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Introduction

Introduction

L es plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains sont issus
du métabolisme secondaire. A cet effet, les métabolites secondaires font I’objet de
nombreuses éudes (Djeridane, 2008). Parmi ces composés on retrouve, les coumarines, les
alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les terpenes et les flavonoides (Bahroun et
al.,1996). Des métabolites primaires aussi peuvent jouer le réle de principes actifs notamment
dans le cas des polysaccharides végétaux qui sont largement utilisés en pharmacopée
traditionnelle (Brudieux, 2007; Waarand, 2004).

Les polysaccharides qui sont des unités complexes de molécules de sucre liée
ensemble se retrouvent dans toutes les plantes. Du point de vue de la phytothérapie, les
polysaccharides les plus Importants sont les mucilages «visgueux» et les gommes, présents
danslesracines, lesfeuilles et les graines (Iserin, 2001).

Moringa Oleifera a été largement utilisé dans la médecine traditionnelle et comme
additif alimentaire ou comme une nourriture fonctionnelle et dans les industries
pharmaceutiques et biopharmaceutiques (Anwar et al., 2007 ;Stoclet et Schini- Kerth,2011
;Yassa et al., 2014).Cette plante est utilisée dans la lutte contre la malnutrition, elle a une
richesse nutritionnelle exceptionnelle dont la lutéine, les vitamines liposolubles (E et A) et
celles hydrosolubles (C, Bl, B2et B3)..... elle apparait comme |’une des espéces les plus
prometteuses en fonction de sa teneur en nutriments, et leurs activités biologiques (L aleye et
al., 2015).Selon Méanie et coll (2009), les poudres des feuilles des Moringa oleifera contient
du calcium, cuivre, fer, potassium, magnésium, phosphate, surfe, sélénium, zinc, acide
oxaliques, vitamine, matiere grasse, protéines, des polysaccharides et lesfibres.

Depuis une dizaine d années, un intérét considérable s'est développé autour de
I'utilisation de cultures lactiques a effets bénéfiques pour la santé ou «probiotique»
(Bifidobacterium, Lactobacillus) pour des applications alimentaires, pharmaceutiques ou
encore en aimentation animale (Doleyres et al., 2002).

Cependant, I’ effet probiotique des bifidobactéries dépend de leur taux de survie non
seulement dans les aliments mais également dans le tractus gastro-intestinal (Shah 2000;
Marteau et al., 2003; Gagnon et al., 2004).




Introduction

Lafortification du lait est, par conseguent, une méthode reconnue dans I'amélioration de
la croissance des cultures de bactéries lactiques et probiotiques dans les laits fermentés. En
plus de favoriser la croissance des probiotiques, I'enrichissement peut augmenter les propriétés
nutritionnelles du yaourt. Cependant a ce jour, peu d’ études ont été fait sur I’ enrichissement

du yaourt avec la poudre des feuilles de Moringa.

Le tube digestif humain est un micro-écosysteme complexe dans lequel les bactéries
coexistent. Ainsi le maintien d’ un équilibre correct de la flore microbienne est important et
peut étre facilité par I’ utilisation de probiotiques, prébiotiques ou de leur combinaison,
symbiotiques dans le régime alimentaire (Bielek et al., 2002).Dans la mgjorité des cas, les
produits laitiers tels les yaourts, laits fermentés, fromages, laits en poudre et cremes glacees
ont été choisis comme véhicules privilégiés des cultures probiotiques et aussi considérés
comme une plateforme idéale pour fournir des pré et probiotiques et diverses sources de

protéines alimentaires complémentaires (Doleyres et al., 2002).

Cette étude est portée sur I'étude des propriétés fonctionnelles ainsi qu'une
caractérisation physico-chimique de la poudre torréfiée et non torréfie des feuilles de Moringa
Oleifera et d une évaluation du potentiel prébiotique du mucilage incorporé au yaourt au
cours du stockage a froid avec un suivi durant 28 jours, et son effet sur le PH, synérése,

acidité et la croissance des probiotiques.

-



Chapitre I Généralité sur Moringa oleifera

|. Généralité sur Moringa oleifera
I.1. Provenanceet distribution du Moringa oleifera

Moringa oleifera, originaire de I'Inde, est cultivé un peu partout dans le monde ou il
s est naturalisé dans beaucoup de milieux (Price, 2007).Le Moringa est un arbre qui s est
étendu dans de nombreux pays d' Asie, d'Afrique et d Amé&rique latine dans les zones
tropicales et subtropicale (Rongead, 2014).Cette plante est cultivée aujourd hui en Algérie
dans plusieurs régions comme Adrar, Tamanrasset, oued souf ...ect.

Elle est largement disponible dans les pays tropicaux et subtropicaux avec une grande
importance économique (Becker et Makkar., 1999 ; Foidl et al.,2001) ,c’'est une plante
comestible, qui ne meurt jamais (Silvana 2013) ; appelé arbre de vie ou arbre du paradis
(Irénée M odeste Bidima,2016).
|.2. Description de Moringa oleifera

Ses feuilles sont duveteuses, alternes et bi ou tripennées (Photol) et se dével oppent
principal ement dans la partie terminal e des branches (M orton, 1991). Ses fleurs, mesurent 2,5
cm de large et se présentent sous forme de panicules axillaires et tombantes de 10 a 25 cm,
elles sont blanches ou couleur creme, avec des points jaunes a la base et dégagent une odeur
agréable (Photo2). Les fruits du Moringa oleifera constituent des gousses a trois lobes
mesurant 20 a 60 cm de long (Photo3). Les gousses seches s ouvrent en trois parties en
libérant 12 & 35 graines de forme ronde. Un arbre peut produire 15 000 a 25 000 graines par
an (Makkar et Becker, 1997). Toutes les parties de la plante ont des activités
pharmacologiques significatives dans de nombreux domaines (hypocholestérolémiant,

hypoglycémiant, anti-tumoral, anti-infectieux et antioxydant (Isis Delpha, 2011).

Feuilles Fleurs Gousses

Figure 1 : Description de Moringa oleifera (Price, 2007, De Saint Sauveur et Broin 2010 ;
ATAKPAMA et al., 2014).
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|.3. Composition chimique et valeurs nutritionnelles des feuillesde Moringa oleifera

La valeur nutritive des feuilles de Moringa est d'une richesse rarement observée
(Tableau ). En Effet, les feuilles contiennent une trés grande concentration de vitamines, de
protéines, de certains minéraux, et phénomene assez rare pour une plante, elle possede les 10
acides aminés et les acides gras essentiels (Fuglie, 2001 ; Mbora et al., 2004 ; Broin, 2005).

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

Données pour 100 grammes de matiere séche

Composition Globale

Acides aminés (mg)

Calories (kcal) 300 Arginine 1600
Protéines (g) 25 Histidine 530
Glucides (g) 40 Isoleucine 1140

Lipides (g) 8 Leucine 2050
Minéraux (g) 12 Lysine 1200
Fibres () 15 Méthionine 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
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Manganese 8 Proline 1230
Soufre 740 Tyrosine 910
Sélénium 2,6 Cystéine 360
Zinc 2,6 Acidegras
Molybdene 0,5 C16:0 530
Sodium 100 C18:0 70
Vitamines Ci18:1 60
Vitamine A (Ul) 14300 C18:2 170
Vitamine C (mg) 850 c18:3 1140

|.4. Utilisation de Moringa oleifera

|.4.1. Utilisation alimentaire

Lesfeuilles, les fruits, les jeunes tiges, les racines et les fleurs sont consommables un
peu partout dans le monde (Broin, 2005). Elles peuvent également étre préparées en soupe ou
en salade selon (Foidl et al., 2001). Les graines séches peuvent étre réduites en poudre et
utilisées pour assaisonner les sauces tandis que la poudre des racines de jeunes plants peut

servir arelever |'assaisonnement (Foidl et al., 2001).

1.4.2. Utilisation industrielle

Les graines de Moringa contiennent 42% d'huile (Foidl et al., 2001), donc elle est
équivalente sous tous ses aspects a une huile de qualité supérieure telle que I'huile d'olive et
présente les mémes avantages que celle-ci pour la santé (Creighton, 2001). Gréace a ces
propriétés I'huile de Moringa peut étre utilisée comme lubrifiant dans la machinerie fine
comme I'horlogerie pour sa faible tendance a se détériorer et devenir rance et collante
(Ramachandran et al, 1980). Elle est aussi utilisée comme huile végétale comestible et huile
de cuisson, comme huile de qualité dans I'industrie cosmétique et de parfums (Foidl et al,
2001).

iy
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1.4.3. Vertusthérapeutiques

Les différentes parties de Moringa sont utilisées dans le traitement contre I'anémie, la
perte d'appétit, les douleurs gastriques, l'ulcere a I'estomac, la diarrhée, la dysenterie, la
colique, larégulation du diabéte et de latension artérielle (Nweze et al., 2014).
|.4.4. Autres utilisations

Les graines de Moringa oleifera sont utilisées pour le traitement des eaux gréce a sa
richesse en poly-électrolytes cationiques actifs (Poumaye et al., 2012). Il a éé démontré
également que ce mélange de graines constitue un coagulant de premier ordre pour le
traitement de |'eau des riviéres possédant un haut niveau de matériel solide en suspension
(Foidl et al., 2001).

-
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I1. Yaourt et prébiotique
[1.1. Définition du yaourt
D’apres le Codex Alimentarius, le yaourt est un produit laitier coagulé obtenu par
fermentation lactique gréce a I'action de Lactobacillus bulgaricus et de Streptococcus
thermophilus & partir du lait frais ains que du lait pasteurisé, les bactéries du la flore
lactique doivent étre viables et abondants (Ministere de I’Economie et des Finances,
2009).
I1.2. Lesbactérieslactiques du yaourt
11.2.1. Streptococcus thermophilus
S. thermophilus (Figure2); est I’une des bactéries lactiques thermophiles, largement
employée en tant que levain dans la fabrication de certains produits laitiers fermentés tel que
le yaourt (en culture mixe avec Lb. bulgaricus). ( Hols et al.2005 ; Delor me,2008).
Le role principa de S thermophilus est la fermentation du lactose du lait en acide
lactique, et en plus de son pouvoir acidifiant, elle est responsable de la texture dans les laits

fermentés (Bergamaier D , 2002).

Figure 02 : Aspect des cellules de Sreptococcus thermophilussous sous microscope € ectronique
i(Durso et Huktins, 2003).
[1.2.2. Lactobacilles bulgaricus
L.bulgaricus est un bacille Gram positif (Figure 3), immobile ; sporulé ; micro
aérophile. Il est isolé sous forme de batonnets ou de chainettes. |l possede un métabolisme
homofermentaire avec production exclusive d’ acide lactique comme principa produit final a
partir des hexoses de sucres ; il est incapable de fermenter les pentoses. Elle thermophile, tres
exigeante en calcium et en magnésium et sa température optimale de croissance est d’ environ
de 42°C. Cette bactérie a un role essentiel dans le dével oppement des qualités organol eptiques
et entéropathogéne du yaourt (Marty-Teysset et al., 2000).
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Figure 03 : Aspect des cellules de Lactobacillus bulgaricussous sous un microscope
électronique (Corrieu et Luquet, 2008 ).

[1.3. Intérét et fonctions des fermentslactiques
[1.3.1. Production d’acides lactiques

La production d acide lactique est I'une des principales fonctions des bactéries
lactiques. Car cet acide organique permet de concentrer et conserver la matiere seche du lait,
en intervenant comme coagulant et luter contre les bactéries entéropathogéne (Schmidt et
al.,1994).11 contribue a la saveur et I’aromatisation du yaourt et donne au yaourt son godt
distinct et caractéristique (Singh et al., 2006).L’ acidité du yaourt est communément exprimée
en degré Dornic (1°D=0.1g /I d'acide lactique), elle se situe entre 100 et 130°D (Loones A.,
1994).

[1.3.2. Activité protéolytique

Pour satisfaire leurs besoins en acides aminés, les bactéries du yaourt doivent dégrader
la fraction protéique du lait constituée de caséine et de protéines sériques, leur systéme
protéol ytique est constitué de deux types d’ enzymes distinctes : les protéases et |es peptidases
(Annika et Marc, 2004).

11.3.3. Activité aromatique

Divers composes volatiles et aromatiques interviennent dans la saveur et |’ appétence
du yaourt. C'est principalement le lactose qui intervient dans la formation de ces composes
dans une fermentation de type hétéro fermentaire. Parmi ceux-ci, I’ acide lactique conféere au

yaourt son godt acidulé (Anonyme, 1995).

-
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11.3.4. Activitétexturant

La texture et |’onctuosité consistent, pour le consommateur, d’'importants ééments
d’ appréciation de la qualité du yaourt. Certaines souches bactériennes produisent, a partir du
glucose, des polysaccharides qui en formant des filaments, limitent I’ atération du gel par les

traitements mécaniques et contribuent alaviscosité du yaourt (Schmidt et al., 1994).

I1.4. Lesprobiotiques

Ce terme de probiotiqgue a éé introduit pour la premiére fois par (Lilly et
Stillwell.,1965) pour décrire des substances produites par un microorganisme et stimulant la
croissance d'autres microorganismes. Soomro et al.,(2002) a été défini les probiotiques
comme des organismes et les substances qui contribuent al’ équilibre de laflore intestinale.

Selon Guidelines P (2008) les probiotiques les plus connus sont |es bactéries lactiques
(Lactobacillus, Streptococcus et Lactococcus) et les Bifidobactéries, largement utilisés dans

les yaourts et autres produits laitiers fermentés.

I1.4.1. Les souches probiotiques utilisées en alimentation
Les probiotiques sont des bactéries bénéfiques qui peuvent se trouver dans divers

adiments (Holezapfel et al., 2001), on distingue quatre grands groupes (Tableau 11) : les

lactobacilles, les bifidobactéries, les Bactéries lactique les levures et moisissures.

Tableau I : Especes connues de probiotiques (Holezapfel et al., 2001).

Typede probiotique

Especes connus

Caractéristiques

Les lactobacilles

Lactobacillus acidophilu.
Lactobacillus caseii.
Lactobacillus salivarius.

Lactobacillus paracasal.

Capables d'induire une protection vis-a-vis
des pathologies inflammatoires intestinales

et de contribuer al’ homéostasie.

Les bifidobactéries

Bifidobacterium animalis.

Bifidobacterium bifidum.

Bifidobacterium infantis.

Bifidobacterium lactis.

appartiennent a la flore intestinale normale
et possedent une bonne résistance aux sucs

gastriques
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Bactéries|lactiques Lactococcus lactis.

Leuconostocmes enteroides.

Peuvent étre comme agents de

fermentation

aimentaire, ou agents

bénéfiques de la santé.

la

Levures et moisissures | Aspergilus oryzae.

Saccharomyces cerevisiae.

Produisent des ééments essentiels a la

croissance.

11.4.2. Effets des probiotiques sur la santé

> Plusieurs effets bénéfiques sur la sante ont été associes a la consommation des

probiotiques.
Tableau |11 : Effets positifs des probiotiques sur la santé (Rousseau, 2004).
Evidences scientifiques fortes
Effets des probiotiques M écanismes des probiotiques
Aide aladigestion du lactose e Action de la B-galactosidase bactérienne.

Réduction du risque des diarrhées

e Activité anti-pathogene.

e Stimulation du systéme immunitaire.

Diminution des allergies alimentaires

e Amédioration de

mugueuse.

la fonction barriere de

e Stimulation du systéme immunitaire.

e Dégradation des protéines allergéenes.

la

Evidences scientifiques prometteuses

Effets des probiotiques M écanismes des probiotiques

Activité hypochol estérolémiante

e Assimilation du cholestérol.

e Deé-conjugaison des sels biliaires.

Diminution des infections a e Activité anti-pathogeéne.

Helicobacterpylori e Action des peptidases sur les protéines du lait
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I1.5. Lesprébiotiques
Il désigne un ingrédient alimentaire non digestible par I’héte mais stimulant
sélectivement la croissance et / ou I'activité de certaines bactéries du c6lon comme par
exemple les bifidobactéries (BB12) (Gibson, 1995).
Pour qu’ un ingrédient alimentaire soit classe comme prébiotique, il doit :
v ni ére hydrolysé, ni étre absorbé dans |a partie haute du tube digestif.
v/ ére un substrat sélectif d'une ou plusieurs bactéries bénéfiques, commensales du
colon, dont la croissance est alors stimulée et / ou e métabolisme activé.
v’ en conséquence, induire une composition plus saine de laflore intestinale.
11.5.1. Source de prébiotique
Actuellement, le plus important des polysaccharides naturels, autre que I’'amidon et
Iinuline, qui se trouve dans les racines de chicorée, les artichauts, les asperges, les
topinambours, les oignons, |'ail, le poireau, la banane...C’est un fruto-saccharide naturel. La
liaison 3 1-2 qui unit les radicaux fructosyl entre eux n’est pas hydrolysable par les enzymes
digestives de I’"homme. Elle est, par I'enzyme 3 fructosidase des bifidobactéries (Dacosta,
2001).
Tableau IV : Composition des feuilles de Moringa en quel ques prébiotiques (g/100Qg)

Composés Glucides Fibres Celluloses Références
Moring
Feuilles de Moringa. 7,57 0,9 1,65 Moussa Ndong et al.,(2007)

11.5.2. Lesdifférentstypes de prébiotiques et leurs effets sur la santé

Les prébiotiques joue un rdle important dans l'augmentation de |'absorption des
minéraux et de la modification de la capacité fermentaire de I'appareil gastro-intestinal en
agissant sur lacomposition de laflore intestinale (Bruzzese et al., 2006).
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Tableau V : Le potentiel nutritionnel et effets thérapeutiques de certains prébiotiques.

Substrats Typedel’ éude Effetsthérapeutique
FOS, inuline et/ | Invitro > Inhibition des pathogenes humains et
ou en animatix.

symbiotique au

prébiotique

Inuline

Etude expérimentae

L’améioration derat colite distale.
Stimulation de |’ absorption du Ca et Mg
intestinales.

Inuline enrichie
en oligo-

fructose

Sur des modéles
animaux
Sur des modées

humains et animaux

L’amélioration de I’ adsorption du calcium
et les minéraux 0Sseux.

| mmuno-modul ation.

Prévention du cancer.
Concentration en lipides plasmatiques.

FOS GOS

En double

essals

insu, les
contrblés
randomisés Sur des

modél es rats

Rechute de Clostridium difficile diarrhée
associée

Effets du cholestérol
cholestérol chez I’ enfant

tota et LDL-

Augmentation des proportions  des
bifidobactéries.

Simule lactobacillus et bifidobactéries
Augmente les acides gras a courte chaine
dansle grosintestin.

Réduire les ulcérations coliques.

Xylo-
oligosaccharides
(X09)

Des volontaires
humains, des modéles

derats et souris

Effet bifidogene et augmentation des
acides gras a courte chaine dans les

matieres fécales.
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11.5.3. Lesmucilages

Sont des substances végétal es, constituées de polysaccharides, qui gonflent au contact
de l'eau en prenant une consistance visqueuse, parfois collante, semblable a lagéatine
(Dominguez-L opez, 1995).Le terme désigne également une préparation €laborée a partir de
mucilage ou un liquide visqueux obtenu par dissolution d'une gomme végétale dans |'eau.

La composition des mucilages varie d'une plante a une autre ; ils sont généralement
composes de monosaccharides et de polysaccharides pouvant étre utilises comme source de
carbone par diverses bactéries telles que pseudomonas Sp (Sun et al.,2015).

Le mucilage est généralement localisé dans la paroi secondaire des couches externes
des graines (Daum et al.,2003). Il est facilement extrait par trempage dans |’ eau. |1 représente
environ 8% du poids tota de la graine. Plusieurs études ont montré que le rendement
d’extraction des mucilages varie en fonction des échantillons et la méthode d’ extraction
utilisée. En effet, la teneur en protéines ainsi que les propriétés physico chimiques dépendent
de lamatiere premiére et de la procédure d extraction (Barbary et al.,2009).

Le mucilage peut ére employées dans les préparations d aiments, produits
pharmaceutique et cosmétiques pour plusieurs applications telles que des modificateurs de
texture, épaississantes, gdlifiants, et agent de liaison (Deore et Khadabadi, 2008 ; K oocheki
et al.,2009; Lai et Liang, 2012).

I1.6. Les symbiotiques

Un symbiotique est un mélange de prébiotiques et de probiotiques, dans lequel le
compose prébiotique soutient la croissance des microorganismes probiotiques ou d'autres
bactéries bénéfiques pour I'hdte (FAO, 2007). Il est de plus en plus utilisé pour exprimer la
relation synergique entre les microorganismes bénéfiques et viables et leurs substrats sélectifs
(Schrezenmier et Vrese, 2001). L’objectif est d’améliorer la survie et l'activité des
probiotiques éprouvés in vivo, et stimuler les bifidobactéries et les lactobacilles indigéne. Un
fructo-oligosaccharide peut étre associé de cette maniére a une souche de bifidobactéries ou
bien du lactitol aun lactobacille (Gibson et Roberfroid 1995).
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[1.6.1. Intérét des symbiotiques

L’intérét d' utilisation d’un symbiotique est de favoriser la croissance des probiotiques
parla fourniture de substrat spécifique pour lafermentation. En absence de ce dernier, d’ autres
bactéries se développeront au détriment des probiotiques en créant des conditions (pH,
oxygene, température) défavorables a ces derniers (Femia et al.,2002).

Le yaourt constitue une excellente matrice de symbiotique pouvant véhiculer les
probiotiques et prébiotiques.

=
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[11. Matériels et Méhodes
[11.1. Matériel végétal
I11.1.1. Origine et provenance des échantillons
Au cours de ce travails on a utilisé des feuilles de Moringa oleifera qui provient de

Sahara Algérien (Tamanrasset).Les feuilles ont été récolté en octobre 2017.

I11.1.2. Préparation des échantillons

Feuille de Moringa oleifera apres
nettoyage, triage et séchage al’air
libre et al’abri delalumiére.

Une partie de ces feuillesa
subit une torréfaction a 120 °c
pendant 20 min, une autre
partie sans torréfaction.

Broyage al’ aide d’ un broyeur
électrique.

v
A

Tamisage 2500 pm pendant 5 min.

V4 N\

%Récupération d’ une poudretorréfie Récupération d’ une poudr e non torréfie
detaille de particule inférieure 2 0.5 de particule inférieure 2 0.5 mm.

Figure 4: Préparation des échantillons.

> Les poudres sont conservées dans des bocaux en verre a I'abri de la lumiére pour

éviter toute atération del’ échantillon.

&
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[11.2. LesPropriétésfonctionnellesdela poudretorréfié et non torréfié
I11.2.1. Capacité derétention d’eau et d’huile (CRE et CRH)
% Principe:

Le mécanisme de la CRE consiste en la fixation des molécules d’ eau par les groupes
ment-hydrophiles des biopolymeres (protéines, fibres et amidon).

Le mécanisme de la CRH implique I'adsorption de I'huile sur les groupements
apolaires des fibres alimentaires, d’amidon et des acides aminés des chaines protéiques
(Benitez et al, 2013).

« Modeopératoire

Mettre 0.3 g depoudredansuntube | ) | 10 mi o eau distillée ou o huile de
a centrifuge préalablement pese. table de commerce.

Puis laissé décanté/ 30 min : Le mélange a été homogénéisé au
I - vortex / 1 min

Centrifugez 24000 rpm / min pendant 25min Eliminer le surnagent puis laissé le tube
) s _
décanté a45 °C/ 10 min
- Y -

Détermination de poids final du tube.

Figure5: Protocole de détermination de la CRE (AbdEImoneim et Rita, 2010).

Le poids final du tube est déterminé et la quantité d'eau ou de I’huile retenue est
déduite par différence de poids. La CRE et CRH sont exprimeées en (g par 100 g de poudre) et

selon laformule suivante :

CRE % ou CRH % = F-I/Pe*100

Ou:
e F: poids du tube + culot;

e |: poidsdu tube + la poudre;

e Pe prised essai.
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[11.2.2. Capacité de gédlification
% Principe:
La capacité de gélification est donnée par la concentration minimale gélifiante (CMG)
des poudres selon la méthode décrite par (Chau et Cheung, 1998).

+ Modeopératoire

5 ml de suspensions de mélanges poudre et d' eau distillée sont préparées
adifférentes concentration 4, 8, 12, 14, 16, 18 et 20%.

Transférer dans des tubes a essai

Le mélange a été homogénéisé au
vortex

Puis placés dans un bain Marie
maintenu a 100°C/ 1 h.

L es tubes sont immédiatement refroidis dans un bain de glace ;
puis renverse

Figure 6: Protocole de détermination de la capacité gélifiante selon (Chau et Cheung, 1998).

La CMG (%) correspond a la concentration minimale de la suspension qui permet la

formation d’un gel ferme (gel qui ne coule pas lorsque le tube est renversg).
[11.2.3. La solubilité et le gonflement

» L’indice de solubilité et de gonflement ont été déterminées par le protocole cité par
(JU et al., 2012).
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« Mode opératoire
Mettre 0,35g de poudre dans des tubes a
centrifuger ; qui sont préalablement pese.
!.
Ajouter 12,5 ml d’eau distill ée.

Puis placé dans un bain marie 460 °C pendant 30
minutes avec agitation en continu.

. ¥
Le surnageant a été récupéré dans des capsules en verre
(préal ablement pesées) et séché, a 100 °C pendant 20 min
1

Le poids du culot humide est également déterminé.

Figure 7: Protocole de détermination de la solubilité selon (JU et al., 2012).

Lasolubilité et le gonflement sont calculés par |es relations suivantes :

Poids du culots humide (g) x 100
Prise d’essai(g) x (100 — solubilité %)

Le gonflement =

Poids des solides dans le surnageant (g)

Lasolubilité % = ;
asolubilite% Poids de la prise d essai(g)

111.3.Analyse physico-chimique des poudres

[11.3.1.Mesuredu pH

Le PH qui est déterminé par la technique électro métrique ou potentiométrique en
utilisant un appareil mesure la différence de potentiel entre deux éectrodes (Rada-M endoza
et al.,2004).

I11.3.2.Mesuredel’aciditétitrable

« Principe

L’ acidité titrable représente la somme des acides minéraux et organiques présents dans
le produit. Elle est exprimée en fonction de I’ acide dominant et titrée avec une solution
d’ hydroxyde de sodium (0.1N) en présence de phénol phtal éine comme indicateur coloré. I
est exprimé conventionnellement en degrés DORNIC (D°) (Shori et Baba, 2013).
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« Modeopératoire

1 g de pOUdre + AJ outez quel ques Titrez avec le NaOH (O,lN)
9ml DE [ gouttes de | jusqu'ala persistance de la
couleur rose.

Figure 8: Protocole de mesure de I’ acidité titrable (Shori et Baba ,2013).
L’ aciditétitrable (TTA) est exprimée en pourcentage, €lle est calculée selon la

. 10x VNaohx 100 N
formule suivante : TTA = ﬁ x 0.07 Ou:

TTA : aciditétitrable. VNaOH: Volume de NaOH en ml utilisé pour latitration.
MX : masse en grammes de produit prélevé.

[11.3.3. Humidité
Selon AOAC (1975), Lateneur en eau est déterminée par évaporation de |’ eau dela
prise d’ essai dans une étuve réglée a105°C + 2°C.

[11.3.4. Taux decendre

Poudre de moringa. Four a moufle. Poudr e apr és séchage.

Figure 9: Les é&apes de détermination du taux de cendre.

[11.3.5.L"indiceréfractométrique et le brix
« Principe
Le degré de brix ou I'indice réfractométrique est déterminé al’aide d un réfractométre
de Paillasse. |l représente |la matiére séche soluble présente dans échantillon et est corrélé ala
Teneur en sucres.

Cette technique consiste a déposer une goutte d échantillon sur la surface du prisme du
réfractometre puis baisser le deuxiéme sur la premiére. La limite de séparation entre la zone
claire et la zone obscure soluble contenue dans I’ échantillon. Le résultat obtenu est exprimé
en degré Brix (Roussos et al., 2011).

=
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[11.3.6.Densité apparente (DA)
Elle est déterminée selon la méthode décrite par (Chau et Huang ,2003).

% Principe

La densité est une grandeur sans dimension qui désigne le rapport entre la masse d'un
volume donné de I’ échantillon a 20°C et la masse du méme volume d'eau distillé (Pointurier

et al ., 2003).

+ Modeopératoire

Remplir le pycnometre avec la poudre Peser
jusgu'a un volume connue V=3.6 ml — I'ensemble (pa).

Figure 10 : Protocole de détermination de la densité de la poudre (Chau et Huang, 2003).

La DA est calculée selon I’ équation suivante :

Ou: DA (g/ml) = (P1—P0) / V
PO : Poids de pycnomeétre vide.

P1 : Poids de pycnométre aprés remplissage.

V : volume utilisé.
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[11.4. Extractions des mucilages
Les mucilages ont été extraits en utilisant la méthode (Figurell) décrite par
(HadiNezhad et Hosseinian., 2013).

Poudre torréfiée Poudre non torréfiée

P
‘ Peser 12 g de poudre :‘
l.

Ajouté 200 ml d’ED

Incubation dansun bain marie a
80°c pendant 2 heures.

Filtration

l Pompe a vide.

Récupération defiltrat

Figure 11: Protocole d extraction des Mucilages bruts.

I11.5. Dosages des composés phénoliques du mucilage brut dela poudretorréfié
111.5.1. Dosage des polyphénolstotaux solubles par la méthode au folin-ciocalteu

« Principe

Le réactif est constitué par un mélange d acide phosphotungstique (H3PW12040) et
d’ acide phosphomolybdique (H3PM012040). |l est réduit, lors de I’ oxydation des phénols, en
un mélange d oxydes bleus de tungstene et de molybdene. La coloration produite, est
proportionnelle ala quantité de polyphénols présents dans | es extraits végétaux (Boizot et
Char pentier, 2006).
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« Modeopératoire

200ul d'extrait > ;
= APIESSMIN T Ajout 0.8 mi de [
‘ | : - \ Absorbance
1ml de réactif defolin AN T SO'““(;’” dz.carbonate —/ s & e
dilué 20.1N. € sodium.

Figur e 12: Protocol e 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 (Annexe2). Les résultats sont exprimés en
mg Eq AG/g d' Ech.

111.5.2. Dosage des flavonoides
« Principe

L e dosage des flavonoides est baseé sur la formation de complexe jaunétre par chélation
de I'ion Al par la réaction chlorure d’ aluminium (AICI3) avec les flavonoides possédent un
groupement hydroxyle (OH) libre. La coloration jaune produite est proportionnelle a la
guantité de flavonoides présente dans I’ extrait (Ribér eau-Gayon, 1968).

« Modeopératoire
Le dosage des flavonoides a été réalise selon la méthode de (Djeridane et al., 2006).

Leprotocole a étéréalisé comme suit :

1 ml d’extrait brut (mucilage) + 1 ml de Chlorure d'Aluminium (AICls3)
1

Homogénéisation mme, Incubationpendant15min ' __ = Lecturedel’Absorbance a

al'obscurité a T° ambiante 450 nm
Figure 13: Protocole du dosage des flavonoides (Djeridane et al., 2006).
La concentration en flavonoides a été estimée en référant a une courbe d’ éalonnage
préparée avec la quercétine (Annexe2). Les résultats ont été exprimés en mg équivaent de
guercétine (mg Eq Q/g d’ Ech).




Chapitre IT1 Matériels et méthodes

111.5.3. Dosage destanins hydrolysables
% Principe:

La méthode de (Mole et Waterman, 1987) est basée sur une réaction avec le chlorure

ferrique. Le mélange de I'extrait tannique avec le réactif chlorure ferrique provoque la
. . . . . 3 .
coloration rouge violette du complexe, d’ ou laformation desionsfe +(Bat(-;LSmlth, 1973).

« Modeopératoire

1ml __ Plus 3,5ml du chlorure ferrique —,Homogénéisation ' Abs 4 660 nm
d'extrait T/ (FeClza0,01% dansHCL a0, 01 M) T

Figure 14: Protocol e de dosage des tanins hydrolysables (M ole et Water man, 1987).
Lateneur en tanins hydrolysables est déterminée en se référant a une courbe
d’ étalonnage obtenue avec I’ acide tannique (annexe 2). Les résultats sont exprimés en mg Eq
AT/g d échantillon.
I11.5.4. Dosage des tanins condensés
L e dosage des tanins condenses est réalisé selon la méthode ala vanilline décrite par
Deshpande et al.(1986).

« Principe:

Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités des tanins
condensés dans un milieu acide pour produire un complexe rouge mesuré a 500 nm
(Hager man, 2002).

% Mode opératoire

Iml d’ extrait ;?:TI de vanilline- | | Homogeénéisation

Absorbance 2500 nm Pi— Incubation 2a30°C / 20min

Figure 15: Protocole de dosage des tanins condensés (Deshpande et al., 1986).

Lateneur en tanins condenses est déterminée en se référant a une courbe d’ étalonnage

obtenue avec la catéchine (annexe 2). Les résultats sont exprimés en mg Eq CAT/g d’ Ech.

&
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[11.6. Activités antioxydantes
I11.6.1. Activité antiradicalaire(DPPH)
*» Principe
Cette méthode est basée, sur la mesure de la capacité des antioxydants a pieger le
radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH) Ce dernier est réduit a la forme d hydrazine
(Non radicalaire) en acceptant un atome d hydrogene, entrainent une décoloration de la
solution (Brand William et al.,1995).

¢ Mode opératoire

50 pl d’extrait brut de feuilles de Moringa+ 1.95ml de la solution méthanolique du DPPH

Vortex et incubation pendant 30 mn a T® ambiante

Absorbance a 515 nm

Figurel6: Protocole de mesure de I’ activité anti radicalaire du DPPH (Brand William et al.,1995).

Un témoin positif avec laBHT est réalisé dans les mémes conditions. La capacité
Antioxydante de nos échantillons est exprimeée en pourcentage d’inhibition du radical
DPPH, suivant I’ éguation :

. Abs C — Abs échantillon
Inibition % = x 100
Abs C

Abs contrdle: correspond al’ absorbance du controle
Abs échantillon : correspond al’ absorbance de I’ échantillon

[11.6.2. Chélation du fer ferreux

% Principe
La ferrezine réagit avec les ions divalents pour former un complexe violet ou rouge

tres soluble dans |’ eau. L’ absorbance du complexe ferrezi neFe2+e£t maximale a 562 nm.

En présence dagents chéateurs, la formation de ce complexe est perturbée

aboutissant a une diminution de la couleur qui est suivie au spectrophotométre.

y
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« Modeopératoire

Echantillon : 100 ml d’extrait + 50 pl de FeCl3 + 2.75 ml
d’ eau distillée + 100 ml de la Ferrezine.

Homogeénésation et
Incubation a T®
ambiante/ 10 min

Controle: 100 ul I'eau distillée + 50 ul de FeCl2 + 2.75 ml
d ED distillée + 100 ul de la Ferrezine (5mM). >

Blanc : 100 ul d’ éthanol (80%) + 50 ul de FeCl2+ 2.75 ml l
d' eau distillée. - Absorbance a 562 nm

Figure 17: Activité antioxydante de chélation du fer ferreux (Bourgou et al., 2008).
Le standard EDTA est utilisé comme ché ateur de référence a une concentration de 0.005965

o/ml. Le pourcentage de chélation du fer est calculé selon I’ équation suivante :

Abs C — Abs echantillon

% chélation = Abs C x 100

Abs C : Absorbance du contréle.

Abs Echantillon : Absorbance Echantillon.
[11.6.3. Pouvoir réducteur
« Principe

L’ augmentation de I’ absorbance dans le milieu réactionnd indique I’ augmentation de la
réduction du fer (JabriKaroui et al., 2012).La présence d'un composeé réducteur dans les
échantillons entraine la réduction du fer ferrique (Fes+) du complexe ferricyanure en fer
ferreux (Fez+). Cette réduction se traduit par le virage de la couleur jaune du ferricyanure de

potassium vers la couleur bleue vert dont I'intensité dépend du pouvoir réducteur (Li et al .,

2009).
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« Modeopératoire

200u! d’ extrait dilué a (1/15)
" pl d’extrait dilue a \

500ul de tampon phosptiate + 500pl" de ferricyanure de potassium

1%
'\ V /4

Incubation a50°C / 20min
|

Ajout 500 pl de TCA a10%

Récupération de 1ml de
surnageant

ll
Ajout 1 ml ED + 200 ul Fecls
ll

Absorbance a 700nm

Figure 18:Protocole de mesure du pouvoir réducteur du fer (Li et al., 2009).

Le pouvoir réducteur a é&té déterminé en se référant a une courbe d'étalonnage
préparée avec |'acide ascorbique. Les résultats sont exprimés en mg équivalents d' acide
ascorbique par g d échantillon (mg EAA/g d Ech) (annexe 2, figure 18).

[11.7. Activités prébiotiques
[11.7.1. Préparation du yaourt

Nous avons utilisé le lait Candia UHT demi écrémé qui a éé chauffé pendant 5 min
sur un bec benzéne puis refroidi a42 °C. Les ferments lactiques (Streptococcus thermophilus
et Lactobacillus delbricus sup bulgaricus) et le probiotique(Bifidobacterium longum) sont

ajoutés tout en agitant au méme temps.
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» 20 ml de mucilage brut ont été additionnés 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 a4 °C durant 28 jours.

Leslots de yaourts sont codés comme sulit :

» Y+ Pro+ M =yaourt + probiotiques + Mucilages.

» Y + Pro = yaourt + probiotiques (Témoin).

Figure 19: Préparation de yaourt.

Nous avons procédeé a plusieurs analyses physico-chimiques aux cours de leur

conservation qui sont : pH ; acidité ; Synérése ; dénombrement ; Densité ; Brix.

[11.8.Analyse physico-chimique du yaourt
[11.8.1.Mesuredu pH
On amesuré le PH aux cours de stockage de yaourt 1e1¥, 7°™, |e 14%™ 1e 21 °™ et |e
28 émejour.
[11.8.2.Mesuredela synérese
% Principe
La synérése est un phénomene physique fréquent au cours du stockage du yaourt gui
affecte I'acceptabilité de celui —ci par le consommateur .il est défini comme éant la
séparation de petit lait (lactosérum) du gel ou de callé (Tseng et Zhao, 2003). Quand de
phénomene de la synérése est important celaimplique que la capacité de rétention de I’ eau de
gel est faible. Elle est mesurée selon la méthode de (purwandari et al ., 2007 ) .
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« Modeopératoire

5 g du yaourt e INtrOUIt dans un tube a

centrifuger
Centrifugé a 5000 tr/min Mesurer le volume de la synérese
pendant 20 min. N ! formée ala surface du produit.

Figure 20: Protocole de mesure de la synérése.
La Synéréese est exprimée en pourcentage selon larelation suivante :

masse(g)de la PE — masse(g)de la PE aprés séchage

Teneur en eau(%) = masse(g)de la PE

[11.8.3. Mesuredel’aciditétitrable

L’ acidité titrable (TTA) de yaourt est calculé chague semaine jusqu’au 28éme jour,

elle est exprimeée en pourcentage, et calculée selon laformule suivante :

[ TTA (%) = VNaorn*0.1x100 x0.009 x10 ]

Ou:

VnaoH: Volume de NaOH en ml utilisé pour latitration.

0,1 : représente la concentration du NaOH (0,1N)

10: est le facteur de dilution (10-1).

100 : le pourcentage.

0.90 : Coefficient correspondant al’ acide lactique.
11.8.4.L"indiceréfractométrique

Cetravail est réalisé selon le méme protocol e décrit pour la poudre.

Figure 21 : Refractometre.
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[11.9. Teneur en sucrestotaux
[11.9.1. Extraction

La déermination des glucides totaux est réalisée par la méthode colorimétrique a
I’ anthrone décrite par (Osborne et Voogt.,1986).

« Principe:

Dissout en milieu sulfurique concentré, I’ anthrone donne une couleur jaune claire, et la
réaction avec les solutions de glucides une gamme assez lumineuse alant du vert au bleu-vert,
en fonction de la concentration en glucide (Morris, 1948 ; Bachelier et Gavinelli., 1966).

« Modeopératoire

0,1g d’ échantillon + 3ml d’ HCIO4 (52%) + 2ml ED Filtration sous vide.
Garder al’ obscurité pendant 18h Ajuster lefiltrat
avec 50ml d'ED.
-
Extrait
[11.9.2. Dosage

Les extraits collectés sont utilisés pour |e dosage des glucides totaux comme suit:

Diluer la solution d’ extrait a 8%
1ml d’extrait dilué est additionné a5ml d’ anthrone

Mettre dans un bain marie

Absorbance 4 630 nm

Figure 22: Etapes de dosage des Glucides totaux (Osbor ne et Voogt, 1986).

[11.10. Dénombrement des probiotiques de yaourt

Le dénombrement des colonies (détermination en triple) a éé effectué au 1%, 14°™
et le 28°™ jour pour chague lot & différentes dilutions (10 ; 102; 10°; 10™%). 100ul de
chaque trois derniéres dilutions ont été étalés par la méthode en masse (Espirito-Santo et
al.,2010).




Chapitre 111

Matériels et méthodes

Pour le dénombrement des probiotiques nous utilisons la gélose MRS au
chlorohydrate de cystéine (Cy-HCL) a0,5 g/l qui est un agent réducteur inhibant |a croissance
des ferments du yaourt mais offre une mellleure croissance pour les bifidobactéries.

L’incubation se fait dans une étuve a 42 °C pendant 72 h. Le nombre de colonies UFC/ml est

calculé puis converti en log UFC/ml.

Y aourt blanc et yaourt mucilage

Milieu MRS dans les boites de Pétré + la
cystéine (0.50/1) + les dilutions.

Incubation dans une jarre d’anaérobiose

Dénombrement du probiotique

Figure 23: Evaluation de potentiel probiotique

[11.11. Analyse statistique

Toutes les déterminations ont été menées en triple et les résultats sont exprimes par la

moyenne * écart type. Les résultats ont fait I’ objet d’ une analyse de la variance, ANOVA et
ANOVA amasure répétée (Repeated measures ANOVA) pour les résultats du yaourt au cours

du stockage suivie d’une comparaison multiple des moyennes (Test LSD) au moyen du

logiciel Statisticaversion 5.5. Les différences sont significatives ap < 0,05.
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V. Résultats et discussion
IV.1.Propriétéfonctionnelle des poudres
1V.1.1. Lacapacitéderétention d’ eau (CRE)

La capacité d hydratation ou la capacité de rétention d’eau sont des expressions
souvent utilisées pour exprimer |’ aptitude d’ aliments ou leurs fractions aretenir de I’ eau dans
certaines conditions (Benjamin et al., 2002).

Dans notre étude nous avons évalué |a capacité de rétention de nos poudres a une

Températures ambiante (25°C°).

350 ~
340 A
330 A
320 A
310 A
300 +
290 -
280 -
270 A
260 -

Capacité de rétention d'eau

torrifié Non torrifié  Echantillon

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p >0.05).
Figure 24: Capacité de rétention d’'eau a 25°C

Les résultats de ce paramétre sont illustrés dans la Figure 24. L’ analyse statistique ne

montre pas une différence significative entre les échantillons (p>0.05).

La poudre des feuilles de MO torréfie présente une valeur de CRE de (337,76 = 0.68)
et celle de lapoudre non torréfie est de (292 ,41 +0.61).
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IV.1.2.Lacapacité derétention del’ huile (CRH)
La Capacité d'Absorption en Huile est d'une importance capitale puisqu'elle permet de
retenir la saveur des aliments (Aremu et al., 2007).
Dans notre éude nous avons évalué la capacité de rétention de nos poudres a une

Températures ambiante (25°C).

210 ~
205 A
200 A
195 -~
190 -

185 A

Capacité de rétention d'huile

180 . )
torrifié Non torrifié Echatillon

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p >0.05).
Figure 25: Capacité de réention d’ huile a 25°C.

Nos résultats expérimentaux illustré dans la Figure 25 ne montrent pas de différence

significative (p >0.05), entre la poudre des feuilles de MO torréfié et non torréfie.

La capacité de rétention d’ huile de poudre torréfie est de (188.63+0.43 %) et celle de
la poudre non torréfie est de (203.88+0.46%).

IV.1.3. Capacité gdifiante

Dans nos conditions de travail, nous notons que les méanges a 14 % de poudre de MO

affichent une reprise de la capacité gélifiante.

|
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[V.1.4. Indice de solubilité

0,18 -
0,16
0,14 -
0,12
0,1 -
0,08
0,06 -
0,04
0,02 -
O T 1
torréfie non torréfie

HTO

indice de solubilité (%)

Echantillon

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p >0.05).
Figure 26: Indice de solubilité

La Figure 26 représente la solubilité des poudres des feuilles de MO torréfié et non
torréfié. L’indice de solubilité de ces poudres présente une différence significative (p< 0.05).
La poudre de MO non torréfie présente un indice de solubilité plus élevé (0.16+0.009%) par
rapport al’indice de solubilité de la poudre torréfie qui est de (0.074+0.002%).

1V.1.5. Le gonflement

38 -
a
S 375 -
Z 37 - b|
3 365 - |
5
O 36 -
35,5 . .
torréfie non torréfie  Echantilion

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p >0.05).
Figure 27: Pourcentage de gonflement

Les résultats de gonflement sont présentés dans la Figure 27. Les vaeurs des
pourcentages de gonflement des poudres des échantillons éudiés présentent une différence

significative (p< 0.05).
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IV.2. Propriété physicochimique des poudres

[V.2.1. Déter mination du PH

5,55 -
a T
55 - 1
545 - b
o 54 :
535 -
53 . .
Poudre torifier poudre non torifier gchatillons

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p >0.05).
Figure 28: Valeurs du pH des poudres

Les valeurs des PH de nos échantillons sont représentées dans la Figure28. Les
résultats expérimentaux montrent une différence significative (p<0.05).

Le pH de la poudre torréfié est supérieure de 1.9% par rapport acelui de lanon torréfie.

[V.2.2. Déter mination del’ aciditétitrable

2 -
a

()
pus I
o i a
s 1o I
o
@©
o 14
©
2
205 -
<

0 . .

Poudre torréfie poudre non torrét  Echantillon

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p >0.05).
Figure 29: Acidité Titrable des poudres analysées

La Figure 29 présente les taux d'acidité titrable des poudres de nos différents
échantillons. Les teneurs de |'acidité des poudres sont significativement différentes
(P<0,05).La poudre des feuilles de MO torréfié présente une valeur de (337,76 + 0.68) et
celle de la poudre non torréfié est de (292 ,41 +0.61).
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[V.2.3.Taux de cendre et humidité

=
o

taux d'humidité et de
cendre

o N B~ O

e, Echantillon
taux de cendre Humidité

Figure 30: Taux de cendre et I" humidité

Les résultats des taux de cendres et d’ humidité de la poudre des feuilles de MO torréfié
sont présenté dans la Figure 30.Cette poudre présente un taux de cendre de (9.28+0.05%) et
un taux d’ humidité de (7.64+0.04).

1V.2.4. Degrésdebrix

6 _
4 _
brix
2 - m indice de refraction
0 . .

poudre torréfie poudre non
torréfie

Figure 31: degrés de brix de la poudre des feuilles de MO.

D’ aprés la figure 31on constate que la poudre torréfie présente un degré de brix élevé

comparait a celui de la poudre non torréfie.
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IV.3.Composés phénoliques et activité antioxydant

V.3. 1.teneur en composes phénolique

Tableau VI : teneur du mucilage en composés phénoliques.

les composées Pts TH Flavonoides TC
phénoliques mg eq AG/g mg eq AT/g mg eq Q/g mg eq CAT/g
Concentration 13.73 10.81 1.46 0.67

(%)

L e tableau montre que les phénols totaux présentent la teneur la plus élevée qui est de
(13.73 £0.73%), celle du tanin hydrolysable est de (10.81 £ 1.15%),les flavonoides (1.46 +
0.02%) et les tanins condense (0.67 + 0.5%).

1V.3.2. Activité antioxydante des extraits de feuillesde MO

1V.3.2.1. Activité antiradicalaire(DPPH)

Taux d'hinibition en
(%) deradical DPPH

87 -

b
86 - .
85 - ar
I
84 -
83 . .
mucilage BHT  Echantillon

Lesvaleurs suivies de laméme lettre ne sont pas significativement différentes (p >0.05)

Figure 32: Taux d'inhibition en (%) de radicale libre DPPH.

Dans nos conditions expérimentales, |’ extrait manifeste un pouvoir antioxydant plus

faible (p<0.05) que celui de BHT (84.72 %) contre (86.35 %) pour laBHT.
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1V.3.2.2. Pouvoir de chélation defer ferreux

QN
o O
I )

on

ferreux(%)
o

N W b U
o o O
1 I I

Taux de chélation de fer

[
o
1

o

Mucilage EDTA échantillons

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

Figure 33:Taux de chélation de fer ferreux

La Figure N°33 représente le pouvoir chélateur du fer des extraits bruts des feuilles de
Moringa Oleifera comparé au standard EDTA.
Nos données expérimentales montrent que le pouvoir chélateur du fer des extraits
bruts de la poudre de feuilles de Moringa Oleifera est significative inférieure a celui du
standard (EDTA).

1V.3.2.3. Pouvoir réducteur

Dansle but d’ évaluer la capacité de réduction des ions métalliques tels que lefer, la
Mesure du pouvoir réducteur du mucilage brut de la poudre de feuilles de Moringa oleifera a
été réalisée danslafigure 34.

30 -

séche).

= = N N

o (6)] o (6)]
1 1 1 1

|

a1
I

pouvoireréducteur (mg equivalent
d'acide ascorbiqueg de matiére

o

Mucilage brut torréfie

Figure 34: Pouvoir réducteur du mucilage brut torréfié de la poudre de feuilles de MO

|
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Notre échantillon analysé présente la capacité de céder un éectron et réduire ains le
fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux (Fe2+). Le mucilage de MO affiche un pouvoir réducteur
de (9.40 + 1.34).

IV.4. Analyses physicochimique du yaourt

IV.4.1. Déter mination de PH

Les valeurs du pH des yaourts varient au cours du stockage a4 °C (figure 40).

e
£ (63} (o))
1 1 )

——=YT
={=YM

»
N
1

Titre de I'axe
N
w

»
=
1

N

i1 i7 j14 j21 j28 |
dur ée de stockage
Figure 35:Evolution du PH.
Les yaourts renfermant du mucilage affichent des valeurs de pH nettement inférieures
acelle du yaourt sans mucilage durant |e stockage.
Lafigure 35 illustre une diminution de PH des deux échantillons au cours de stockage.
1V.4.2. Synérése

100

o @
g o O
1 1 1

Taux de synérese (%)
N
o

o

i1 i7 j14 j21 j28

Figure 36: Taux de synérese de yaourt
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Les résultats de lafigur e 36 montrent une augmentation de taux de synérése aux cours
de stockage sauf qu’ on constate une légére diminution aux cours du 7 “™jour. Les valeurs de

yaourt mucilage sont meilleures que celles de yaourt témoin.

1V.4.3. Acidité
1.2 -
1 .
§ 08 -
>
306 - —yM
S04 -
<
02 -
0 T T T T 1

j1 j7 j14 j21 j28 Jours

Figure 37:Acidité du yaourt
YT : Yaourt témoin
YM : Yaourt mucilage
La Figure37 présente les taux d’ acidité titrable de nos différents échantillons.
D’ apreés cette figure on remarque une augmentation de I’ acidité des deux échantillons
durant tout la période de stockage.

En plus |’ acidité de yaourt avec mucilage est supérieure a celle sans mucilage.

1V.4.4. Degréde brix

brix

m indice deréfraction

| | e

Y blanc y mucilage Echantillon

o N b O @
|

Degrésdebrix deyaourt

Figure 38:degrés de brix de yaourt
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La Figure N°38 nous permet de comparer le degré de brix entre le yaourt blanc et le
yaourt enrichi en mucilage. D’ apres cette figure on déclare que le degré de brix de yaourt

blanc est supérieur a celui de yaourt mucilage.

IV.4.5. Ladensité deyaourt

15 -
= a
P -
>
3
< 0,5 7
a) a

0 . )
Y B YM Echantillon

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p >0.05)
Figur e 39: Densité apparente de yaourt

Les résultats de la densité apparente de nos échantillons sont présentés dans la
Figure 39 et qui montrent une différence significative (p > 0.05).

Dans nos conditions expérimentales on constate que le yaourt mucilage présente une
densité élevé quatre fois que le yaourt blanc.

IV.5. Dosage des sucres

~
o

S 3
—

o O

Taux des sucres totauxmg/g
BN WD oD
o o

o)
—

o

Torrifié Non troorifié Echantillon

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

Figure 40: Taux de sucre

&
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La Figure 40 représente les valeurs moyennes en sucres totaux des mucilages de la

poudre des feuilles de MO. Les résultats ne présente aucune différence significative (P<0,05).

V. Laviabilité bactérienne

b
a b
J = a b
4 a
| |
YT
mYM
j1 j14 j28

Jours

Log CFU/mI

O L N W M 01 ON 0 O©
|

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

Figure 41:Evolution de laviabilité bactérienne pendant |e stockage du yaourt 2 4°C

Selon la figure ci-dessus on note que le yaourt renferme du mucilage affiche des

valeurs en colonies bactérienne nettement supérieures a celle de yaourt sans mucilage quel

gue soit la durée de stockage. La croissance du Bifidobactérium (BB12) dans le yaourt

contenant le mucilage décrit 2 phases :

Une premiére phase du 1 ® jusqu’au 14°™ jour ; durant cette période le nombre de
prébiotique accuse une | égére augmentation soit de (7%).

La deuxiéme phase du 14°™ au 28°™ jour nous enregistrons une diminution du
nombre de  probiotigue (Bbl2) avec un rapport de  (18%).
Alors que le nombre de probiotique (Bb12) montre une légére diminution dans le

yaourt sans mucilage au cours de leur stockage.
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V1. Discussion générale

Notre travail est porté sur la mise en évidence de I’effet prébiotique du mucilage
extrait a partir de la poudre des feuilles de Moringa oleifera, et d’ évaluer leurs paramétres
physico chimiques, I’ activité antioxydante et les propriétés fonctionnelles de cette poudre.

Les principales propriétés fonctionnelles utilisées en industrie agroalimentaire sont
représentés par les paramétres d hydratation, la capacité d’ absorption d’huile, la propriété
moussante, la propriété émulsifiante, le pouvoir gélifiant et la solubilité des protéines (Farooq
et Boye, 2011).

Les différents dosages réalisés confirment la présence de diverses classes de composés
phénoliques (polyphénols totaux solubles et les flavonoides; tannins) dans le mucilage de
feuilles de Moringa oleifera, ces composés ont été trouvé par d’ autres auteurs (Kasolo et al.,
2010 ; Moyoet al., 2011 ; Garba et al., 2015).

De nombreuses éudes ont montré |'utilisation potentielle de différentes parties de M.
Oleifera dans des applications alimentaires telles que la fabrication de soupes ; cake, biscuit ;
pain.(Babaygu et al., 2014 ; AdewumiT et al. ;2016).

L’incorporation du mucilage s accompagne dune réduction du pH et dune
augmentation de I'acidité. La production d acide organique est en relation linéaire avec
I augmentation d’ acidité (Shah, 2000).

Les valeurs moyennes de pH des différents yaourts diminuent au cours du stockage.
Nos résultats sont similaires a ceux rapportés par Agil et Hossenian (2012) sur des yaourts
supplémentés de la poudre de lin.

L’ abaissement du pH dans des fermentations est di a|'accumulation de I'acide lactique
produit parles voies métaboliques sans affecter 1a capacité de la microflore fermentaire. Les
probiotiques sont continués a consommer des sucres et des acides organique s accumulés, ce
qui diminue le pH du milieu en raison des besoins en énergie pour le maintien de la viabilité
cellulaire (Rathore et al., 2012).

La synérese ou la séparation du gel protéique est un phénomene physique visible qui affecte
I” 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 phénomene de 17,03%. Srisuvor et al., (2013) ['attribuent a |’ activité

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




Chapitre |V Résultats et discussion

Nous notons que C’ est en présence de mucilage de poudre de feuilles de Moringa
Oleifera que le nombre de colonies du probiotiques (Bifidobacterium (BB12)) est plus
important que le témoin. Des observations similaires ont été rapportées par Esperito-Santo et
al. (2010) et Boudjou et al (2014) qui ont travaillé sur les poudres d'acai et sur la feve
respectivement.

Koplan et Hutkins (2000) rapportent que la croissance des probiotiques dans le
yaourt s explique par un apport élevé en hydrate de carbone par les mucilages utilisés et les
différents micronutriments contenus dans ces prébiotiques.

L’ abai ssement des probiotiques dans e yaourt peut étre expliqué par laréduction de la

guantité des prébiotiques et de micronutriments dans e yaourt.
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Conclusion et perspectives

Ce présent travail porte sur I’évaluation du potentiel prébiotique du mucilage
extrait a partir des feuilles de Moringa oleifera et d autre part I’ é&ude des paramétres
physico chimiques et la caractérisation des propriétés fonctionnelles des poudres de
ces feuilles.

Les propriétés fonctionnelles de la poudre des feuilles de Moringa oleifera
peuvent trouver plusieurs utilisations en agroalimentaire, en particulier, dans les
industries laitier ...etc. Elles conféerent un potentiel technologique innovant pour
I’améioration de la qualité nutritionnelle et rhéologique des aliments.

La capacité de rétention d’eau et d' huile, la solubilité et le gonflement sont des
propriétés fonctionnelles qui apporte des informations quant au comportement des
prébiotique lors d’ incorporation dans les matrices alimentaires.

D’une maniére générale on observe une augmentation de la capacité de
rétention de I’ eau et de la poudre de feuilles de Moringa oleifera torréfiée comparais a
lanon torréfiée.

Sur le plan phytochimique, les résultats ont montré une composition riche et
variée en métabolites secondaires. Les différents dosages réalisés sur e mucilage brut
de la poudre de feuille de Moringa oleifera ont révélés la présence de plusieurs
classes de composés phénoliques : phénols totaux solubles (13.73 mg Eq AG/g Ech),
flavonoides (1.46 mg Eq Q/g Ech), les tannins hydrolysables (10.81 mg Eq AT/g Ech)
et tannins condensés (0.67 mg Eq AT/g Ech).

Les différents extraits testés ont manifesté une activité antioxydante mesurée
in vitro par les tests DPPH (84.72%), pouvoir réducteur (1.46 %) et chéation du fer
ferreux (42.76%).

L’ addition du mucilage brut de la poudre de feuille de Moringa oleifera au
yaourt s'accompagne d'une augmentation de I’acidité (0,51% a 0.54%), et une
diminution du pH (4,51 a 4,23) pendant la période de stockage. En présence du
mucilage de Moringa oleifera. Les bactéries sont potentiellement plus actives et
produisent plus d’ acide lactique.

Les mucilages de feuilles de Moringa oleifera ont manifesté dans les yaourts
préparés un potentiel prébiotique avéré comme en témoigne la survie des bactéries

probiotiques (Bifidobacterium, Bb12) et I’ évolution des parametres fermentaires.




Conclusion et perspectives

Le nombre de CFU dans le yaourt contenant a la fois I’ extrait (mucilage) de
Moringa oleifera et le probiotique (Bifidobacterium) est plus élevé que celui de
yaourt contenant que les probiotiques. A I'issu des 28 jours de stockage, I’ utilisation
du mucilage feuille de Moringa oleifera permis de maintenir la croissance des
souches bactériennes.

Les résultats obtenus méritent d’ étre poursuivis et approfondis pour preéciser
les condition et modalités d’ utilisation de Moringa oleifera dans les produits laitiers et
valoriser ses nombreuses potentialités.

> Evaluation de la composition biochimique du mucilage et approfondissement
de I’ étude des polysaccharides de ce dernier : la structure, le degré de pureté,
composition en monosaccharides, degré de polymérisation et le poids
moléculaire.

» Mesure et d'identification les acides gras a courtes chaines issue de la
fermentation

> Deréaliser une évaluation sensorielle pour les échantillons de yaourt.

> Deréaiser des études sur des modéles animales et mener des essais cliniques
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Annexel

Tableaux | : Préparation des solutions

Solutions

Réactifs

Solution NaOH (0,1 N)

2 g NaOH dans 500 ml d’ eau distillée

Ethanol 80%

80% de I’ éthanol pure g uste jusque 2100 ml
d eau distillée

NaCl

2,959 NaCl dans 100ml d’eau distillé

Solution de folin ciocalteu (0.1N)

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

HCI (0,01M)

0.0826ml d'HCI 37% est gjusté a 1litre avec
I’ eau distillée.

FeCl3 (0,01M dans HCI 0,01 M)

Dissoudre 1,62gde FeCl3 dans 1litre HCI &
0,01M.

Chlorure d’ Aluminium (ALCI3 2%,P/V)

2g ALCI36H20 dans 100ml de méthanol

Réactif Bouchardat

2g del’iode bisubliné (12) +2 g de K1 gusté a
100 ml de |’ eau distillée.

Chlorure ferrique (FeCl3) a 2%

2g de FeCl3 gjusté 8 100 ml d’ eau distillée.

Réactif de phénolphtaléine

0.5 g de phénolphtal éine dans 50 ml de |’ eau
distillée et 50 ml I’ é&thanol absolu.

Eau physiologie 9g NaCl dissoudre dans 1000 ml d'eau
distillée.

Préparation du MRS Dissoudre 35.15 g de poudre de MRS dans
500 ml d'eau distillée

Cysténe 0,59 de cystéine gjustée 10 ml d’ eau distillée.

Solution de carbonate de sodium(NO2CO3)
759 /1.

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

FeCl2 (2H20) 2mM

0.025g de FeCl2 (2H20) dans 100ml d’ eau
distillée.

Ferrozine 5mM

0.123g de ferrezine dans 50ml d’ eau distillée

EDTA 0.005965 mg dans un 1ml d’eau distillée
BHT 25 pg dans 100 ml d’eau Distillé
Solution DPPH (65uM/L) 0,0024 pg dans 100ml méthanol pure

Chlorure ferrique (Fe CI3) a0.1%(P/V)

0.1g de FeClI3 dans 100ml d’ eau distillée

Vanilline HCL

Capréparation est faite juste avant utilisation
en mélangeant a volume équivalant la
solution de vanilline a5,8% et la solution

d' HCI 24%.

Catalyseur 2g de sélénium, 20g de sulfate de cuivre,
80g de sulfate de potassium
Acide borique 4% 20 g H3B03 dans 500 ml

NaoH 40%

400g /I dans 1 litre d' eau digtillé
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Figure 1: Courbe d’ étalonnage de dosages des phénols totaux solubles.

1,2

1 y= 65,8X
R2=0,99

0,8 -

0,6

04 -

Absa430 nm

0,2

O T T T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02

Concentration en quercitine (mg/ml)

Figure 2 : courbe d’ étalonnage de dosage des flavonoides.
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Figure 3 : courbe étalonnage de dosage des tanins condensé.
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Annexe 3
Résultats des analyses statistiques de I’ activité antiradicalaire par lelogiciel
STATISTICA :

Capacitéderétention d’eau (CRE)

CRH

La solubilité



Gonflement

Analyse physico-chimique des poudres

Mesuredu pH

Mesuredel’aciditétitrable



Degrés de brix

Densité apparente (DA)

Sigma-restricted parameterization

Suite... Effective hypothesis decomposition

Degr. of
88 Freedom MS F p
1 7866150 235984 5 000000
ECHA TYP 417 1 417 12,5 024110

Activité antiradicalaire DPPH

Pouvoir dechélation defer ferreux



Partie Yaourt

Déter mination de PH

Synérése



Acidité



Degrédebrix

Humidité

Dosage des sucres



Ladensité

Dénembrement (Suivie des probiotique)



Résumeé

Moringa oleifera est décrite dans la littérature comme une plante dintérét nutritionnel et
médicinal, Le présent travail a pour but de déterminer la composition chimique globale de la poudre
des feuilles de Moringa oleifera et leur propriétés fonctionnelles. D’autre part étudier |’ effet
prébiotique des poudres des feuilles de Moringa oleifera étudiées en utilisant e yaourt.

Les résultats obtenus dans ce travail ont montré une composition riche et variée en
métabolites secondaires. L'’ activité antioxydant des extraits de mucilage a été étudiée en évaluant
leur capacité a inhiber le radicd DPPH (84.72%) mesurant leur pouvoir réducteur (1.46%), et
déterminant |e pourcentage de chélation du fer ferreux (42.76%) .Pour suivre I’ évaluation de |’ effet
prébiotique du mucilage brut de la poudre de feuilles de Moringa oleifera sur la viabilité des
Probiotiques. En présence du mucilage de poudre de feuilles de Moringa oleifera traduit I’ activité
des microorganismes présents dans le milieu, les bactéries sont plus actives comme en témoigne la
production d’ acide lactique.

Most clée: Moringa olefera, propriétés fonctionnelles, Activité antioxydant, prébiotique,

prébiotique, mucilage.

B
Abstract
Moringaoleiferais described in the literature as a plant of nutritional and medicinal

interest. The present work aims to determine the overall chemical composition of the powder of
Moringa oleiferaleaves and their functional properties. On the other hand study the prebiotic effect
of the powders of Moringa oleiferaleaves studied using yoghurt.The results obtained in this work
showed arich and varied composition of secondary metabolites. The antioxidant activity of yoghurt
extracts was studied by evaluating their ability to inhibit the DPPH radical (84.72%) by measuring
their reducing power (1.46%) and determining the percentage of ferrous iron chelation (42.76%) To
follow the evaluation of the prebiotic effect of the raw mucilage of Moringa oleiferaleaf powder on
the viability of Probiotics. In the presence of the mucilage of Moringa oleiferaleaf powder, the
activity of the microorganisms present in the medium, the bacteria are more active as evidenced by
the production of lactic acid.

Most key: Moringa oleifera, functional properties, Antioxidant activity, prebiotic, prebiotic,

mucilage.



	01 page de garde.pdf
	02 Remerciements..pdf
	03 Dédicaces sabah.pdf
	04 Dédicaces wafa.pdf
	05 Sommaire.pdf
	06 Liste des abréviation.pdf
	07 Liste des figures.pdf
	08 liste des tableaux.pdf
	09 Introduction.pdf
	10 chapitre I moringa (partie theorique).pdf
	11 chapitre II yaourt et prébiotique..pdf
	12 chapitre III Matriel et methode  (partie pratique.pdf
	13 Chaitre IV  résultats et discussion.pdf
	14 conclusion.pdf
	WAFA SABAH Référance..pdf
	Annexe.pdf
	résumé.pdf

