sont solubles dans les solvants organiques, ils
représentent la forme la plus simple des composés phénoliques (Guignard, 2001;
Barboni, 2006).
Les acides phénoliques se scindent en deux grands groupes distincts : les acides
hydroxybenzoiques, et |es acides hydroxycinnamiques (Han et al., 2007).
Une analyse de HPLC des feuilles de Moringa oleifera a indiqué la présence d acides
phénoliquesfigure 6 (Annexe |) (gallique, chlorogénique, ellagique et férulique)
(Vermaet al., 2009)

1) Lesacides hydroxybenzoiques

» Ce sont des dérivés de |'acide benzoique

» Ont une structure générale de base de type (Cs-C;)

» Existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides

» LesPrincipaux acides hydroxybenzoiques sont résumés en Tableau VI (Annexel)
2) Lesacides hydroxycinamiques (phénylpropanoides)

» Dérivent del'acide cinnamique

» Ont une structure générale de base de type (Cs-Cs)

» Existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques.

(Sarni-Manchado et Cheynier, 2006) Tableau VII (Annexel).

11.1.1.1.2. Lesflavonoides
Le nom flavonoide proviendrait du terme Latin flavus ; (flavus=jaune) (Malesev et
Kuntié, 2007). Prés de 4000 flavonoides ont été décrits (Medié¢-Sari¢ et al., 2004). Les
flavonoides ont tous la méme structure chimique de base (Figure 7). Ils possédent un
squel ette carboné de quinze atomes (Erdman et al., 2007). La structure des flavonoides est
généralement représentée selon le systéme Cs-C3- Cs (Emerenciano et al., 2007) en
formant une structure de type diphényle propane dont des groupements hydroxyles,
oxygenes, méthyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les noyaux de cette molécule
(Narayana, 2001; Malesev et Kunti¢, 2007). |Is constituent des pigments responsables

des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux (Havsteen, 2002).

12
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Figure 7 : Structure de base des flavonoides (Havsteen, 2002).

Les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes Tableau VIII (Annexel).
11.1.1.1.3. Lestanins

Les tanins sont des composés généralement amorphes localisés dans les vacuoles, solubles
dans I'eau et insolubles dans les solvants organiques apolaires (Aguilera-Carbo et al.,
2008) et ayant, les propriétés habituelles des phénols, (soit la capacité de precipiter les
alcaloides, la gélatine et les protéines). Les tannins peuvent étre divisés en deux groupes
principaux en fonction de leurs structures (Khanbabaee et Van Ree, 2001; Hager mane,
2002).

1) Taninshydrolysables
Ce sont des esters de glucose, ¢'est a dire un noyau central de glucose sur lequel se fixent,
au moyen d'une liaison ester, des acides : |’ acide gallique pour le groupe des gallotanins et
I’ acide ellagique pour le groupe des ellagitanins, leur hydrolyse par des acides, des bases
ou certaines enzymes, libére le glucose ainsi que les acides gallique ou phénolique liés
(Ghestem et al., 2001).

2) Tanins condenseés (proanthocyanidines)
De structure plus complexe, ces tanins sont les plus largement rencontrés dans les plantes
vasculaires, des dicotylédones aux plantes plus primitives, fougéres et gymnospermes.
Ce sont des polyméres de flavan-3-oles (Catéchine) et de flavan-3,4-dioles (leuco
anthocyanidines), ou un mélange des deux. Les chaines de polymeéres comptent de 2 a 20
unités environ, et il existe de nombreuses hydroxylations possibles en différents endroits
de chague monomere. Cette diversité structurale explique les variations d activité
biologique (Aganga et M osase, 2001; Sermr et al., 2008).

11.1.2. Lesterpenes

Les terpenes ou terpenoides sont une classe importante de métabolites secondaires qui
proviennent du méme précurseur biosynthétique, | acide mévalonique. Chaque classe de

terpenes est issue du couplage « téte-a-queue » d’ unités isopréniques. La premiére étape de

13
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leur biosynthése commence toujours par condensation de deux dérivés phosphorylés de
I”acide mévalonique, I’ isopentényl pyrophosphate et le diméthylallyl pyrophosphate

(Rouessac et Rouessac, 2004)

[1.1.3. Lesalcaloides

Un acaoide est un composé organique naturel (le plus souvent d’origine végétae),
hétérocycliqgue avec I'azote comme hétéroatome. Les acaoides dérivent des acides
aminés, de structure moléculaire complexe plus ou moins basique et doué de propriétés
physiologiques prononcées méme a faible dose (Zenk et Juenger, 2007 ) ils constituent
un des plus grands groupes de métabolites secondaires avec pres de 10 000 a 12 000
différentes structures. Les acaloides (Figure 8) ont plusieurs applications pharmaceutiques
chez I'Homme : antagiques (morphine, codeine), spasmolytiques (tubocurarine et
papaverine) ; antitussifs (codéine) (Stockigt et al., 2002).

Figure 8: Structures de deux alcaloides (Mamadou, 2011).
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[11. Matérid végétal
» Origine des échantillons
Notre échantillon (Figure 9) a été réceptionné sous forme des gousses matures sechées
naturellement.
Leur longueur varie entre 19,5 a 41, 8cm. Chague gousse contient environ 3 a 20 graines.

Les gousses de Moringa oleifera en provenance du Sud de I’ Algérie, ont été récoltées ala
fin du mois de Septembre 2014.

Figure 9 : Photographie des gousses mures seches de

[11. 1. Préparation des échantillons

Les graines sont libérées des gousses et décortiquées manuellement (séparation de
I’ amande du tégument).

Apres I’dimination du tégument, les graines (figure 10, a) et les amandes (figure 10, b)
ont été broyées séparément al’aide d' un broyeur éectrique, les poudres obtenues ont éé
ensuite tamisées a I’aide d’'un tamis éectrique (Retsch), dont le diamétre est de 0,5 mm.
Les poudres ainsi obtenues ont é&é délipidées suivant la méthode de Soxchlet, puis
conservées dans des bocaux en verre al’abri de la lumiére pour éviter toute détérioration

des échantillons.

a

Figure 10 : Photographie des graines(a) et amandes(b) de Moringa oleifera.
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[11.2. Composition chimique globale
[11.2.1.Lamatieregrasse

e Principe
La méthode de soxhlet (figurell), consiste alibérer la matiere grasse al’ aide d'un solvant
organique non miscible al’eau, suivi de I’ évaporation du solvant et de la pesée de I’ extrait
obtenu apres dessiccation & 105°C pendant 24 heures (AOAC, 1975).

e Modeopératoire
30g de I'échantillon (graine/amande) ont été introduits dans une cartouche filtrante de
cellulose et extraits a chaud (température d’ébullition d’ éher de pétrole) par trempage
dans 250 ml de solvant durant 8 heures le résidu d extraction. Aprés évaporation du
solvant le résidu est séché a I’air libre puis pese. Pour des dosages ultérieurs les résidus
sont conserveés dans des bocaux en verres, al’ abri de lalumiére pour éviter toute atération
de I’ échantillon.

e Expression desreésultats

P3—-P2
P1

MG% = x100

P : Poids sec de la prise d’ essai.
P . Poids du ballon vide séché dans I’ étuve a 105°C pendant 24 heures.

P3: Poids du ballon contenant la matiére grasse mis dans |’éuve a 105°C Pendant

24heures.

16



Partie pratique Matériel et méthodes

Figure 11: Photographie d"Appareil de soxhlet .

[11.2.2. Dosage des protéines

La teneur en protéines brute a éé déterminée par la méthode de Kjeldahl. Le taux en
protéines est calculé en utilisant un facteur de conversion de I'azote de 6.25
(Kjeldhal, 1883).
Les données ont été exprimées en pourcentage du poids d’ échantillon.
Cette technique est basée sur le dosage de I’ azote total présent dans |’ échantillon.
Elle s effectue en trois étapes (laminéraisation, ladistillation, le titrage)

[11.2.2.1. Minéralisation
Pendant I’ éape de la minéralisation, |’ azote protéque est transformeé en azote ammoniacal
par oxydation de la matiere organique dans I|’acide sulfurique concentré a haute
température 400°C, en présence d’ un catal yseur.
L’ acide sulfurique concentré a pour but d’ oxyder la matiére organique et de transformer
I’ azote protéque en ammoniac NH3, 1l sert également a piégé I’ammoniac gazeux sous la

forme de sulfate d’ ammoniac.
[11.2.2.2. Distillation

Une distillation a froid de I’ammonium par |’ gjout d’un exces de soude afin de changer le
pH acide en un pH basique, ce qui a pour effet d’ obtenir I’ammoniac qui sera entrainé par
lavapeur de digtillation. L’ ammonium seraains piégé par |’ eau formée aprés condensation
en hydroxyde d’ ammonium.

[11.2.2.3. Titration

Un titrage de I’ammoniac complexe avec de |’ acide borique (H3BO3) par une solution
titrant de I’ acide sulfurique en présence d’ un indicateur coloré.

e Mode opératoire
On introduit une prise d'essai 0,5g d'échantillon dans des matras, 2g de catalyseur (2g de
sélénium, 20g de sulfate de cuivre, 80g de sulfate de potassium), 20ml d’acide sulfurique
(98%) les matras 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 sans échantillon.
Apres refroidissement des matras, on verse le contenu dans des fioles puis on gjuste le
volume jusqu’ a 100ml avec de |’ eau distillée.
L’ ammoniac est ditillé al’ aide d’ un analyseur en présence de |a soude 40%.
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Le digtillat recueilli dans un erlenmeyer contenant 20ml de solution d acide borique est

titré par |’ acide sulfurique 0,01N jusqu’ avoir un virage du vert au rose clair).
e Expression desrésultats
N% = W X100
P essal
Si I’on admet que I’ 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.

P essai - lamasse en gramme de laprise d essai.

111.2.3.Teneur en cellulose brute

La teneur en cellulose brute est déterminée par la méthode de WEENDE (1809). Les
matieres cellulosiques constituent le résidu organique obtenu aprés deux hydrolyses
successives, |'une en milieu acide et I'autre en milieu alcalin.

e Modeopératoire

- Peser 2 g d'échantillon délipidée.

- Ajouter de I'acide sulfurique a 1,25% jusgu'au repere de 300 ml.

- Faire bouillir aI'aide de la plaque chauffante pendant exactement 30 minutes a partir du
début de I'ébullition.

- Brancher le vide pour vidanger I'acide sulfurique.

- Laver trois fois avec 60 ml d'eau distillée chaude, en connectant a chaque fois l'air
comprime pour mélanger le contenu des creusets.

- Apres avoir vidangé le dernier lavage, gouter 300 ml d’hydroxyde de potassium (KOH) a
1,25%.

- Faire bouillir 30 mn a partir du début de I’ ébullition.

- Filtrer et laver comme I'étape précédente.

- Effectuer un dernier lavage avec de |'eau distillée froide pour permettre aux creusets de

refroidir, puis laver trois fois le contenu des creusets avec 25 ml d’ acétone.
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- Retirer les creusets et déterminer le poids sec aprés séchage F; dans un four a 105°C
jusqu'a obtenir un poids constant. Laisser refroidir dans un dessiccateur. Ce poids
représente la cellulose brute plus lateneur en cendres en comparaison du poids initial.

- Lorsgue la teneur en cendres est également nécessaire, les creusets sont placés dans un
four a moufle a’550°C pendant 3h et repesés apres refroidissement dans un dessiccateur F»,
- La différence de poids en comparaison avec F; représente le contenu en cellulose brute
sans les cendres.

e Expression desrésultats

Les résultats sont exprimés selon laformule suivante :

%Cellulose brute = Fll;(fleoo

Fo : Poids sec delaprise d'essai (Q).

F1 : Poids du résidu dans les creusets plein avant calcination (g)
F» : Poids du résidu dans les creusets plein aprés calcination (g).
[11.3. Extraction et dosage des composés phénoliques
[11.3.1.Extraction

L’ extraction des composés phénolique trois solvants d’ extraction ont été utilisés (Eau
distillée, Ethanol 50% et Ethanol 96%).

e Principe
Quand une matrice est au contact d' un solvant, les composants solubles migrent vers le
solvant .ainsi I'extraction est un transfert du principe actif de la matrice vers le solvant

selon un gradient de concentration (Handa, 2008).
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e Modeopératoire

4g d' échantillon+160ml de solvant d’ extraction
(Eau distillée, Ethanol 50%, Ethanol 96%)

Agitation pendant 2h (température ambiante)

puis filtration sous vide
Centrifugation a4500 tr/15min

Evaporation de solvant
au rotavapeur a40C°

Lyophilisation

Figure 12 : Protocole d’ extraction des composés phénoliques (Oomah et al., 2010)

Le rendement de |’ extraction est cal culé comme suit :

0
Taux d’extraction(%) = ( ) %X 100

Po : Poids du ballon vide (g).

P, : Poids du ballon aprés lyophilisation (g).

E : Poids de la matiére séche (g).

[11.3.2. Dosage des composés phénoliques

Les échantillons lyophilisés ont été reconstitués tout en respectant la concentration de

I’ extrait de départ.
[11.3.2.1.Dosage des phénols totaux solubles par la méthode (Folin

Ciocalteu)
Le dosage des phénols totaux solubles est effectué par la méthode au Folin-Ciocalteu
(Figure 13) décrite par Skerget et al., (2005).
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Le réactif de Folin-Ciocateu, mélange de I’acide phosphotungstique (HsPW1,040) €t
d’acide phosphomolybdique (H3PM012,040), est réduit en présence de polyphénols en un
mélange d’' oxydes bleu de tungstéene (W3gO.3) et de molybdéne (MogO,s). La coloration
bleue produite est proportionnelle au taux des composés phénoliques présents dans le
milieu réactionnel (Ribérau-Gayon, 1968; L apornik et al., 2005).

e Modeopératoire

500ul d' extrait +

2,5ml de réactif de Folin-Ciocalteu (1N)
diluéa 0,1N

Apre5min

2ml de solution de carbonate de sodium (75g/1)

Incubation a 50°C pendant 5min

Absorbance a 760nm

aprés refroidissement contre un blanc

Figure 13 : Protocole de dosage des phénols totaux solubles
(Skerget et al., 2005).

Les concentrations en phénols totaux solubles sont déterminées par référence a une courbe
d étalonnage obtenue avec I’ acide gallique (Annexe I 1). Les résultats sont exprimés en
(mg EAG/g Ech).

[11.3.2.2. Dosage des flavonoides au trichlorure d’aluminium

Le contenu en flavonoides des différents extraits (Figure 15) est estimé par la méthode de
Lamaison et Carnet, (1990) citée par Bahri-Sahloul (2009).
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e Principe
La méthode repose sur le principe du dosage directe par le chlorure d’aluminium
(Figure 15). En effet, les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre en
position 5 susceptible de donner en présence de chlorure d’auminium un complexe
jaunatre par chélatation de I’ion Al*3. La coloration jaune produite est proportionnelle & la
guantité de flavonoides présente dans I’ extrait (Riber eau-Gayon, 1968).
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Figure 14 : Réaction du Chlorure d’ Aluminium avec les flavonoides
(Ribéreau- Gayon, 1968).

e Modeopératoire

2ml d'extrait + 2ml de chlorure
d’ Aluminium (ALCL3,6H,0) a2%

Homogénéisation
Incubation & T° ambiante pendant 10min et al’ abri delalumiere

Absorbance a 430nm contre un blanc
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La teneur en flavonoides est déterminée en se référant a une courbe d’ étalonnage obtenue

avec laquercitrine (Annexe I 1). Les résultats sont exprimés en (mg EQ/g Ech).

[11.3.2.3. Dosage destanins hydrolysables (au chlorureferrique)

Le dosage des tanins hydrolysables est réalise par la méthode au chlorure ferrique
(Figure 16) rapportée par Mole et Waterman, (1987).
e Principe
Les tanins hydrolysables réagissent avec le chlorure ferrique et donnent une
coloration bleue mesurée par spectrophotométrie (Mamadou, 2002).

e Mode opératoire

1ml d extrait +3,5ml du chlorure ferrique
(FeCl3a0,01% dans HCL 40,001 M)

Homogénéisation

Absorbance a 660nm contre un blanc

Figure 16 : Protocole de dosage des tanins hydrolysable (Mole et Water man, 1987).

La teneur en tanins hydrolysables est déterminée en se référant a une courbe d’ éaonnage

obtenue avec I’ acide tanique (annexe | 1). Les résultats sont exprimés en mg EAT/g ech.
[11.3.2.4. Dosage des tanins condenses
Laméthode alavanilline décrite par Deshpande et al., (1986) ; est utilisée pour Le dosage

des tanins condensés (Figure 17).
e Principe:
Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités des tanins

condensés (Figure 18) dans un milieu acide pour produire un complexe rouge mesuré a
500 nm (Hager man, 2002).
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e Modeopératoire

1ml d’extrait +5ml de vanilline-HCL

Homogeénéisation

Incubation & 30°C pendant 20min

Absorbance a 500mn contre un blanc

La teneur en tanins condensés est déterminée en se référant a une courbe d étalonnage

obtenue avec la catéchine (annexe I 1). Les résultats sont exprimés en (mg EC/g Ech).

24




Partie pratique Matériel et méthodes

111.3.2.5. Dosages des phénols non liés ala proténe

Les phénols simples non liés ala protéine sont dosés sur e surnageant obtenu
apres précipitation des tanins par la BSA (Figure 19). Le dosage de ces phénols est estimé
par laméthode au Folin Ciocalteu Skerget et al., (2005) décrite dans dosage des composes
phénoliques totaux.

e Modeopératoire

1ml d’ extrait + 2ml de BSA (2mg/ml)
Incubation a4°C pendant 24h

Centrifugation a 1400 tr/min pendant 15min

Culot Surnageant

Dosage des phénols non liés

alaprotéines (Folin-Ciocalteu )

Figure 19 : Protocole de dosage des phénols non liés aux proténes

par laméthode de précipitation par laBSA (Hager man. 2002).

La teneur en phénols non liés est déterminée en se référant & une courbe d étalonnage
préparée avec I’ acide gallique (annexe I1), et exprimée en mg équivalent d acide gallique
par gramme d’ échantillon (mg EAG/g Ech).

Lateneur en phénols correspond a la différence obtenue entre les teneurs en phénol s totaux

solubles et celle des phénols non liés ala protéine.
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I11.4. Mise en évidence de la présence d’ autres métabolites secondaires

I11.4.1. Saponines
La détection des saponines est réalisée au moyen du test de Yadav et Agarwala (2011)
Iml d' extrait, gjoutés 3ml d’ eau distillée. Aprés agitation pendant 2 min laformation d’ une
mousse persistante indique la présence des saponines.
111.4.2. Alcaloides
La présence d acaloides est révélée par 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.
[11.4.3. Terpenoides
La méhode d’Aziman et al. (2012) permet de mettre en évidence la présence de
terpénoides. 2,5 ml d extrait est gjouté a 1ml de chloroforme. Apres homogénéisation, 1.5
ml d'H2S04 concentré sont gjoutés au mélange. La formation d’ une couleur brun-rouge a
I"interface indique la présence de ces composés.
111.5. Analyses statistiques
Tous les tests ont été effectués en triple. Les moyennes et les écarts types sont calculés
avec Excel de Microsoft Office 2007.
Les résultats de la composition chimique ont fait I'objet d'une analyse statistique (ANOVA
aun facteur) avec comparaison multiple des moyennes (Test Fisher LSD).
Les résultats de dosages (polyphénols totaux solubles, flavonoides, tanins condensées et
hydrolysables) ont fait |’ objet d’une analyse de la variance (ANOVA) a plusieurs facteurs
avec une comparaison multiple des moyennes (Test Fisher LSD) a l'aide de logiciel
STATISTICA.
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V. Résultats et discussion

IV.1. Composition chimique
La composition chimique globale de la graine entiere et amande de Moringa oleifera est
illustrée dans la (figure 20). Quel que soit le congtituant chimique considére, |'analyse

statistique montre des différences significatives (p<0.05) entre les deux échantillons.

45 -
40 -
35 -

a
b
30 -
25 -
20 - B amande
15 C 4 M graine
5 .. —
0 . [ e

compostion chimique
Matiére Grasse Protéines Brutes Cellulose Brute Cendres Brutes

% d'echantillon

figure 20 : Composition chimique des graines et amandes de Moringa
Oleifera.

Ains I’amande est plus riche en matiéeres grasses (38,06%), proténes brutes (13,25%) et
cendre (4,28%) que lagraine (26,95%, 8,41% et 4,01% respectivement).

Cette derniere renferme toutefois plus de cellulose brute (3,98%) contre (3,48% pour
I’amande).

V.2.Teneur en composes phénoliques

L’extraction a mis en jeu deux facteurs: le facteur échantillon (graines et amande
délipidées et le facteur solvant d’ extraction (eau distillée, éthanol 50%et éhanol 96%).

[V.2.1. Teneur en Phénolstotaux solubles

Les résultats d’'analyse statistique (Tableau 1X) met en évidence un effet significatif
(P<0.05) de chacun des deux facteurs met en jeu (échantillon; solvant) avec une

interaction significative (P<0.05) entre eux.
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Tableau I X : Analyse de la variance des pol yphénols totaux solubles

Nous notons (Figure 21, A) que |I’amande est significativement (P<0.05) plus riche en
phénols totaux solubles (12,04mg EAG/g Ech) que la graine (6,41mgEAG/g Ech). De
méme, la figure 21, B montre une efficacité plus marquée (P<0.05) d éthanol 50% utilisé

comme solvant d’ extraction.

Figure 21 : Effet des deux facteurs échantillon (A) et solvant (B) sur la
teneur en phénols totaux solubles.

L’ effet de lasubstitution de I’ eau distillée par I’ é&thanol est illustré par lafigure, 22.

L’ éthanol 50% augmente la solubilité des phénols totaux solubles alors que I’ éthanol 96%
induit une baisse de la solubilité des phénols totaux solubles, particulierement pour
Iamande.

Les augmentations de solubilité en PTS induites par |’ é&thanol 50% s élevent a 26,08% et
14,54 % respectivement pour I’amande et la graine.

La baisse de teneurs en phénols totaux solubles enregistrée avec |’ éthanol 96% varie de
7,10 % pour lagraine et 61,37% pour |’ amande.
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=
o

M graine

B amande

Phenols totaux soluble
(mg EAG/g Ech)

o N B O

Solvant d'extraction

Eau distillée Ethanol 50% Ethanol 96%

Figure 22: Teneur en phénols totaux solubles ( mg EAG/g Ech).

IV.2.2.Teneur en tanins polymérises

Les résultatsillustrés par la Figure 23 montrent une plus faible aptitude des phénols totaux
solubles (PTS) de I’amande a se lier a une protéine (17,78 a 9,85%) que les PTS de la graine
(33,9219,24 %).

L’ extraction des phénols totaux solubles des graines a I’ éhanol 96% augmente la proportion des
phénols aptes a se lier alaprotéine 33,9 %.

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% W PNLP
30% A uTP
20% -
10% -
0% - Extrait de plantes

graine ED graine 50% graine 96% amandeED amande amande
50% 96%

Teneur (%)

Figure 23 : Teneur en phénols attachés et non attachés ala protiene BSA en
pourcentage de PTS.

29



Partie pratique Résultats et discussion

IV.2.3. Teneur en flavonoides

L’ analyse de lavariance des résultats illustrés dans |e Tableau X montre que les teneurs en
flavonoides des extraits dépendent aussi bien du facteur plante que du solvant d’ extraction
(p<0.05).

Tableau X : Analyse de la variance des flavonoides

Nous notons (Figure 24 A) que I’amande est significativement (P<0.05) plus riche en
flavonoides (1,12mg EQ/g ECH) que la graine (0,6 mg EQ / g Ech). De méme la Figure
24 B montre une efficacité plus marguée (P<0.05) de |’ é&thanol 50% utilisé comme solvant.

Figure 24 : Effet des deux facteurs échantillon (A) et solvant (B) sur
lateneur en flavonoides.

LaFigure25illustre lavariabilité de teneur en flavonoides des différents extraits. Pour un
méme solvant, |I’amande se distingue par une plus grande richesse (P<0.05).

L’ utilisation de I’ éthanol 50% s accompagne d’une éévation des teneurs en  flavonoides
de 365,57% pour la graine et 366,17% pour I’amande. Dans |e cas de I’ é&hanol 96% nous
enregistrons des améiorations de solubilité relativement plus faibles. 222,53% et 212,46%
respectivement pour la graine et I’amande.
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1,4
1,2

0,8
0,6

M Graine

0,4 B Amande

Flavonoides
(mg EQ/g Ech)

0,2

Solvant d'extraction

Eau distillée Ethanol 50% Ethanol 96%

Figure: 25 Teneur en flavonoides (mg EQ/g Ech).

1V.2.4. Teneur en tanins hydrolysables

Le tableau XI montre un effet significatif (P<0.05) des deux facteurs mis en jeu

(échantillon, solvant) avec une interaction significative (P<0.05) entre eux.

Tableau XI: Anayse de lavariance des tanins hydrolysabl es.

Nous observons (Figure 26 A) que I’amande est significativement (P<0.05) plus riche en
Tanins hydrolysables (152,30mg EAT/ g Ech) que lagraine (97,80 mg EAT/ g Ech).

Figure 26: Effet des deux facteurs échantillon (A), solvant (B)
sur lateneur en tanins hydrolysables.
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Lafigure 26 B indique une efficacité plus marquée (P<0.05) del’eau distillée utilisée
comme solvant.

Pour le méme solvant les résultats rapportés par la figure 27 montrent une plus grande
richesse del’amande en tanins hydrolysables: 152,3 a 47,76 mg EATA/ g Ech contre 97,8
a39,93 mg EAT/g Ech) pour la graine. Comparés a I’ extrait aqueux correspondant, nous
enregistrons de faibles teneurs pour les extraits a I’ é&hanol 50%. La solubilisation de ces
composés varie de 52,06 a 53,54 % respectivement pour |I’amande et la graine. Les baisses
de solubilités sont plus marquées avec |’ éthanol 96% (68,63 a 59,18% respectivement

pour |I’amande et la graine).

160 - graine

B amande

Tl
(@]

60 - a . b

40 - =
20 -
0 Solvant d'extraction

Eau distillée Ethanol 50% Ethanol 96%

Tanins hydrolysables
(mg EAT/ g Ech)

Figure 27 :Teneur en tanins hydrolysables
(mg EAT/ g Ech)

Les valeurs suivies de laméme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05).
IV.2.5. Teneur en Tanins condensées

L’ analyse statistique de nos résultats illustrés dans le Tableau XII met en évidence un
effet significatif de (P<0.05) de chacun des deux facteurs (solvant et échantillon) avec une

interaction significative (P<0.05) entre eux.
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Tableau X1l : Anayse de lavariance des tanins condensés

Nous notons en effet (Figure 28 A) que lagraine est significativement (P<0.05) plus riche
en tanins condensés (14,44 mg ECAT/g Ech) que |I'amande (13,18 mg CAT/g Ech). De
méme la (Figure 28 B) montre une efficacité plus marquée pour |’eau distillée utilisée

comme solvant d’ extraction.

Figure 28 : Effet des deux facteurs échantillon (A) et solvant(B) sur les
teneurs en tanins condensées.

Nos résultats de dosage des tanins condensés montrent que les teneurs varient de 4,34 a
14,44 mg ECAT/g Ech pour lagraine et 13,18 43,1 mg ECAT/g Ech pour I’amande.

L’ analyse de nos données (Figure 29) montre que, pour un méme solvant, la graine est

mieux pourvue (P<0.05) en tanins condensés que I’amande.

Aussi bien pour la graine que pour |'amande, la substitution partiel ou totale de I’eau
distillée par de I'éthanol s accompagne d une baisse de solubilité des tanins (57,44
78,42%) pour la graine et pour |I’amande (66,84 a 68,23%).
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Figure 29: Teneur en tanins condensés (mg EC/g Ech.)

V. 3. Miseen évidence d’ autres métabolites secondaires

Les différents tests appliqués aux différents extraits ont révélé la présence d'autres
métabolites secondaires: Saponines (figure 30), Terpénes (figure 31) et Alcaoides
(figure 32). Ces composés sont cependant différemment présents dans les extraits testés.

Figure 30 : Mise en évidence des saponines dans |es extraits d’ amandes et de graines de
Moringa oleifera
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Figure 31 : Mise en évidence des Terpenoides dans les extraits d’amandes et de graines de
Moringa oleifera

Figure 32 : Mise en évidence des Alcaloides dans les extraits |’ amande et de graines

de Moringa Oleifera

Nous notons (Tableau XII1) |'absence des saponines dans les extraits a |’ éthanol 96%
des graines et d’amandes. De méme, les a caoides de I’ amande ne sont pas solubilisés par

I’eau distill ée.
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Tableau X111 : Résultats de mise en évidence de Saponines, Terpénoides et Alcaloides.

Saponines Alcaloides Terpenoides
G ED + ++ ++
G EtOH 50% ++ + +
G EtOH96% - + /- +/-
A ED ++ ++ -
A EtOH 50% ++ + ++
A EtOH 96% - +/- +/-

+ : présence de composé, ++ : présence en abondance
- : absence de composé, +/- : réaction louche
G ED : Extrait aqueux delagraine, G EtOH 50% : Extrait é&hanolique 50% de la graine,

G EtOH 96%: Extrait éthanolique 96% du graine, A ED : Extrait aqueux du I’amande.

A EtOH 50% : Extrait éhanoligue 50 % du I’amande, A EtOH 96% : Extrait
éthanolique 96%.
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Discussion générale

Nos résultats analytiqgues montrent que la graine et I’amande représentent une source
importante de matieres grasses (26,9 et 36 %). Des valeurs similaires sont rapportées par
Foidl et al, (2001), Anwar et al, (2005), Anwar et Rachid, (2007) et Manzoor et
al, (2007).

Nous avons mis en évidence la présence de diverses classes de composés phénoliques dans
les extraits. La mise en évidence de tels composés (phénols totaux, flavonoides et tanins)
dans la graine et I’amande de Moringa oleiefera est en accord avec les données de
nombreux auteurs (Alhakmani et al., 2013; ljarotimi et al., 2013; Jaiswal et al., 2013;
Singh et al.,2013; Olagbemide et Alikwe, 2014).

Une comparaison de nos résultats avec ceux de littérature est difficile en raison de
I"influence de divers facteurs propre a la plante (les facteurs génétiques liés au cultivar, le
degré de maturation est de I'age des graines, composition, ... €tc.), les conditions
climatiques et environnementales, méthodes d’ extraction et de dosage (type de solvant et
sa concentration, méthodes et température d extraction, ...) des composés phénoliques
(Avalloneet al. 1997; Makkar, 2003; Tédlli et al., 2010).

Globa ement nos données s’ integrent dans I’ intervalle de valeurs rapportées par |jarotimi
et al, (2013).

L’ extraction est une diffusion des composés de |la matrice végétale vers le solvant, dépend
du type de solvant utilisé et de la nature des composés phénoliques présents dans le

végétal. Nous avons enregistré des différences de teneurs en fonction du solvant utilisé.

Le méme phénomene est rapporté par différents auteurs travaillant sur diverses plantes et

utilisant divers solvants.

Selon Tabart et al, (2007), le choix du solvant affecte en effet la quantité de taux des
polyphénols extraits grace ala polarité de solvants, la solubilité des composés phénoliques
dans ce dernier et leur localisation dansla plante.

La substitution partielle du I'eau distillée s'est accompagnée d’une augmentation de
teneurs en composés phénolique des extraits testés. Ces améliorations s accordent avec les

observations de nombreux auteurs utilisant divers solvants binaires.
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Selon Galvez et al, (2005), la différence en teneur de polyphénols totaux solubles est due
au type de dissolvant employé, le degré de polymérisation des composés phénoliques et
auss bien que par I'interaction de composés phénoliques avec les autres constituants

nutritionnels de I’ aiment.

Les dosages de composeés phénoliques ont été réalises sur des extraits bruts. Ces derniers
renferment en effet différents autres métabolites secondaires (alcaloides, terpénoides et
saponines) dont la présence chez Moringa oleifera est rapportée par différents auteurs
(Foidl et al., 2001; Kumbhareet al., 2012 et Alhakmani et al., 2013).
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Conclusion et perspectives

Le présent travail porte sur I'évaluation d'une part de la teneur en composition chimique et
d’autre part la teneur en composes phénoliques de lyophilisat de graine et d’amande de
Moringa oleifera.

L’ amande se caractérise par une plus grande richesse en protéines brutes (13,25%) et matieres
grasses (38%), aors que la graine se présente comme une source de matiéres grasses (26%) et
de cellulose brute et (3,98%).

Les résultats obtenus montrent que les teneurs en composés phénoliques des extraits different
selon la partie et le solvant d'extraction utilisé et de sa polarité.

Les teneurs en phénols totaux solubles, phénols non liés a la protéine, flavonoides, tanins
condensés et tanins hydrolysables de I’amande sont supérieures a celles de lagraine.

Des métabolites secondaires (alcaloides, saponines et les terpénes) présents chez Moringa
oleifera sont solubilisés par |es solvants utilisés.

Il serait souhaitable d approfondir ce travail par une caractérisation de I’ activité biologique
des composés phénoliques et une quantification et identification des composés de nos

substrats expérimentaux.
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Annexe |

Tableau I1: Principales exigences écologiques de Moringa oleifera :

Parametres Optimal Sour ces
Climat Tropical ou subtropical
Température 25-35C°

(Aberraet al, 2012)

Altitude 0-1800 m
Pluviométrie 250 mm-3000 mm
Type de sol Limoneux, sableux ou

(Palada et Changl, 2003)
sablo-limoneux

pH du sol Acideaacdin (pH: 5a9)
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Tableau |11 : Composition moyenne des feuilles de Moringa oleifera (Broin, 2005).

Données pour 100 grammes de matiere séche

Composition globale Acides aminés (mg)
Cadories (kcal) 300 Arginine 1600
Proténes (g) 25 Histidine 530
Glucides () 40 Isoleucine 1140
Lipides (g) 8 Leucine 2050
Minéraux (g) 12 Lysine 1200
Fibres (Q) 15 M éthionine 370
Teneur en eau % 75 Phénylalanine 1400
Thréonine 1080
Minéraux (mg) Tryptophane 580
Calcium 2100 Valine 1400
Cuivre 1 Acide aspartique | 1670
Fer 27 Acide glutamique | 2470
Potassium 1300 Sérine 840
Magnésium 405 Glycine 960
Phosphore 310 Alanine 1260
Manganese 8 Tyrosine 910
Soufre 740 Cystéine 360
sélénium 2,6 Proline 1230
Zinc 2,6 850
Molybdéene 0,5
Sodium 100 Acides gras
Vitamines C16:0 530
Vitamine A(UI) 14300 c18:0 70
Vitamine C(mg) 850 Ci18: 1 60
C18:2 170
C18:3 1140




Liste des_Annexes

Tableau 1'V: Propriétés de Moringa oleifera selon |’ organe utilisé

(Ralezo Maeva L andy, 2006).

Organes Utilisations

Feuilles Antiscorbutigue, anti-inflammatoire,
complément nutritionnel, fortifiant,
antispasmodique, diurétique et rubéfiante

fruits contre les vers intestinaux, stimulent I’ appétit,
contre les mal adies des yeux, augmentent
la qualité du sperme et lagomme comme
antiseptique
racines Antiscorbutique, tonifiant, bactéricides est

Fongicides
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Tableau V : Activités biologiques des composes poly phénoliques.

Polyphénols

Activités

Source

Acides Phénols

Antibactériennes, antifongiques et

antioxydantes

Flavonoides

Antitumorales, anti carcinogenes,
anti-inflammatoires,  hypotenseurs,

diurétiques et antioxydantes

Middleton et al. (2000); Ksouri et
al. (2007); Hodek et al. (2002); Yao
et al.

(2004); Rangkadilok et al. (2007).

Tanins galliques et
catéchiques

Antioxydantes

Rahman et al. (2006)

Proanthocyanidines

Effets stabilisants sur le collagéene,
antioxydantes, antitumorales,

antifongiques et anti-inflammatoires.

Hennebelle et al. (2004) ;
Zhang et al. (2005).
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Figure 6 : Chromatogramme de fraction poly phénoliques des feuilles de Moringa

oleifera (1: acide gallique, 2 : acide chlorogenique, 3 : rutine, 4 : acide ellagique, 5: acide

ferulique, 6 :quercetine 7 : kaempferol) (Vermaet al., 2009).
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Tableau VI: Principaux acides hydroxybenzoigues (Sar ni-M anchado et Cheynier,

2006).
Structure R1 R2 R3 R4 Acides

phénoliques

H H H H Acide
benzoique

H H OH H Acide
p hydroxy

Ry R )
benzoique
Ry COOH | H OH OH H Acide
Protocatechique
Ry

H OCH3 OH H Acide
vanillique

H OH OH OH Acide gallique

H OCH3 OH OCH3 Acide
syringique

OH H H H Acide
salicylique

OH H H OH Acide
gentisique
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Tableau VII : Principaux acides hydroxycinnamiques (Sanchez-Maldonado et al.,

2011).
Structure R1 R2 R3 Acides
phénoliques
H H H acide cinnamique
COOR Acide
R, H OH H p coumarique
R
R

OH OH H Acide caféique
OCH3 OH H Acideférulique
OCH3 OH OCH3 Acide sinapique
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Tableau VII: Distribution alimentaire des principales classes de flavonoides
(Erdman et al., 2007)

Flavonoides Exemples Aliments Caractéristiques
Flavonols Quercétine Oignon, poireau, Le groupe le plus abondant
Kaempférol brocolis, pommes, | des composés phénoliques.
chou fris, vin
rouge, thé.
Flavones Lutéoline Persil, céleri lIs se different des flavonols
Apigénine seulement par le manque d'un
OH libre en C3, ce qui affecte
ains leur absorption aux UV,
mobilité chromatographique
et les réactions de coloration
Flavanones Naringénine Fruits du genre Sont caractérisés par
Eriodictyol Citrus. I'absence de la double liaison
C2-C3, le le plus abondant est
la naringénine, isolée pour la
premiere fois a partir des
écorces de citrus.
Flavan3-ols Catéchine Vin rouge, thé Flavan3ols ainsi que flavan3,
Epicatéchine noire, thé vert, 4diols : impliqués dans la

0

Epigallocatéchine

cacao, chocolat.

Biosynthése de
proanthocyanidines (tanins

OH
condenses).
Anthocyanidines Cyanidine Raisins, vinrouge, | Pigments hydrosolubles
= | | Del phénidine certaines variétés de | contribuent alacoloration
—

3
—

/

céréales.

des angiospermes.
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Figure 1 : Courbe d' étal onnage des phénols totaux solubles.
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Figure 2: Courbe d' étalonnage de dosage des flavonoides.
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Figure 4 : Courbe d’ éa onnage de dosage des tanins condensés.
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Préparation des solutions

Solutions

éthanol 50%
Solution de Folin Ciocalteu (0,1N)

Solution de carbonate de sodium (7,5%)
Na,CO3
Solution de chlorure d’aluminium
hydratea 2% (AlCI36H,0)
HCI (0,01M)
FeCl3 (0,01M dansHcl 0,001M)
HCL 24%

Vanilline a 5,8% (p/v)

vanillineg/HCL :

solution de BSA :
Tampon acétate (0,2M) acide acetique

et 0,17M NaCl)

Chlorureferrique (FeCl3) a 0,1 % (p/v)

Réactifs

100ml de I’ éthanol pure + 98,15ml d’ eau distillée
10 ml de Folin Ciocalteu guster jusqu’a 100ml
avec I’ eau distillée

7,59 de la poudre de Na,COs3 dissout dans 100ml

Ieau distillée.
21,879 de la poudre d’ AlCl3; hydrate dissout dans
250ml de |’ eau distillée.

0,085ml dHCL 36% est guste a 1 litre I'eau
distillée.
Dissoudre 1,62 g de FeCl; dans un litre de Hcl a
0,01M
24ml de HCI concentré gusté a 100ml de
méthanol.
58g de vanilline dissoudre dans 100ml de
méthanol pure.
Ca préparation est faite juste avant I’ utilisation en
mélangeant & volume équivalant la solution de
vanilline a5,8% et la solution d’' Hcl 24%

1mg de BSA dans 1ml de tampon acétate.

11,4ml d'acide acétique + 9,86g NaCl + 800ml
d eau distillée.

On gjuste le pH a 4,9 avec Na OH (4N). Le volume
est guste a 1l avec |’ eau distillée.

0,1g de FeClI3 dans 100ml d’ eau distillée

0,0259g de FeCl,2H,0 dans 100ml d’ eau distillée.
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Solution d’hydroxyde de sodium a 1 N = 40g de poudre de soude caustique.

(Na OH)
Na OH 0,1%
Acide borique

Catalyseur

Indicateur rouge bleu

Ajuster 21000 ml avec de |’ eau distillée.

0,1 g de Na OH dissoute dans 100 ml deau
distillée.

40g d' acide borique gjusté a 1000 ml avec de I’ eau
distillée

80 g de sulfate de potassium

20 g de sulfate de cuivre

2 g de séénium

Solution A: 0,1 g de rouge du méthyle.

Ajuster a 100 ml d alcool 96°a la température du
bain marie

Solution B:1g de bleu de méthylene dans 100 ml
d’eau distillée, a partir de cette solution, on préléeve
4 ml et onl’goute a96 ml d’alcool 95°.



Résume

Moringa oleifera est une plante largement utilisee dans les pays Africains. Elle est décrite
dans la littérature comme une plante dintérét nutritionnel et médicinal. Ce travail a éé
consacré a la déermination de la composition chimique globale (protéines brutes, cellulose
brute, matiéres grasses) et dosages des composés phénoliques (polyphénols totaux solubles
(PTS), flavonoides, tanin hydrolysables et condense et les phénolslié aux protéines) extrait par
différents solvants (eau digtillée, éthanol 50% et éthanol 96%) de la graine et amande de
Moringa oleifera. Et une mise en évidence de quelques métabolites secondaires (alcaloides,
saponines et terpenoides). Les résultats de la présente éude montrent que I’amande renferme
des teneurs plus élevées en protéines brutes et matiéres grasses que la graine par contre la
cellulose est concentrée dans la graine. Le dosage des molécules d'intérét a montrer que les
PTS, flavonoides et les tanins sont principalement localisé dans I’amande, avec des teneurs
significativement différentes selon le solvant d’extraction. Nos essais ont permis la mise en
évidence d acaloides, saponines et des terpenoides. De ceci on tire que Moringa ol eifera peut

congtituer une bonne source de composés bioactifs.

Mots clés: Moringa oleifera, protéines, cellulose, métabolites secondaires, composés
phénoliques.

Abstract

Moringa oleifera is a plant widely used in African countries. It is described in the literature as
a nutritional and medicinal plant. This work has been devoted to determining the overall
chemical composition (crude protein, crude cellulose, fat) and phenolic compounds (total
soluble polyphenaol (PTS), flavonoids, hydrolysable and condensed tannin and phenols bound
protein) extracts by different solvents (distilled water, 50% ethanol and 96% ethanol) of the
seed and almond of Moringa oleifera. And determination of some secondary metabolites
(alkaloids, saponins and terpenoids). The results of this study show that the almond contains
higher levels of crude protein and fat than seed. The cellulose is concentrated in the seed. The
determination of interesting molecules shows that the PTS, flavonoids and tannins are mainly
located in the amond, with significantly different levels according to the extraction solvent.
Our tests have enabled the detection of akaloids, saponins and terpenoids. Moringa oleifera
can be a good source of bioactive compound.

Keywords. Moringa oleifera, proteins, cellulose, secondary metabolites, phenolics compound.
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