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Introduction

Les plantes sont le si¢ge d’une intense activité métabolique aboutissant a la
synthese de principes actifs tres divers (Kansole, 2009). Elles élaborent diverses substances
appelées métabolites secondaires qui représentent une source importante d’antioxydants et
de produits actifs naturels. Ces derniers sont pour la plupart utilisés actuellement comme
additifs dans les aliments fonctionnels ou comme composants bioactifs dans les
préparations pharmaceutiques (Naczk et Shahidi, 2004).

Certains travaux montrent que divers constituants phyto chimiques des plantes, en
particulier les vitamines et les polyphénols tels que les acides phénoliques, les flavonoides,
les tanins, etc..., sont responsables de plusicurs activités dont I’une d’entre elles est le

piégeage de radicaux libres.

Dans les derniéres décennies il y a eu un intérét croissant pour I'étude des plantes
médicinales et leur utilisation traditionnelle dans différentes régions du monde (Muthu et
al., 2006 ; Arora et al., 2013).

Le genre Moringa appartenant & la famille des Moringaceaes comporte plusieurs
espéces largement répandues dans les régions méditerranéennes, le Sud-Ouest de 1’ Asie et
d’Amérique (Olson et Carlquist, 2001). De par leur richesse en composés antioxydants
naturels comme les flavonoides et les vitamines (Vongsak et al., 2013), les feuilles de

Moringa oleifera sont utilisées en tant que plante médicinale et nutritionnelle.

Les polysaccharides végétaux sont connus pour leurs activités biologiques,
activités : anti-tumorales, antioxydantes, antivirales, anticoagulantes, anti-compléments,
anti-inflammatoires, antiulcéreuses et hypoglycémiantes. Les nouvelles recherches sur les
phyto-polysaccharides ménent au développement d’oligosaccharides non digestibles plus
petits par hydrolyse et par dépolymérisation, comme les arabino-galacto et fructo-
oligosaccharides et les oligosaccharides pectiques. D’aprés Boual. (2015), ces derniers
jouent un rdle non négligeable en santé humaine en agissant comme prébiotiques et en

stimulant la croissance des bactéries bénéfiques, présentes dans le c6lon.

Les travaux de Metchnikoff. (1907) ont démontré que la consommation
d’aliments fermentés permettait de rétablir la flore intestinale en générant des effets
bénéfiques sur la santé de I’Homme et celle des animaux. De nombreuses études
scientifiques ont rapportés les propriétés prophylactiques et thérapeutiques de

1



Introduction

microorganismes présents dans les aliments fermentés notamment les bifidobactéries et
lactobacilles (Parker, 1974 ; Gibson, 2000 ; Varcose et al., 2003 ; Marelli et al.,
2004 ; Lin et al., 2005).

Depuis une dizaine d’années, un intérét considérable s’est développé autour de
I’utilisation de cultures lactiques (Lactobacillus) ou probiotiques (Bifidobacterium). Les
effets bénéfiques pour la santé en font des applications alimentaires et
pharmaceutiques non négligeables. Dans la majorité des cas, les produits laitiers tels que
les laits fermentés, fromages, laits en poudre et cremes glacées ont été choisis comme

vehicules privilégiés des cultures probiotiques (Doleyres et al., 2002).

L’objectif de cette étude porte sur la possibilité d’utilisation des mucilages bruts de

poudre de feuilles de Moringa oleifera comme source de prébiotique.

Nous avons dans une premiere étape, déterminé la teneur en composes
phénoliques de nos échantillons et évalué leur activité antioxydante (activité
antiradicalaire, pouvoir réducteur et la chélation du fer ferreux). La deuxiéme partie de
notre travail consiste a évaluer le potentiel prébiotique de ces mucilages en utilisant le yaourt
comme modéle fermentaire avec un suivi durant 28 jours (avec stockage a froid), de

plusieurs parametres : le pH, synérese et la viabilité microbienne.
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Partie théorique Géneralites sur Moringa oleifera

I. Généralités sur Moringa oleifera

I.1. Origine et distribution de Moringa oleifera

Moringa oleifera, arbre originaire d’Inde, est aujourd’hui trés largement répandu a
travers le monde, est par ailleurs cultivé dans toutes les régions tropicales, notamment en
Afrique ou cette espéce suscite plus d’intéréts aupres des ONG, des scientifiques et méme
des entrepreneurs (Olson, 2001 ; Sain Saveur et Broin, 2006).

Moringa peut se trouver dans des zones tres arides comme le Sahara, mais il prefere
les climats semi-tropicaux humides. Cet arbuste est retrouvé autour de la Mer rouge, de la
Mer Morte au Kenya, Namibie, Angola. Ainsi qu’en Asie sous-continent indien : Pakistan,
Inde et Bangladesh (Olson, 2001). Son introduction en Afrique de I’Est a eu lieu au début
du 20 ®™e siécle par le biais du commerce et des échanges maritimes durant cette période
(Foidl et al., 2001).

1.2. Systématique et nomenclature

Moringa appartient a la famille mono-générique des arbustes et arbres des
Moringaceae qui comprend 13 espéces avec Moringa oleifra (Tableau 1) comme 1’espéce
la plus connue (Foidl et al., 2001 ; Fuglie, 2001 ; Tahir Mahmood et al., 2010 ; Hédji et
al., 2014).

Tableau | : la systématique du Moringa oleifera (Laleye et al., 2015)

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Classe Magnoliopsida
Ordre: Capparales
Famille Moringaceae
Division Magnoliopyte
Genre Moringa
Espéce oleifera
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Moringa porte différents noms selon les régions, dans les pays francophones il est
également appelé « Mouroungue », « Moringa ailé », « ben ailé », « benzolive » et « pois
quénique ». Dans les pays anglophones on le nomme « Radish Tree », « Never die Tree »,
« Drumstich Tree », « Horseradish tree » (Foidl et al., 2001). Aux philippines on
I’appelle « le meilleur ami des meres » et « Malunggay » (Price, 1985 ; Beth et Lindsay,
2005).

1.3. Description botanique

Moringa est un arbre pérenne, a croissance rapide, qui peut atteindre 7 a 12 meétres
de hauteur et dont le tronc mesure 20 a 40 cm de diamétre (FigureOl-a). Le tronc est
généralement droit, mais peut se ramifier, atteindre parfois 3 metres. Les branches
poussent de maniere désorganisée et la canopée est en forme de parasol (Foidl et al., 2001).
Ses feuilles sont duveteuses, alternes et bi ou tripennées (Figure 01-b) et se développent
principalement dans la partie terminale des branches. Elles mesurent 20 & 70 cm de long
(Hédji et al., 2014 ; Laleye et al., 2015). Ses fleurs mesurent 2,5 cm de large et se
présentent sous forme de panicules axillaires et tombantes de 10 a 25 cm (Figure 01-c),
elles sont blanches ou de couleur créeme, avec des points jaunes a la base (Ralezo
Maevalandy, 2006 ; Laleye et al., 2015). Les Fruits en forme de gousses allongées a 3

valves, mesurant 20 a 60 cm de long (figure 01-d), pendent des branches lorsqu’ils sont

secs ; ils s’ouvrent en trois parties, chaque gousses contient entre 12 et 35 graines (Foidl et
al., 2001 ; Olson, 2001).

Figure 01 : Tronc (a), feuilles (b), fleurs (c) et gousses (d) de Moringa oleifera (Sain
Sauveur et Broin, 2006).
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I.4. Composition chimique et valeurs nutritionnelles des feuilles de Moringa

oleifera

Plusieurs travaux ont mis en évidence les qualités nutritionnelles exceptionnelles
des feuilles de M. oleifera, qui sont utilisées dans 1’alimentation en raison de leur richesse
en protéines, vitamines (A, B, C, E) et sels minéraux (Ca, K, Mg, P, Fer, Zn, Se, Cu, Mn,
Na, Cl) (Atakpama et al., 2014).

Les minéraux occupent une part importante de la matiére séche des feuilles de M.
oleifera avec des teneurs de 0,6 a 11,42% de MS. Quant a la matiére grasse contenue dans
les feuilles de M. oleifera, elle varie de 2,3 a 10% MS. Les feuilles de Moringa oleifera
sont une excellente source de protéines (Tableau Il) dont les teneurs moyennes varient
entre 19-35 % MS (Foidl et al., 2001 ; Bello, 2010).

Tableau Il : Composition moyenne des feuilles de Moringa oleifera. Données pour 100

grammes de matiére seche (Broin, 2005).

Composition globale Acides aminés (mg)

Calories (kcal) 300 Arginine 1600
Protéines (g) 25 Histidine 530
Minéraux (Q) 12 Isoleucine 1140
Glucides (g) 40 Leucine 2050
Lipides (g) 08 Lysine 1200
Fibres (g) 15 Méthionine 370
Teneur en eau 75 % Phénylalanine 1400

Minéraux Thréonine 1080
Calcium (mg) 2100 Tryptophane 580
Cuivre (mg) 01 Valine 1400
Fer (mg) 27 Acide aspartique 1670
Potassium (mg) 1300 Acide glutamique 2470
Magnésium (mg) | 405 Sérine 840
Phosphore (mg) | 310 Glycine 960
Manganése (mg) |8 Alanine 1260
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Soufre (mg) 740 Proline 1230
Sélénium (mg) 2,6 Tyrosine 910
Zinc (mg) 2,6 Acides gras
Molybdéne (mg) | 0,5 C16:0 530
Sodium (mg) 100 C18:0 70
Vitamines ci18:1 60
Vitamine A (Ul) | 14300 C18:2 170
Vitamine C (mg) | 850 Cc18:3 1140

|.5. Domaines d’utilisation des feuilles de Moringa oleifera

Les feuilles de Moringa oleifera sont distribuées un peu partout dans le monde,
elles ont une gamme impressionnante d’utilisation pour leur intéréts nutritionnels et
médicinaux (Anwar et al., 2007 ; Saint sauveur et Broin, 2010). Presque toutes les parties
de I’arbre ont un intérét nutritionnel parmi les domaines d’utilisation on trouve :

e Alimentation humaine

La poudre de feuilles séchees peut s’ajouter a toutes sortes de plats en tant que
complément alimentaire (Saint sauveur et Broin, 2010). Les jeunes feuilles qui sont
comestibles, sont couramment consommeées cuites, comme des épinards et préparees en
soupe ou en salade (Nweze et al., 2014).

e Alimentation animale

La productivité des animaux de ferme dans la plupart des pays tropicaux est
généralement basse (Melesse, 2012). Ce qui a conduit aux valorisations de nombreuses
ressources végétales locales en alimentation animale tels que I’enrichissement de la ration
par des feuilles de Moringa oleifera afin d’améliorer la marge bénéficiaire (Abou-Elezz et
al., 2011 ; Hédji et al., 2014).

e Utilisation médicinale

Dans I'ethnomédecine, des feuilles de Moringa oleifera ont été employées par les
guérisseurs traditionnels dans le traitement de divers maux tels que le malaise, les ulcéres
d'estomac, la diarrhée, la dysenterie, les infections gastriques et celle de la peau (Nweze et
al., 2014).
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Les feuilles de Moringa oleifera (Moringacées) sont utilisées par les Indiens dans
leur phytothérapie comme hypocholestérolémiant chez les patients obéses (Ghasi et al.,
2000).

e Lutte contre la malnutrition

Les feuilles de Moringa oleifera peuvent étre utilisées pour la prévention et la
correction de la malnutrition en raison de leurs qualités nutritionnelles exceptionnelles
(Saint Sauveur et Broin, 2010). De ce fait, les populations incluent les feuilles de Moringa
oleifera dans la formulation de la poudre infantile a base de ces feuilles comme

complément alimentaire des nourrissons (Madi et al., 2012).

L’extrait des feuilles de Moringa oleifera possede une activité antioxydante due a la
présence des différentes variétés d’antioxydants comme 1’Ac. ascorbique, les flavonoides,

les composées phénoliques et caroténoides (Anwar et al., 2005 ; Laleye et al., 2015).

1.6. Composés phénoliques et activités antioxydantes des feuilles de Moringa

oleifera
1.6.1. Les composés phénoliques ou polyphénols

Ce sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence d’un cycle
aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un glucide. Ils sont
présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs,
pollens, fruits, graines et bois). Les plus représentés sont les anthocyanes, les flavonoides

et les tannins (Boizot et Charpentier, 2006).

Des études menées par Makkar et Becker. (1996); Richter et al. (2003);
Siddhuraju et Becker. (2003) ; Tchiégang et Kitikil. (2004) ont montré que les feuilles de
Moringa oleifera contiennent des alcaloides, flavonoides et des composées phénoliques
avec des taux compris entre 0.67 % et 3.4 % des phénols totaux, 0.5 % et 1.4 % en tannins.
Les tannins condensés sont absents ou sous forme de traces et les teneurs en saponines

varient entre 5 et 6.4 %.

Au totales, les feuilles de Moringa oleifera contiennent des proportions

négligeables de facteurs anti-nutritionnels (Makkar et Becker, 1996).
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1.6.2. Propriété antioxydante des composés phénoliques

Un antioxydant est défini comme étant une substance qui peut retarder ou empécher
I’oxydation des substrats biologiques. Ce sont des composés qui réagissent avec les

radicaux libres les rendant ainsi inoffensifs (Karou et al., 2005).

Les antioxydants sont classes selon leur mode d’action : éliminateurs de radicaux
libres, chélateurs d’ions métalliques, piégeurs d’oxygene dans des systémes fermés. Les
polyphénols, naturellement présents dans les aliments ou formés au cours des procédés de
transformation, sont considérés comme éliminateurs de radicaux libres (Chew, 1999 ;
Chang et al., 2007).

Selon Chumark et al. (2008) ; Farooq et al. (2012) les feuilles de Moringa oleifera

possédent une forte activité antioxydante.
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I1. Les Prébiotiques
11.1. Définition

Gibson et Roberfroid, les fondateurs du concept, ont défini les prébiotiques
comme « des ingrédients alimentaires non digestibles qui influencent de facon bénéfique
I’héte en stimulant sélectivement la croissance et/ou I’activit¢ d’un nombre limité de
populations bactériennes dans le colon améliorant ainsi la santé de 1’hote » (Cherbut,
2003 ; Wongpulttisin et khanongnuch, 2015).

La definition a été actualisée en 2004 et definie comme «les ingredients
sélectivement faits fermenter qui permettent des changements spécifiques, tant dans la
composition et/ou D’activité dans le microbiote gastro-intestinal et qui confére des

avantages sur le bien-étre de I’hote et la santé » (Wongputtisin et Khanongnuch, 2015).
11.2. Types de prébiotiques

Les prébiotiques avérés a ce jour sont tous des glucides et la plupart posséde un
faible degré de polymérisation a I’exception des amidons résistants (Afssa, 2005). Tableau

I regroupant les différents prébiotiques avérés et supposés (Annexe ).

Le concept de prebiotique distingue I'inuline et fructo-oligosaccharides qui
stimulent sélectivement la croissance des bifidobactéries, qui sont considérées étre
favorables pour la santé humaine. Bien que la plupart des recherches aient été faites sur
I’inuline et fructooligosaccharides, d'autres oligosaccharides-non-digestibles, en incluant
xylo-oligosaccharides, galacto-oligosaccharides et isomalto-oligosaccharides ont été aussi
évalués pour leur effet prébiotique (Blaut, 2002). AL-Sheraji et al. (2013) citent que les
galacto-oligosaccharides(GOS), fructo-oligosaccharides (FOS) et I’inuline comme étant
les prébiotiques les plus communément connus. Les principaux prébiotiques

commercialisés sont illustrés dans le tableau I11.
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Tableaux 111 : Principaux prebiotiques commercialisés (Bodinier et Gourbeyre, 2012).
Prébiotiques Noms Structures

Inuline Raftilose ® Fru-Frun + Glc-Frun
Fructooligosaccharides Actilight ® Glc-Fru n Beghin
Galactooligosaccharides Oligomate ® Glc-Gal n

Lactulose MLS-50 ® Gal-Fru
Oligosaccharides de soja Soya-Oligo Gal n -Glc-Fru
Isomaltooligosaccharides IMO 900 Glc n Showa
Glucooligosaccharides Bioecolia ® Glcn
Mannooligosaccharides Bio-MOS ® Man n
Xylooligosaccharides Xylo-oligo Xyln

e Galacto-oligosaccharides (GOS)

GOS (figure 2) sont un mélange d'oligosaccharides tirés du lactose par trans-
glycosylation enzymatique. Le mélange se compose généralement d’oligo-saccharides de tri-
a penta-saccharides avec B-1,6, p-1,3, B-1,4 liaisons, ce qui le rend réfringents a la digestion
(Vanema, 2015).

Figure 2: Structure chimique de GOS (Martin, 2009).

e Inuline

L’inuline (figure 3) est un fructane poly-dispersé de type B(2-1) composé d’un mélange
d’oligo et de polysaccharides qui sont pratiquement tous constitués de chaines linéaires
d’unités de fructoses possédant la structure GFn avec : G=unité glucosyle , F=unité fructosyle
et n=nombre d’unité fructosyles liées entre elles (franck ,2008). Il s’agit d’un glucide non
hydrolysé et non absorbé dans I’intestin gréle, mais dégradable par la flore colique (Adrian et
al., 2003) .

10



Partie théorique les prébiotiques

al

Figure 3 : Structure de I’inuline (Martin ,2009).
e Gluco-oligosaccharides GI-OS

Les GOS a-1,2/a-1,6/0-1,4 appartiennent a la famille des glucanes. Ces derniers
sont des polyméres de glucoses liés par différents types de liaisons (a ou B; 1—4,
1—6, 152 ou 1-3). Ils peuvent se trouver a I’état naturel sous forme par exemple

d’amidon ou de glycogene jouant un réle de réserve glucidique (Rousseau,2004).
e Fructo-oligosaccharides(FOS)

FOS (figure 4) sont composés par les chaines de moitiés fructose reliées par p - (2 -1)-
glycosidique obligations avec ou sans unité de glucose (Corradini et al., 2012). FOS se

produisent naturellement dans beaucoup d’aliments communs tels que fruits, légumes, lait

et miel (Nobre et al., 2012).

Figure 4 : Structure de FOS (Martin, 2009).

11
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11.3. Source des prébiotiques

Les prébiotiques naturellement sont présent dans les légumes, fruits, céréales et lait
maternel. Les prébiotiques quantitativement les plus importants présents naturellement
dans nos aliments sont les fructo-oligosaccharides (FOS) et I’inuline. Ils représentent un
important réservoir en hydrates de carbone dans beaucoup de plantes (annexe 1) comme
dans certains légumes « poireau, oignon, ail, artichaut, chicorée, asperge », fruits

« banane » et céréales « seigle, blé » (Braegger, 2004).
11.4. Utilisation industrielle des prébiotiques

L'utilisation des prébiotiques comme des composantes de nourriture a des
avantages multiples ; ils améliorent des traits sensoriels et fournissent une composition
nutritive bien équilibrée (AL-Sheraji et al., 2013). Les fructanes qui sont utilisés
comme substituts de graisse (inuline) ou de sucre (oligo-fructose, obtenu par hydrolyse
enzymatique de 1’inuline de chicorée) a abouti a leur introduction dans les laits
fermentés, les desserts, cremes glacés, biscuits, patisseries et les laits

maternisés (Delzennne et al., 2004).

Les aliments qui peuvent contenir I’inuline et 1’oligo-fructose sont des produits de
boulangerie et céréales de petit déjeuner ; systemes saturés d'eau tels que les boissons, les
produits laitiers et méme les comprimés. L’inuline est souvent utilisée dans la fabrication
des produits laitiers faible en graisse, tels que le lait, les fromages frais, les yaourts, les
crémes, et les desserts laitiers. L’inuline permet le remplacement de quantités significatives
de graisse (jusqu'a 100 %) et de la stabilisation de I'émulsion en améliorant les
caractéristiques organoleptiques des aliments et en améliorant tant le goQt, dans un large
éventail d'applications (Bosscher, 2009).

11.5. Effet bénéfique des prébiotiques

Les prébiotiques peuvent exercer un effet sur la barriére intestinale et le systéme
immunitaire associé a I’intestin via les AGCC produits par le microbiote. Des effets directs
des prébiotiques ont néanmoins été décrits : Le GOS peut limiter la fixation de certaines
bactéries aux cellules épithéliales en se liant aux récepteurs d’adhésion de ces
microorganismes (Bodinier et Gourbeyre ,2012). De ce fait il améliore la santé en
influencant favorablement la flore intestinale par la stimulation de certaines bactéries a

I’activité probiotique. L’apport d’inuline et de FOS, chez 1’adulte en raison de

12
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10g/jour, stimule la prolifération des bactéries lactiques, surtout des bifidobactéries, dans
I’intestin. Ces bactéries fermentent les fibres prébiotiques et les réduisent a des acides
gras & chaines courtes formant ainsi 1’acétate, le butyrate, le lactate et le propionate.
Ces prébiotiques ont toutefois des effets secondaires sur 1’intestin : par fermentation
bactérienne des oligo-saccharides prébiotiques provoquent la formation de gaz (H 2,
méthane et d’autre) qui peuvent, lors d’un dosage trop élevé, provoquer des

ballonnements, des douleurs abdominales et des diarrhées (Braegger, 2004).

Les prébiotiques affectent les bactéries intestinales en augmentant le nombre
de bactéries anaérobies bénéfiques et en diminuant la population des

microorganismes potentiellement pathogenes (WGO, 2011).
11.6. Les mucilages

Les mucilages sont des substances polymeéres complexes de nature d'hydrate de
carbone, avec une structure de branche, qui contient des dimensions variables de L-
arabinose, D-galactose, L-rhamnose et D-xylose, aussi bien qu'acide galacturonique
dans différentes dimensions (Sepulveda et al., 2007 ). Les masses visqueuses de forme
de mucilages dans l'eau sont typiquement hétérogenes dans la composition (Varsha et
al., 2010). Les mucilages sont souvent trouvés dans de différentes parties de la plante
(Deogade et al., 2012). Peuvent étre employés dans les préparations d’aliments, produits
pharmaceutique et cosmétiques pour plusieurs applications telles que des modificateurs
de texture, épaississantes, geélifiants, et agent de liaison (Deore et Khadabadi, 2008 ;

Koocheki et al., 2009 ; Lai et Liang, 2012).
11.7. Les probiotiques

Ce sont des microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en quantité
adéquate, ont des effets bénéfiques sur la santé de 1’hote (Finn, 2001 ; WGO, 2011). Les
souches les plus fréqguemment utilisees a des fins probiotiques sont les bactéries
productrices d’acide lactique: Lactobacillus (ex: Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
salivarius), Enterococci, Bifidobacteria (ex : Bifidobacterium lactis). D’autres micro-
organismes ont été developpés comme probiotiques potentiels (ex. Saccharomyces
boulardii, Escherichia coli nissle) ; leur reconnaissance en tant que probiotiques demeure
controversée, du fait qu’ils ne font pas partie des micro-organismes de la flore commensale
humaine (CSS, 2007).

13
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11.8. Symbiotiques

Un symbiotique résulte de la combinaison d’un probiotique et un prébiotique
(Weese et Ontario, 2002), avec l'attente que le prébiotique améliore la survie et la
croissance du probiotique (Adebola et al., 2014). 1l est de plus en plus utilisé pour
exprimer la relation synergique entre les microorganismes bénéfiques et viables avec leurs

substrats sélectifs (Schrezenmier et Vrese, 2001).

Peu d’études ont été menées sur I’efficacité des symbiotiques (Tableau 1V) sur la

santé.

Tableau IV : Exemples d’études sur I’efficacité des symbiotiques

Symbiotiques Observations Références

Inuline + Augmentation supplémentaire du (Bouhnik et al., 1997)

Bifidobacterium Sp. | nombre de bifidobactéries

L. acidophilus + 2.5% | Diminution des taux seriques de (Kieran et al., 2003)
de Fructo- cholesterol
oligosaccharides Diminution des lipoprotéines de basse
densité (LDL)

L. acidophilus et B. | Amélioration significative du rapport (Kieran et al., 2003)
longum + Fructo- (LDL/HDL) cholestérol.

oligosaccharides
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I. Matériel et Méthodes

I.1. Materiel végétal

1.1.1 Origine et provenance des échantillons

Les feuilles de Moringa oleifera proviennent du Sud de 1’ Algérie (Tamanrasset) et

étaient récoltées en octobre 2015.

Figure 05 : photo d’un arbre prise a Tamanrasset et les feuilles séchés de M. oleifera

1.1.2. Préparation des échantillons

Apres tri et nettoyage, les feuilles sont séchées a I’air libre et a I’abri de la lumiére,
puis broyées a 1I’aide d’un broyeur électrique. La poudre obtenue a été ensuite tamisée a
I’aide d’un tamis ¢électrique (Retsch-AS 200) afin d’avoir une poudre de taille des particules
inférieur a 0,5 mm et conservée dans des bocaux en verre a 1’abri de la lumiére pour éviter

toute détérioration de 1’échantillon.
1.2. Extractions des mucilages

Les mucilages ont été extraits en utilisant la méthode décrite par HadiNezhad et al.
(2013). La poudre a été extraite avec de 1’eau distillée (10 :400, poids/volume), sous
agitation pendant 3H a 60°C, les extraits ont été refroidi a température ambiante, puis
centrifugés a 4000 tr/mn pendant 20 minutes avec Sigma laborzentifugen D-37520 ostero de
Harz-Germany, le surnageant obtenue correspond au mucilage brut.
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1.3. Dosages des composés phénoliques du mucilage brut
1.3.1. Dosage des polyphénols totaux solubles par la méthode de folin-ciocalteu

e Principe

Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et
d’acide phosphomolybdique (HsPM012040). 11 est réduit, lors de 1I’oxydation des phénols, en
un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration produite, est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot et
Charpentier, 2006).

e Mode opératoire

Le dosage des polyphénols totaux solubles des extraits a été déterminé selon la
méthode de Skerget et al. (2005). Un volume de 500 pl d’extrait est additionné de 2,5 ml de
réactif de Folin-ciocalteu (1 N) dilué a 0,1 N, aprés 5 mn on ajoute 2 ml de carbonate de
sodium Na2 COza 75 g/l. L’absorbance est mesurée a 760 nm aprés 5 mn d’incubation a
50°C. Les concentrations en phénols totaux solubles sont déterminées par référence a une
courbe d’étalonnage obtenue avec I’acide gallique (Annexe I11). Les résultats sont exprimés
en mg EAG/g Ech.

1.3.2. Dosage des flavonoides par la méthode au trichlorure d’aluminium
e Principe

Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5
susceptible de donner en présence de chlorure d’aluminium un complexe jaunitre par
chélation de I’ion Al*3. La coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de
flavonoides présente dans 1’extrait (Ribereau-Gayon, 1968).
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Figure 06: Réaction du Chlorure d’ Aluminium avec les flavonoides (Ribéreau-Gayon,
1968).
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e Mode opératoire

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de Djeridane et al. (2006).
Un volume d’extrait (Iml) a été additionné du méme volume de chlorure d’aluminium
(AICl3 a 2 % dans le méthanol). L’absorbance du mélange a été mesurée a 430 nm aprés 15
mn d’incubation & température ambiante. Les concentrations en flavonoides ont été estimees
en référant a une courbe d’étalonnage préparée avec la quercétine (Annexe I11). Les résultats

ont été exprimés en mg equivalent de quercétine (mg EQ/g Ech).

1.4. Mise en évidence de métabolites secondaires

1.4.1. Les tanins

La détection des tanins est réalisée au moyen du test de Soulama et al. (2014). 2a 3
gouttes de la solution Fecls (2 %) ajoutés a chaque extrait. L apparition d’une coloration
bleue foncée a signalé la présence des tanins galliques, tandis que celle d’une coloration vert
foncée a indiqué la présence des tanins catéchiques. La coloration bleue-verdatre indique la
présence de deux types de tanins.

1.4.2. Saponines

La détection des saponines est réalisée au moyen du test de Yadav et Agarwala.
(2011). Iml d’extrait ajouté a 3ml d’eau distillée. Apres agitation pendant 2min la formation

d’une mousse persistante indique la présence de saponines dans le milieu.
1.4.3. Alcaloides

La présence d’alcaloides 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-terre ou jaune-brun indique la présence d’Alcaloides dans le milieu.
1.4.4. Terpénoides

La méthode d’Aziman et al. (2012) permet de mettre en évidence la présence de
Terpénoides. 2,5ml d’extrait est ajouté a 1ml de chloroforme aprés homogénéisation 1,5 ml
d’acide sulfurique (H2SO4) concentré sont ajoutés au mélange. La formation d’une couleur
brun-rouge a I’interface indique la présence de Terpéenoides.
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1.5. Activités antioxydantes
1.5.1. Activité antiradicalaire du mucilage brut

e Principe

Le DPPH (1,1 diphényl-2-picryl hydrazyle) un radical libre relativement stable. Dans
ce test les antioxydants réduisent le diphényl picryl-hydrazyle ayant une couleur violette en

un composé jaune en présence de composes anti-radicalaires (Meddour et al., 2013).

Le test de DPPH est une méthode largement utilisée dans I’analyse de 1’activité
antioxydante. En effet, le DPPH se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres
stables. Cette stabilité est due a la délocalisation des électrons libres au sein de la molécule.
La présence de ces radicaux DPPH donne lieu a une coloration violette foncée de la solution,
qui absorbe aux environs de 517 nm. La réduction des radicaux libre DPPH par un agent

antioxydant entraine une décoloration de la solution (Molyneux, 2004).

om :_N@ U o,._©gj:_H©
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2: Diphenylpicrylhydrazine (nonradical)

v

1: Diphenylpicrylhydrazyl (free radical)

Figure 07 : structure de DPPH (radical) et sa réduction par I’antioxydant AH (Molyneux,
2004).
¢ Mode opératoire
L activité antiradicalaire envers le radical DPPH a été mesurée selon la méthode de
Brand-william. (1995). 0,1 ml d’extrait a été mélangé avec 3,9 ml de la solution
méthanolique du DPPH (65uM/I) fraichement préparée. Apres agitation au Vortex puis

incubation pendant 30 min a température ambiante, I’absorbance a été mesurée a 515 nm.

%lnhibition:% x 100

Abs C : Absorbance du controle
Abs Ech : Absorbance Echantillon
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1.5.2. Pouvoir réducteur
e Principe
Le pouvoir réducteur est estimé par I’aptitude des antioxydants présents dans les
extraits a réduire le fer ferrique (Fe **) du complexe ferricyanure en fer ferreux (Fe?*). La
forme réduite de ce complexe donne une couleur verte qui est proportionnelle aux

concentrations des extraits (Ozturk et al., 2007)
e Mode opératoire

Le pouvoir réducteur a été estimé selon la methode décrite par Li et al. (2009). 200ul
d’extrait ont été additionnés a 500 ul du tampon phosphate 0.2 M a un pH de 6.6 et de 500ul
de solution aqueuse de ferricyanure de potassium (KsFe(CN)s) 1 %. Apres agitation,
I’ensemble a été incubé a 50 °C pendant 20 min, puis on ajoute 500 pl de Trichloracétique
(TCA 10 %), par la suite nous procédant a une centrifugation a 500 tr / min pendant 10 min.
Iml du surnageant a été prélevé et dilué dans 1 ml d’eau distillée, 200 pl de chlorure ferrique

(FeCl3) 0.1 % ont été additionnés et I’absorbance a été mesurée a 700 nm.

Le pouvoir réducteur a été déterminé en se référant a une courbe d’étalonnage
préparée avec 1’acide ascorbique (Annexe Ill1). Les résultats sont exprimés par mg
équivalents d’acide ascorbique (mg EAA/g d’Ech). L’augmentation de 1’absorbance dans le
milieu réactionnelle indique I’augmentation de la réduction du fer. L’ Acide ascorbique a été

utilisé comme contréle positif.

L’évolution du pouvoir réducteur du mucilage brut a été mis en évidence en se
référant a une courbe réaliseé par la concentration de différentes dilutions. Ainsi la valeur
de I’IC50 a été déterminée par le biais du logiciel ORIGIN PRO 9. Cette valeur permet
d’avoir une Abs de 0,5 (Jabri-Karoui et al., 2012).

1.5.3. Chélation du fer ferreux
e Principe

Selon Le et al. (2007) la capacité chélatrice des extraits est mesurée en suivant

I'inhibition de la formation du complexe Fe?*-Ferrozine aprés incubation des échantillons
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avec le fer divalent, permettant ainsi la complexion du fer résiduelle et la formation d’un

chromophore rouge (Fe ?*-Ferrozine) ayant un maximum d’absorption a 562 nm.
e Mode opératoire

La chélation du fer ferreux a été estimé selon la méthode décrite par Bourgou et al.
(2008). 100 pl d’extrait ont été initialement mélangés avec 50 ul de FeClz (2H20) a 2 mM
et 100 pl de la Ferrozine 5 mM puis on ajoute 2,75 ml d’ED, le mélange est bien agité a
I’aide d’un vortex puis laisseé réagir pendant 10 min a température ambiante et a 1’obscurité.

La lecture des absorbances est faite a une longueur d’onde de 562 nm.

Le standard EDTA est utilisé comme chélateur de référence a une concentration de

0.005965 g/ml. Le pourcentage de chélation du fer est calculé selon 1’équation suivante :

, . Abs C- Abs Ech
%Chélation = % x 100

Abs C : Absorbance du pontréle
Abs Ech : Absorbance Echantillon

1.6. Activités prébiotiques
1.6.1. Préparation du yaourt

Selon la méthode décrite par Espirito Santo el al. (2010) avec quelques
modifications. Du lait Candia UHT demi écrémé a été pasteurisé a 90 °C pendant 15 min sur
un bec benzéne puis refroidi dans un bain-marie a 42 °C. Les ferments lactiques et les
probiotiques sont ajoutés tout en agitant au méme temps. 20 ml de mucilage brut ont été
additionné a 40 ml de lait. Les lots du yaourt ont été préparés en triples dans des flacons
stériles et incubés a 42 °C pendant 24 h, puis stockés a 4 °C durant 28 jours.

Les lots de yaourts sont codés comme suit :

e Y+ Pro+ M = yaourt + probiotiques + Mucilages

e Y + Pro = yaourt + probiotiques (Blanc)
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1.6.2. Mesure du pH
e Principe

Le pH par définition est une mesure de I’activité des ions H* contenus dans une
solution. Les valeurs du pH ont été mesurées avec un pH métre de type (micro pH 2000
CRISON) le 1%, le 14°™ et le 28°™ jour.

1.6.3. Mesure de la synérése
e Principe

La synérése est un phénomene physique fréquent au cours du stockage du yaourt qui
affecte 1’acceptabilité de celui-ci par le consommateur. Il est défini comme étant la
séparation de petit lait (lactosérum) du gel ou du caillé (Tseng et Zhao., 2013). Quand le
phénomene de la synérese est important cela implique que la capacité de rétention de I’cau

du gel est faible. Elle est mesurée selon la méthode de Purwandi et al. (2007).
¢ Mode opératoire

5 g du yaourt sont introduites dans un tube a centrifuger. Ce tube est ensuite
centrifugé a 5000 tr/min pendant 20 min. Le surnageant est collecté puis en mesure son

poids. La synérese est exprimée en pourcentage selon la relation suivante :

oids du lactosérum collecté
S%=2L x 100

poids du yaourt

1.6.4. Dénombrement des colonies

Le dénombrement des colonies (détermination en triple) a été effectué au 1%, 14°™
et le 28°™ jour pour chaque lot & différentes dilutions (quatre & cinq dilutions de 1/10). 100
pl de chaque trois derniéres dilutions ont été étalés par la méthode des stries sur des boites
de pétri (Espirito-Santo et al., 2010).

Pour le dénombrement des probiotiques nous utilisons la gélose MRS au
chlorohydrate de cystéine (Cy-HCL) a 0,5 g/l qui est un agent réducteur inhibant la

croissance des ferments du yaourt mais offre une meilleure croissance pour les
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bifidobactéries. L’incubation se fait dans une étuve a 42 °C pendant 72 h. Le nombre de

colonies UFC/mlI est calculé puis converti en log UFC/ml.

bre d loni
UFC/ml = o e o ____ (Sun-Waterhouse et al., 2013).
volume etalé (ml)xfacteur de dilution

1.7. Analyses statistiques

Toutes les données représentent la moyenne de trois essais et les resultats sont
exprimés par la moyenne =+ 1’écart type. Les résultats ont fait I’objet d’une analyse de la
variance (ANOVA) suivie d’une comparaison multiple des moyennes par le bais du logiciel

Statistica et la comparaison des données est prise a la probabilité P<0,05.
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I1. Résultats et Discussion

11.1. Teneurs en polyphénols totaux solubles et flavonoides

Les résultats de dosage des polyphénols totaux solubles et flavonoides sont illustrés
dans la figure 08 ; nos données montrent que le mucilage brut de la poudre de feuilles de
Moringa oleifera révéle des teneurs en polyphénols totaux solubles et flavonoides de 1.24

mg Eq AG/g d’Ech et 1.56 mg Eq Q/g d’Ech respectivement.

1,8

1,56

1,6

1,4

1,244

1,2

=

m flavonoides mg Eq Q/gd'Ech

0,8 m pts mg EqQAG/g d'Ech

0,6
0,4

0,2

Figure 08 : teneur en polyphénols totaux soluble et flavonoides du mucilage brut de la

poudre de feuilles de Moringa oleifera.

11.2. Mise en évidence de métabolites secondaires

La présence de saponines, alcaloides, terpénoides et tanins catéchigques est mise en

évidence (Tableau V) dans le mucilage brut de la poudre de feuilles de Moringa oleifera.
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Tableau V : Mise en évidence des saponines, alcaloides, Terpenoides et tanins catéchique.

Saponines Alcaloides Terpénoides Tanins catéchique

+ + + +

Apparition d’un Apparition d’un
mousse anneau brun | anneau brun rouge a coloration vert

Observations . . ,- ,
persistante noir I’interface foncé

"
|

+ = Présence du composé - = Absence de compose

11.3. Activités antioxydantes :

11.3.1. Chélation du fer ferreux :

La figure 9 représente le pouvoir chélateur du fer de mucilage brut de la poudre de
feuilles de Moringa oleifera comparées au standard EDTA.

Nos données expérimentales montrent que le pouvoir chélateur du fer du mucilage
brut de la poudre de feuilles de Moringa oleifera (8.29 %) est significativement inférieure
p<0,05 (Annexe 1V) a celui du standard EDTA (12.08 %) utilisé a une concentration de
0,006 g/ml.
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% de chélation de fer
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MB 0,015 g/ml EDTA 0,006 g/ml

Figure 9 : le pouvoir chélateur du mucilage brut de la poudre de feuilles de Moringa

oleifera.

Les histogrammes qui portent des lettres différentes sont significativement différents
(p<0.05).

11.3.2. Pouvoir réducteur du mucilage brut

Dans le but d’évaluer la capacité de réduction des ions métalliques tels que le fer, la
mesure du pouvoir réducteur du mucilage brut de la poudre de feuilles de Moringa oleifera
a été réalisée (figure 10). Le pouvoir réducteur de notre mucilage brut (Abs=0.987)
significativement supérieure p<0.05 (Annexe 1V) a celui de I’acide ascorbique (Abs=0.260)

standard utilisé a une concentration de 0.10 mg/ml.

L’augmentation de I’absorbance signifie 1’augmentation du pouvoir réducteur. La
figure 11 montre que le pouvoir réducteur augmente avec la concentration de mucilage brut,

I’amplitude de I’augmentation dépend de la concentration utilisée.
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Figure 10 : pouvoir réducteur du mucilage brut de la poudre de feuilles de Moringa

oleifera comparé au standard acide ascorbique.

Les histogrammes qui portent des lettres différentes sont significativement différents
(p<0.05)
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Figure 11 : Evolution du pouvoir réducteur de mucilage brut de la poudre de feuilles de

Moringa oleifera.
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Les augmentations successives des absorbances notées varient de 73.35 % a 155.9%.
Nos calculs montrent que I’IC50 s’établit a 0.004 g/ml de mucilage brut, le pouvoir réducteur

optimale est obtenu a une concentration de 0.015 g/ml.
11.3.3. Activité antiradicalaire du mucilage brut

La figure 12 représente I’activité antiradicalaire du DPPH de mucilage brut de la

poudre de feuilles de Moringa oleifera comparées aux standards Acides ascorbiques et BHA.

Les données expérimentales montrent que [’activité¢ antiradicalaire de 1’Acide
ascorbique (98.41 %) est supérieure a celle du BHA (94.89 %) utilisés a une concentration
de 0.01 g/ml. Le mucilage brut de la poudre de feuilles de Moringa oleifera présente une
activité antiradicalaire de (80.73 %) significativement inférieure p<0,05 (Annexe 1V) a celle
de I’Acide ascorbique et du BHA.

120
100 - b
80
60

40

% d'inhibition du DPPH

20

Ac ascorbique 0,10 mg/ml BHA 0,01 g/ml MB 0,015 g/ml

Figure 12 : Activité antiradicalaire du DPPH de mucilage brut.

Les histogrammes qui portent des lettres différentes sont significativement différents
(p<0.05)

L’évolution de I’inhibition du DPPH avec la concentration de mucilage brut de la
poudre de feuilles de Moringa oleifera est illustrée par la figure 13.
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Figure 13 : I’évolution de I’inhibition du DPPH de en fonction des concentrations de

mucilage brut

Le pourcentage d’inhibition augmente avec 1’évolution de la concentration de notre
mucilage brut ; dés la premiére concentration, nous notons une augmentation de 1’inhibition
du DPPH qui passe de 6.42 % & 20.79 % ; c’est a partir d’une concentration de 0,00375 g/ml

gue nous enregistrons des inhibitions supérieures a 50%.

Nos calculs montrent que 1’IC50 s’établit a 0.00632 g/ml de mucilage.
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11.4. Effet prébiotique du mucilage de la poudre de feuille de Moringa oleifera
11.4.1. Evolution du pH

Les valeurs du pH des yaourts varient au cours du stockage a 4 °C (figureld).
L’analyse statistique des résultats obtenus montre un effet significatif (p<0,05) du facteur

mis en jeu (I’addition du mucilage) dans notre essai (Annexe V).

4,3
4,2 -
4,1 -
bc

2 YPM

mYP
3,8 -

3,5 -

J1 J14 J28

Figure 14 : Evolution du pH

Les lettres différentes indiquent que les résultats sont significativement différents
(p<0.05)

Les yaourts renfermant du mucilage affichent des valeurs de pH nettement inférieures a

celle du yaourt sans mucilage quel que soit la durée de stockage.
L’analyse de nos données décrit 02 phases :

Une premiére phase (du 1% jusqu’au 14°™ jour) au cours de laquelle le pH accuse une
forte augmentation soit de 6,37 % pour le yaourt avec mucilage et de 4,74% pour le yaourt

sans mucilage.

Une deuxiéme phase (du 14°™ jusqu’au 28°™ jour) caractérisée par une forte baisse du

pH 3,03% et de 4,15% pour le yaourt avec mucilage et sans mucilage respectivement.
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11.4.2.Evolution de la synérese

L’évolution de la synérese des yaourts au cours du stockage a 4 °C est représentée dans
la figure 15. L’analyse statistique des résultats obtenus montre un effet significatif (p<0,05)

du facteur mis en jeu (1’addition du mucilage) dans notre essai (Annexe V).

100 +
95 -
90 -
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80 - a a
75 A
70 4 = YPM
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60 -
55 -
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45 -
40

S%

J1 J14 J28

Figure 15 : Evolution de la synérese

Les lettres différentes indiquent que les résultats sont significativement différents
(p<0.05)

Nos résultats montrent pour les deux types de yaourts une légere diminution de
synérése du 1¢ au 14°™ jour ; durant cette période le yaourt sans mucilage montre une valeur
supérieure a celle du yaourt avec mucilage, elle est de 77,99 + 2,67 au 1* jour avec une
diminution de 1,18 % et de 76,15 * 1,25 pour le yaourt additionné du mucilage avec une

diminution de 1,79 % dans le 14°™jour.

Dans la deuxiéme phase du 14°™ au 28°™ jour nous enregistrons une forte
augmentation de la synérése pour les deux types de yaourt avec des valeurs nettement plus
élevées pour le yaourt renfermant du mucilage : plus de 15,56 % par rapport au 14°™ jour et

de 7,93 % par rapport au yaourt sans mucilage correspondant.

L’augmentation de la synérése du 1°" au 28°™ jour est de 17,03 % pour le yaourt avec
mucilage et de 6,67% pour le yaourt sans mucilage.
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11.4.3. Evolution des colonies

L’évolution des colonies des yaourts au cours du stockage a 4 °C est représentée dans
la figure 16. L’analyse statistique des résultats obtenus montre un effet significatif

(p<0,05) de facteur mis en jeu (I’addition du mucilage) dans notre essai (Annexe V).
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Figure 16 : Evolution des colonies

Les lettres différentes indiquent que les résultats sont significativement différents
(p<0.05)

Le nombre de colonies pour le yaourt additionné de mucilage est nettement supérieur

a celui du yaourt sans mucilage au cours du stockage a 4°C.

Pour le yaourt additionné de mucilage, le nombre de colonies augmente
progressivement avec un maximum atteint au 14°™ jour : 8,45 log UFC/ml soit un taux
d’augmentation de 23,43%. Au-dela du 14°™ jour nous enregistrons une diminution

progressive du nombre de colonies pour atteindre 5,43 log UFC /ml au 28°™ jour.

Pour le yaourt sans mucilage le nombre de colonies augmente progressivement avec
un maximum atteint au 14°™ jour : 8,17 log UFC/ml soit un taux d’augmentation de 21,91%.

Au-dela nous notons une diminution progressive du nombre de colonies pour atteindre 5,27
log UFC/ml.
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I1.5. Discussion général

L’objectif de ce travail est d’évaluer le contenu en composés phénoliques et le
potentiel antioxydant du mucilage brut de la poudre de feuilles de Moringa oleifera d’une

part et d’autre part son effet prébiotique.

Les différents dosages réalisés confirment la présence de diverses classes de
composés phénoliques (polyphénols totaux solubles et les flavonoides) dans la poudre de
feuilles de Moringa oleifera (Kasolo et al., 2010 ; Moyo et al., 2011 ; Garba et al., 2015)

La comparaison avec les données de la littérature n’est pas aisée ; elle demeure
difficile et cette différence peut étre attribuée a divers facteurs : 1’origine géographique de

I’échantillon et procédé d’extraction (Benchikh et al., 2014).

L’extraction a pour but de faire diffuser dans la phase liquide les composés

phénoliques présents dans la matiere végeétale (Escribano-Baillon et Santos Buelega, 2003).

Globalement les teneurs en phénols totaux solubles et flavonoides du mucilage brut
sont de 1.244 mg Eq AG/g d’Ech et de 1.557 mg Eq Q/ g d’Ech respectivement. Des études
menées par Makkar et Becker. (1996) ; Richter et al. (2003) ; Siddhuraju et Becker. (2003) ;
Tchiégang et Kitikil. (2004) ont montré que les feuilles de Moringa oleifera contiennent des
alcaloides, flavonoides et des composées phénoliques avec des taux compris entre 0.67 % et

3.4 % des phénols totaux.

Charoensin. (2014) rapporte des teneurs en polyphénols totaux solubles et flavonoides
de feuilles de Moringa oleifera (216.45 mg EqQAG/g extrait et 65.38 mg QE/g extrait
respectivement) qui sont supérieures a nos données : suggérant ainsi des différences de
solubilisation des composés phénoliques dans les solvants d’extraction. Au totales, les
feuilles de Moringa oleifera contiennent des proportions négligeables de facteurs
antinutritionnels (Makkar et Becker, 1996).

Il est admis que les composés phénoligques jouissent de diverses caractéristiques. Dans
la plante les composés phénoliques sont des constituant tres importants en raison de leurs

effets scavenger du radical DPPH due a leurs groupement hydroxyles (Elmastas et al.,2006).
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L’une des propriétés chimiques des composés phénoliques est leurs propriétés réductrices en
agissant comme donneur d’hydrogéne ou d’électron ce qui leur confere leur capacité a piéger
les radicaux libre (Rice-Evan et al., 1997).

(Chumark et al., 2008 ; Farooq et al., 2012) rapporte que les feuilles de Moringa
oleifera possedent une forte activité antioxydante qui importante par rapport a celle que nous
avons trouve dans le mucilage brut (une activité antiradicalaire de (80.73 %) et un pouvoir
chélateur du fer de 8.29%). Le pouvoir chélateur dépend des concentrations de notre

mucilage.

L’utilisation du mucilage brut de poudre de feuille du Moringa oleifera a induit au
cours du stockage des effets notables sur la viabilité des souches probiotiques et les

caractéristiques du milieu.

Nous constatons que le pH des yaourts avec probiotique, additionné du mucilage est
inférieur a celui des yaourts sans mucilage. Ce dernier traduit I’activité des microorganismes
présents dans le milieu. En présence du mucilage de poudre de feuilles de Moringa oleifera,
les bactéries sont plus actives comme en témoigne la production d’acide lactique. En effet
les bactéries probiotiques produisent des acides tels que 1’acide butyrique, propionique et
surtout 1’acide lactique, qui est I’acide le plus produit (Shah, 2000). Les produis finaux du
métabolisme des glucides (acide gras a courte chaine) exercent un effet positif sur les

probiotiques en leurs servant de source d’énergie (Kaplan et Hutkins, 2000).

La synérése ou la séparation du gel protéique est un phénoméne physique visible qui
affecte ’acceptabilité du yaourt par le consommateur. En accord avec Aryana et Mc Grew.
(2007) la synérése augmente dans nos échantillons au cours du stockage du yaourt. Dans nos
conditions expérimentales, I’addition du mucilage brut de poudre de feuilles de Moringa
oleifera augmente ce phénomeéne de 17,03%. Srisuvor et al. (2013) I’attribuent a 1’activité

protéolytique des bactéries qui hydrolysent les micelles de caséines au cours du temps.

Nous notons que c’est en présence de mucilage de poudre de feuilles de Moringa
oleifera que le nombre de colonies du probiotique est plus important que le control. Des

observations similaires sont rapportées par Esperito-Santo et al. (2010) et Boudjou et al.
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(2014) qui ont travaillé sur les poudres d’acai et sur la féve respectivement.

Cette meilleure croissance des microorganismes s’explique selon Koplan et Hutkins.
(2000) par un apport éleve en hydrate de carbone par les mucilages utilisés et les différents

micronutriments contenus dans ces prébiotiques.
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Conclusion et perspectives

L’objectif de ce présent travail porte d’une part, sur le dosage des composés phénoliques,
la mise en évidence de certains métabolites secondaires (Saponines, Alcaloides, Terpénoides
et Tanins) et la détermination de I’activité antioxydante (activité antiradicalaire, pouvoir
réducteur et pouvoir chélateur) et d’autre part pour évaluer 1’effet prébiotique du mucilage
brut de la poudre de feuilles de Moringa oleifera sur la viabilité des probiotiques

Les résultats obtenus montrent que notre échantillon referme des polyphénols totaux
solubles (1,244 mg Eq AG/g d’Ech) et des flavonoides (1,557 mg Eq Q/g d’Ech).

La présence d’autres métabolites secondaires tels que les alcaloides, Terpénoides,
saponines, et les tanins catéchiques a été également révélée.

Les résultats de cette étude ont montré que le mucilage brut de la poudre de feuille de
Moringa oleifera constitue une source importante en différents antioxydants qui piégent les
radicaux libres.

Notre échantillon montre une activité antioxydante avec un taux d’inhibition de 80,73
% contre le radical DPPH avec un IC 50 de 0,00632 g/ml. Le pouvoir réducteur du mucilage
de la poudre de feuille évolue selon les concentrations et montre un pouvoir chélateur du fer
de 8,29%, inférieur a celui du témoin positif EDTA (12,075%) utilisé a une concentration
de 0,005965 g/ml.

L’addition du mucilage brut de la poudre de feuille de Moringa oleifera au yaourt
s’accompagne d’une augmentation de la synérese et d’une diminution du pH.

L’ajout du mucilage favorise 1’activité bactérienne augmentant ainsi la production
d’acide lactique.

Ces résultats suggérent I’emploi de poudre de feuilles de Moringa oleifera comme
complément et agissant comme prébiotique, dans la formulation d’aliments fonctionnels et

dans les applications nutraceutiques.

Il serait souhaitable de compléter et d’approfondir ce travail par :

» Une caractérisation des activités biologiques du mucilage de poudre de feuilles
et d’autres parties de M .oleifera.

» L’évaluation « in vivo » de son activité antioxydante.

» L’enrichissement des aliments pour lutter contre la malnutrition.
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» D’approfondir I’étude des polysaccharides en tant que facteur de croissance des
probiotiques dans le yaourt et leurs relation entre la structure des polysaccharides
et leur potentiel prébiotique.

> De realiser une évaluation sensorielle pour les échantillons de yaourt.

» De réaliser des études et des essais sur des modéles animaux afin d’évaluer

I’effet du yaourt enrichi en mucilage, sur la santé humaine.
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Tableau | : Différents prébiotiques avérés et supposé (AFFSA, 2005)

Substance Composition Degré de Procédé
polymeérisation d’obtention
Fructanes Glucose, fructose « 10a60 Extraction Hydrolyse
» Linéaires : . liaisons f§ -2,1 « 249 enzymatique
o Inuline o - liaisons p-2,1 |+ 20-30 (lorsque Biosynthese
FOSo . liaisons p-2,6 | d’origine végetale) enzymatique
Levanes ° o ¥
Branchés . liaisons B-2,6 )
(graminanes) & B-2,1 " Inconnu
Lactulose Galactose, fructose, | 2 Synthese chimique
liaisons beta-1,4
Oligo Glucose, galactose, |2a5 Biosynthese
(trans)galactosides liaisons beta-1,6 enzymatique
(TOS)
Oligoxylosides Xylose, liaisons 2a9 Hydrolyse
(XOS) betal,4 enzymatique
Oligosides de soja Galactose, glucose, |3a4 Extraction
(Raffinose & fructose liaisons
stachyose) alphal,6etl,2
Isomaltooligosides Glucose, liaisons 2a5b Hydrolyse
alpha-1,6 enzymatique
Bioconversion
enzymatique
Oligolaminaranes Glucose, 5a25 Hydrolyse
(beta-glucanes) (xmannitol) enzymatique
liaisons beta-1,3 et
1,6
D-tagatose Tagatose 1 Extraction
Amidons résistants Glucose, liaisons > 1000 Extraction

alpha-1,4 et 1,6

En gras : prébiotiques avérés ; en italique : prébiotiques supposés

1 : les levanes produits par les microorganismes présentent généralement des poids

moléculaires supérieurs a 10°.
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Tableau 11 : Types et sources des prébiotiques (Al-Sherajie et al ., 2013)

Types de prébiotiques

sources

Fructooligosaccharides

Asperge, betterave a sucre, ail, chicorée,
oignon, artichaut de Jérusalem, blé, miel,
banane, orge, tomate et seigle.

Isomaltulose

Miel, jus de canne a sucre.

Xylooligosaccharides

Pousses en bambou, fruits, Iégumes, lait,
miel et son de blé.

Galactooligosaccharides

Le lait d'humain et le lait de vache.

Cyclodextrines

Glucanes d'eau et soluble.

Raffinose oligosaccharides

Graines de légumineuses, lentilles, pois,
haricots, pois chiches, composite de mauve
et moutarde.

Graine de soja oligosaccharide

Graine de soja.

Lactulose Lactose (Lait).
Lactosucrose Lactose.
Isomaltulose Saccharose.
Palatinose Saccharose.
Maltooligosaccharides Amidon.
Isomaltooligosaccharides Amidon.
Arabinoxylooligosaccharides Son de blé.

Dextrine résistant de I'enzyme

Amidon de pomme de terre.
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Tableau I : Annexes des préparations des solutions

Solution Réactifs
Folinciocalteau 1/10 10 ml de folinciocalteau a +90ml d’eau distillée
Na2COsza 7.5% 7.5 g de Na2COzdans 100 ml de I’eau distillée

Chlorure d’ Aluminium (ALCl3 2%,P/V)

29 ALCI36H20 dans 100ml de méthanol

HCI (1M) 8.26 ml d’HCI 37% est ajusté a 1litre aved ’eau
distillée.
HCI (0,01M) 0.0826ml d’HCI 37% est ajusté a 1litre aved

I’eau distillée.

FeCls (0,01M dans HCI 0,01 M)

Dissoudre 1,62gde FeCl3 dans 1litre HCl a 0,01
M

Solution DPPH (65uM/1)

0,0024 g DPPH dans 100 ml methanol pur

Tampon phosphate (0,2M, pH 6,6)

2.72 g de KH2PO2 dans 100 ml d’eau distillée.
3.48 g de K2HPO2 dans 100 ml d’cau distillée.
La solution acide est ajuster avec la solution
basique jusqu’a I’obtention d’un pH 6,6.

Ferricyanure de potassium (KsFe(CN)e)1%

1g de K3Fe(CN) s dans 100mld’eau distillée

Acide trichloracétique(TCA) 10%

10g de TCA dans 100ml d’eau distillée.

Chlorure ferrique (FeCI3) a 0,1%

0.1g de FeCl3 dans 100 ml d’eau distillée

Tampon phosphate (0,1M, pH 7)

1.36 g de KH2PO2 dans 100 ml d’eau distillée.
0.87g de K2HPOz2 dans 100 ml d’eau distillée.
la solution acide est ajuster avec la solution
basique jusqu’a 1’obtention d’un pH 7.

Ferrozines 5mM

0,123g ferrozine dans 50 ml d’eau distillé

FeCl2 a 2mM

0,025¢g de FeCl2.2H20 dans 100ml d’eau distillé

NaOH 0.1 N

1.125 g NaOH dans un 300 ml d’eau distillée.

Phénolphtaléine

0.5 g dans 50 ml de I’eau distillée et 50 ml
1’éthanol absolu

Préparation du MRS agar au chlorhydrate
de Cys

Dissoudre 35.15 g de poudre de MRS dans 500 ml
d’eau distillée, ajoutez 0.17575 de cystéine
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage de dosage des phénols totaux solubles.

0,45 7
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0 T T T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02
Concentrations Quercétine (mg/ml)

y = 23,63x
Rz =0,999

Absorbances (430 nm)

Figure 2: Courbe d’étalonnage de dosage des flavonoides.

1,400
1,200 R )
< 1,000
S
=
T 0,800

0,600 .o y = 2,6632x
0,400 e R?=0,997

nm)

Absorbance

0,200

0,000 @
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500
Concentration acide ascorbique (mg/ml)

.9

Figure 3 : Courbe d’étalonnage de pouvoir réducteur.
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Résultats des analyses statistiques de ’activité antiradicalaire par le logiciel

STATISTICA:

Univariate Tests of Significance for DPPH (new.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

Degr. of

SS Freedom MS

Intercept 75394,32 1 75394,32
ECH 537,54 2 268,77
Error 1,16 6 ,19
LSD test; variable DPPH (new.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000
Error: Between MS =,19276, df = 6,0000
DPPH

ECH Mean 1 2 3
1 ED  80,73000 ***% 000 0,00
2 BHA 95,45455 Fxxx 0,00
3 Aasc 98,39572 ,000 0,00

F o p
391133,8 ,000000

1394,3 ,000000

Résultats des analyses statistiques de pouvoir réducteur par le logiciel STATISTICA :

Univariate Tests of Significance for PR (new.sta)
Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition
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Degr. of
SS  Freedom MS F p
Intercept ,298305 1 ,298305  223729,0 ,000004
ECH ,009185 1 ,009185  6889,0,000145
Error ,000003 2 ,000001

LSD test; variable PR (new.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000

Error: Between MS = ,00000, df = 2,0000

PR
ECH Mean 1 2
2 A asco ,260000 **xx% 0,00
1 ED , 370667 0,00

Résultats des analyses statistiques de chélation de fer ferreux par le logiciel
STATISTICA :

Univariate Tests of Significance for CHELA (new.sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
Degr. of

SS Freedom MS F p
Intercept 622,4054 1 622,4054 6224054, ,000000
EXTR 21,5462 1 21,5462 215462, ,000000
Error ,0004 4 ,0001
LSD test; variable CHELA (new.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000

Error: Between MS =,00010, df = 4,0000
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CHELA
EXTR Mean 1 2
MB 8,29000 *¥*¥xx 0,00

EDTA 12,08000 0,00
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Résultats d’analyses statistiques de pH, synérése et nombre de colonies en fonction de la

nature de I’échantillon obtenue par le bais de STATISTICA.

Nombre de colonie:

LSD test; variable NOMBRE_C (new.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000

Error: Between MS = ,00449, df = 12,000

NOMBRE_C
YP28 5,268364 **** 000 ,000 ,000
YPM285,433619 *xx% 000 ,000
YP1 6,379645 ,000 Fxx%x 000
YPM1 6,469780 ,000 ,126 **** 000
YP14 8,174409 ,000 ,000 ,000  FF**
YPM148,450478 ,000 ,000 ,000 ,000

,000
,000
,000
,000

,000

*kkk

Univariate Tests of Significance for NOMBRE_C (hew.sta)

Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decompaosition
Degr. Of

SS Freedom MSF p
Intercept 807,0673

1 807,0673 179593,9

ECHANTIL 27,1407 55,4281 1207,9 ,000000

Error ,053912 ,0045

0,000000
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pH:
LSD test; variable PH (new.sta)

Homogenous Groups, alpha =,05000

Error: Between MS = ,00221, df = 12,000

YPM1 3,816667  **** 000
YPM28 3,936667 falakalad
YP1 4,006667  ,093  Fr**
YP28 4,023333  ,043 672
YPM14 4,060000 ,007 ,190

YP14  4,196667  ,000 ,000

,000

,043

*kk*k
*kk*k

*kk*k

,001

,000
,007
,190

,358

*k*k*k

Univariate Tests of Significance for PH (new.sta)

Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
Degr. of

SS  Freedom MSF p
Intercept 288,9608 1 288,9608
ECHANTIL ,2407 5,0481 21,8

Error ,0265 12 ,0022

130685,8

,000012

0,000000
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Synérese:

LSD test; variable SYNERESE (new.sta)
Homogenous Groups, alpha =,05000

Error: Between MS = 3,2817, df = 12,000
YPM1475,25133 Faxk 380 ,088
YPM1 76,15000 *xxx 766,236
YP14 76,59933 falaiad ,363
YP1  77,99733 Faxk 363

YP28 83,19778 ,000 **** 004

YPM2889,12222 ,000 ,000  ****

Univariate Tests of Significance for SYNERESE (new.sta)
Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decompaosition

Degr. of

SS  Freedom MSF p

Intercept 114394,1 1114394,1 34857,76 0,000000
ECHANTIL 437,8587,6 26,68 ,000004

Error 39,4 12 3,3



Résumé :

Moringa oleifera est une plante d’intérét nutritionnel et médicinal, qui se trouve dans les régions tropicales. Ce
travail a été consacré d’une part pour le dosage des composés phénoliques, la mise en évidence de certains
métabolites secondaires (Saponines, Alcaloides, Terpénoides et Tanins) et pour la détermination de 1’activité
antioxydante (activité antiradicalaire, pouvoir réducteur et pouvoir chélateur) et d’autre part pour évaluer
leffet prébiotique du mucilage brut de la poudre de feuilles de Moringa oleifera sur la viabilité des
probiotiques. Nous avons réalisé un suivi de 28 jours de stockage a froid de la viabilité des probiotiques, du
pH et la synérése.

Les résultats obtenus révelent des teneurs en polyphénols totaux solubles de 1.244 mg Eq AG/g d’Ech et 1.557
mg Eq Q/g en flavonoides. Le mucilage révele la présence des Saponines, Alcaloides, Terpénoides et tanins
catéchiques. L’activité antioxydante mesurée par le radical DPPH est de 80.73% avec un ICsp de 0.00632 g/ml.
Le test du pouvoir réducteur indique que cette activité est proportionnelle a la concentration et le pouvoir
chélateur du fer est de 8.29 %. La viabilité des probiotiques dans le yaourt additionné avec le mucilage brut
pendant les 28 jours du stockage est significativement plus élevée (p < 0.005) par rapport a celle du témoin.
Des différences significatives (p<0,005) du pH et de la synérése ont été observées sur les yaourts additionnés
de mucilages bruts de feuilles

Mots clés :

Moringa oleifera, Mucilage brut, Composés phénaliques, Activités antioxydante, effets prébiotiques.

Abstract :

Moringa oleifera is a nutritional and medicinal plant, which is found in tropical regions. This work was
dedicated on one hand for the determination of phenolic compounds, the identification of some secondary
metabolites (saponins, alkaloids, terpenoids and tannins) and to determine the antioxidant activity
(radicalscavenging activity, reducing power and power chelator). On the other hand this study seeks to evaluate
the prebiotic effect of crude mucilage powder of Moringa oleifera leaves on the viability of probiotics. We
have been tracking 28 days of cold storage of probiotic viability, pH and syneresis.

The results reveal total soluble polyphenol contents of 1.244 mg Eq AG / g and 1.557 mg Ech Q Eq / g in
flavonoids. Mucilage revealed the presence of saponins, alkaloids, terpenoids and catechin tannins.
Antioxidant activity as measured by the DPPH radical is 80.73% with an 1C50 of 0.00632 g / ml. The test of
reducing power indicates that this activity is proportional to the concentration and the iron chelating power is
8.29%. The viability of probiotics in the yoghurt supplemented with crude mucilage during the 28 days of
storage was significantly higher (p <0.005) compared to the control. Significant differences (p <0.005) pH and
syneresis was observed on the yoghurt containing crude mucilage leaves
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