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Résumé

Les Feuilles de Moringa, trésor du Sahara et source potentielle de protéines avec des autres
substances phytochimiques qui ont plusieurs effets pharmacologiques et de multiples
applications. La valorisation du Moringa oleifera local a des fins culinaires, cosmétiques,
médicales et industrielles est plus intéressante. Dans ce travail, nous avons tenté de quantifier
les composés protéiques des quatre extraits de feuilles de Moringa d'origine de Metlili par
trois méthodes (Biuret, Lowry et Bradford) pour les incorporer dans l'alimentation humaine,

ce qui renforce l'alimentation en protéines.

L'analyse phytochimique montre la diversité des feuilles et leur richesse en diverses
protéines a teneurs variables, dont l'albumine présente la fraction majoritaire (12,236%
tourteaux) suivie de la globuline, la prolamine et la glutéline. La quantification des protéines
dans les extraits étudiés montre que ces feuilles sont une source potentielle de protéines
totales avec une teneur de l'ordre de (27,614% MS). L'évaluation de 1'activité antimicrobienne
in vitro par la méthode de diffusion sur disque contre quatre souches bactériennes montre la
résistance des souches vis a vis la fraction d'albumine et de globuline. Les fractions de
prolamine peuvent inhiber les souches d'E. coli et de S. aureus. La méme chose pour les

fractions de glutéline contre P. aeruginosa et S. saprphticus.

A la lumiere de ces résultats, les extraits protéiques de Moringa locale peuvent concédée
comme source alimentaire riche en protéines et un agent antimicrobien contre certaines

bactéries pathogénes.

Mots-clés : Feuilles de Moringa Oleifera, composés protéiques, activité antibactérienne.




Abstract

Moringa leaves, treasure of the Sahara and potential source of proteins with the other
phytochemicals which have several pharmacological effects and multiple applications. The
valorization of local Moringa oleifera for culinary, cosmetic, medical and industrial purposes
is more interesting. In this context we have attempted to quantify the protein compounds of
four Moringa leafs extracts of Metlili origin by three methods (Biuret, Lowry and Bradford)
for incorporating them in the human diet, which reinforces the diet by proteins. The
phytochemical analysis shows the diversity of the leaves and their richness in various proteins
with variable contents, of which albumin presents the majority fraction (12.236% marc)
followed by globulin, prolamin and glutelin. The quantification of proteins in the studied
extracts shows that these leaves are a potential source of total proteins with a content of
around (27.614% DM). The evaluation of the antimicrobial activity in vitro by the disk
diffusion method against four bacterial strains shows the resistance of the strains to the
fraction of albumin and globulin. Prolamin moieties can inhibit E.coli and S. aureus

strains. The same for glutelin fractions against P. aeruginosa and S. saprphticus.

In the light of these results, local Moringa protein extracts may concede as a food source

rich in proteins and an antimicrobial agent against certain pathogenic bacteria.

Keywords: Moringa Oleifera leaves, protein compounds, antibacterial activity.
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I. Introduction

L’organisme utilise les protéines comme matériau de construction. Les protéines
permettent de fabriquer les muscles, les os, les cheveux, les ongles, la peau, bref tous les
organes, mais aussi de produire les hormones, les enzymes, les anticorps, les
neurotransmetteurs... Tout ce dont notre organisme a besoin pour fonctionner correctement

(Calvier, 2020).

Les viandes, les fromages et les ceufs sont généralement riches en protéines avec un teneur
qui va de 20 a 30% environ, cependant, leurs prix actuellement et trés élevée, ils n’ont pas
disponibles pour tout le monde se qui influe négativement sur le régime alimentaire et induit

un déséquilibre dans I’organisme et des maladies comme la malnutrition.

Une alimentation naturelle, saine et équilibré est a ’heure actuelle la demande de la plupart
des gens qui souffrent du non disponibilit¢ de certains aliments (pauvres) ou mémes ceux qui
souffrent de surconsommation des aliments riches en graisses et en carbohydrates.
L’existence d’une alternative végétale disponible, moins cheére et sécurisé¢ devient la

responsabilité des chimistes, biologistes. ..

Les protéines qui ont des quantités substantielles des huit acides aminés essentiels sont dites
de bonne qualité. Tous les acides aminés essentiels sont présents dans I’ensemble des aliments
végétaux, et de nombreux végétaux présentent des teneurs en acides aminés essentiels
adaptées aux besoins humains (Calvier, 2020). C’est le cas de nombreuses 1égumineuses,

certaines céréales et certaines noix.

Le Moringa Oleifera est une plante médicinale, réputée depuis longtemps par leurs
propriétés pharmacologiques, nutritionnelles et industrielles pour soigner la peau, traiter
I'hypertension, le diabéete, le cancer et pour purifier I'eau grace a leur richesse en antioxydants
telle: les fibres, les polyphénols et presque toutes les vitamines (Punitha et al., 2019; Palada
et al., 2021). Tous les parties de Moringa sont utilisés en particulier leur feuilles dont la
valeur nutritive est d’une richesse rarement observée. Les feuilles de Moringa contiennent une
trés grande quantité diversifiée en vitamines, des minéraux, du fer, du calcium, des protéines a

tous les acides aminés essentiels et non essentiels, du zinc, du sélénium et des composés

phénoliques dont notre organisme a besoin avec des taux suffisantes (Hekmat et al., 2015;

Punitha et al., 2019). Les feuilles de Moringa contiennent 4 fois plus de calcium et 2 fois
plus de protéines que le lait, 7 fois plus de vitamine C que I’orange, 3 fois plus de potassium

~1~




INKUDUCLIIUN GENEKAL

que la banane, 3 fois plus de fer que les épinards, 4 fois plus de vitamine A que la carotte
(Bhagave et al., 2015). Ce cocktail magique de tous les nutriments sert a combler les
carences nutritives, lutter contre la malnutrition et stimuler le systéme immunitaire contre
certaines maladies. En outre, insérer les feuilles de Moringa dans des formulaires
alimentaires, condiments, ou a des fin culinaires, cosmétiques, pharmacologiques ou méme
industrielles permet de remettre 1’accent sur les ressources disponibles localement et un atout

économique, sociale et environnementale.

Dans ce contexte, ce travail a pour but de quantifier la teneur en composés protéiques dans
les feuilles de Moringa Oleifera cultivée dans la région de Metlili (Ghardaia), ce travail est un
complément a un travail précédent sur le méme sujet fait I’année passé. Plusieurs études sont
consacrées a la quantification des composés phénoliques, néanmoins n’y a aucun étude sur
I’¢étude des protéines de cette plante dans 1’ Algérie. Cette mémoire est divisée en deux parties:
le premier est un apercu théorique sur le Moringa, valeurs nutritive et effets
pharmacologiques et industrielles, généralités sur les protéines : leur structure, leur role et

méthodes d’analyse.

La deuxiéme concernant les matériels, les méthodes et les protocoles qui servent a extraire

et quantifier les composés protéiques des feuilles de Moringa Oleifera, aussi d’évaluer leurs

activité antimicrobienne, ensuite une discussion des résultats obtenus et en termine par une

conclusion et des perspectives.
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I. Les protéines

Les plantes renferment de nombreux principes actifs participent dans la défense contres les
ennemis, communication ou dans d’autres buts. Les protéines a coté des glucides et les lipides
représentent ’'un des principaux constituants des aliments. Les protéines jouent un role
primordial dans 1’organisme d’ou vient son nom protos en grec qui signifie «celui qui vient en
premier". Elles sont impliquées dans tous les processus biologiques essentiels a la vie (Bauer,

2010). Les protéines constituent la majeure partie de la viande de poulet et des ceufs.

I.1. Définition et Structure chimique des protéines

Les protéines sont des macromolécules formé par la condensation d'un grande nombre
d'unité appelles des aminoacides reliés par des liaisons peptidiques (Henry, 2001). Certains
des acides aminés dits essentielles, ces huit acides sont indispensables au maintien de la santé
de I'homme : la leucine, l'isoleucine, la lysine, la méthionine, la phénylalanine, la tyrosine, le
tryptophane et la valine (Bauer, 2010). La composition en acides aminés des protéines peut

concéder comme critére da qualité protéique de notre alimentation.

Les protéines sont des composés constitués de plusieurs éléments chimiques dont le

carbone, 1'hydrogéne, 1'oxygene, l'azote et pour certaines protéines, le soufre et le phosphore

(Bauer, 2010).

H\ .-'R

Figure I.1 : La formule chimique des protéines (Bauer, 2010).

Formation d'une liaison peptidique (en rouge) entre deux acides aminés, avec élimination

d'une molécule d'eau (en bleu).
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Les protéines ne restent pas sous cette forme linéaire elles se replient sur elles-mémes en

une structure tridimensionnelle particuliere (Bauer, 2010).
I.2. Classification des protéines

Les protéines jouent un role fondamental dans le maintien de la vie, ou elles constituent
des composants structuraux et métaboliques majeurs. Il existe de multiples classifications des
protéines, établies selon différents criteres, tels que la fonction (a activité biologique, de
structure, de réserve...) ou la composition (hétéro et holoprotéines). Les holoprotéines sont
composées d’albumines, globulines, prolamines, glutines (Franck Patricia, 2008).

Les protéines sont classées en : (Bauer, 2010)

* Leur composition: Holoprotéines (simple) et Hétéroprotéines (conjuguée).

* Leur forme: Scléroprotéines (fibreuses), Sphéroprotéines (globulaires).

* Leur solubilité : La solubilit¢ des protéines dans leur solvant naturel, solution saline

isotonique, dépend de leur structure tertiaire. Elles sont distinguent en :

Globulines : sont des protéines solubles dans des solutions salines diluées (NaCl a 5%).
Ce sont des glycoprotéines et des lipoprotéines.

Albumine : L'albumine est la principale protéine circulant dans le sang assure le transport
de nombreuses substances. C’est un groupe de protéines simples formées de carbone,
hydrogene, oxygéene, azote et d'un petit pourcentage de soufre. Elle est soluble dans 1’eau
et précipite par addition de sulfate d'ammonium (70%-100% de saturation).

Protamines et histones : protéines solubles de faible poids moléculaire. Elles ont un
caractére basique di a la présence d'une forte proportion de lysine et arginine. Les
protamines sont des petites protéines responsables de la condensation du matériel
génétique.

Globine: Protéine qui compose I'hémoglobine du sang et la myoglobine, soluble dans des
solutions salines.

Prolamine et gluteline : Les prolamines sont solubles dans les solutions étendues
d'éthanol (65-75%), sont caractéris€ées par une forte teneur en acide glutamique (37 a
56%) et en proline (15 a 30%). La gluteline est un mélange de protéines est riche en
acides aminés, l'acide glutamique et le linoléum, solubles dans les acides et les bases
dilués (Nizar Nasri, 2007).

Scléroprotéines : est une protéine fibreuse, insoluble dans 1’eau solubles dans les

solutions salines, acides ou alcalines diluées.
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Il y a d’autres classifications, selon leur localisation (au niveau tissulaire ou au niveau
cellulaire), classification selon leur fonction (protéine enzymatique, protéine transport,
protéine de stockage, protéine régulatrice, protéine défensive, protéine contractile) (Bauer,

2010).
I.3. Roles des protéines

- Les protéines sont importantes dans trés nombreux produits alimentaires en leur conférant
des propriétés structurales, organoleptiques, fonctionnelles et de réserve (Henry, 2001;

Bauer, 2010).

- Elles ont un role catalytique (enzymes); dans la motilité; de régulation de la compaction de
I'ADN ou d'expression des genes, etc. Les protéines participent a tout I'événement

physiologique.

- Elles ont un role clef dans tous les réactions qui se déroulent a l'intérieure de la cellule
(synthese des métabolites, formation des composés riches en énergie, élimination des déchets
et des toxines).

- Les histones participent au contrdle de l'expression génétique dans les chromosomes.
L'¢lastine et collagéne sont des protéines de soutient. Les protéines membranaires en
association avec des lipides contrdlent 1'échange de maticre de la cellule avec le milieu
extérieure. L'actine et myosine protéines de contraction musculaire. L.’albumine, la globuline,
la caséine et les hormones protéiques sont des protéines globulaires jouent un role important
dans le métabolisme. L'hémoglobine transporte I'oxygene dans l'organisme (Henry, 2001;
Bauer, 2010).

- Les anticorps (y globuline) représentent un véritable arsenal de défense de la cellule contre
'agression extérieure.

- Certaines protéines existant dans les graines de nombreux végétaux joue un role de

stockage.

En fait, I'immense majorité des fonctions cellulaires est assurée par des protéines. La
vérification d’apport énergétique et le besoin minimal du corps en protéines protege

I’organisme contre la malnutrition et certaines maladies accompagnant (Violet., 2021).
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1.4. Dosage des protéines

La teneur en protéines peut déterminer par plusieurs méthodes: qui peuvent étre des
méthodes nécessitent la dégradation par voie chimique des protéines (méthode de Kjeldahls),
des méthodes par titrage a la formaldéhyde, par fixation de colorant, par colorimétrie (Biuret,
Lowry), par spectrométrie d'absorption dans l'infrarouge et 1'ultraviolet ou par fluorescence
dans [l'ultraviolet, des méthodes turbidimétriques, des méthodes électrophorétiques, des
méthodes chromatographiques, des méthode immunologiques et par action d'exopeptidases

carboxypeptidase A) (Sari Pihlasalo., 2011).

Tableau I.1: Comparaison entre les trois méthodes de dosage de protéines utilisées

Méthodes

Bradford

Biuret

Lowry

Références

Bradford,M .(1976)

Anal.Bidoche.72, 248-
256

Gornall et al. (1949)
J.Biol.Chem.177,751

Lowry et al. (1951) ]

Réactif

Le bleu de Coomassie

Le biuret (NH,-CO-
NH-CO-NH>)

Le biuret et le réactif
de Folin-Ciocalteu
(phosphomolybdate et
phosphotungstate)

Groupements réactifs

Réaction avec I’Arg et,
dans une moindre
mesure, avec I’His, la
Lys et les acides

amingés aromatiques

Formation d’un
complexe pourpre avec
la liaison peptidique en

présence de cuivre a

pH basique

Le réactif de Folin-
Ciocalteu réagit avec la
Tyr et le Trp et dans
une moindre mesure,
avec la Cys, ’His et la

liaison peptidique

Lecture

595 nm (bleu de
Coomassie seul :

465nm)

545 nm (ou 300nm)

745nm

Sensibilité

Elevée (seuil =1pug)

Faible (seuil=100pg)

Elevée (seuil =1pg)

Rapidité et

complexité

Meéthodes simple et

trés rapide

Meéthodes simple et

moyennement rapide

Meéthodes
moyennement simple

et moyennement rapide

Interférence

Dosage peu influence

Dosage influence par

Dosage fortement
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par la présence d’autres
molécules sauf les
détergents et les bases

fortes

les autres solutés

influence par les autres

solutés

Variation d’une

protéine a une autre

Forte : la protéine de
référence (1’albumine
de sérum bovin ou
BSA, est une protéine
globuline, parfois
employée, est une
protéine qui est une

meilleure protéine de

Faible : la formation du
complexe est a peu
pres équivalente pour
toutes les protéines
puisque le biuret réagit
avec la liaison

peptidique

référence

I1. Généralités sur le Moringa Oleifira

I1.1. Introduction

Les protéines constituent la majeure partie de la viande de poulet, des ceufs et les produits
laitiers qui contiennent tous les acides aminés essentiels. Le non disponibilité de ces aliments
ou la surconsommation affect le régime alimentaire et cause des maladies des fois chroniques
(diabete, hypertension, maladies cardiovasculaires, malnutrition...). Cependant, les protéines
végétales dont les oléagineux, 1égumineuses, les graines et les céréales sont concédées comme
leur source, mais sont moins riches en acides aminés que les protéines de sources animales.

Diverses études ont montré que les feuilles de 1égumineuses sont riches en €éléments nutritifs

et peuvent étre utilisées comme sources protéiques (W.Ossebi, 2010). Etonnamment, les

feuilles de Moringa contiennent tous les acides aminés. Il contient deux fois plus de protéines
que le yaourt. Plus, qu’elles sont riches en protéines, vitamines et certains minéraux. De plus le

Moringa oleifera est disponible, accessible et facile a cultiver et a utiliser.

Le Moringa oleifera est une plante médicinale de la famille Moringaceae, genre Moringa

qui contient 13 espéces (Fahey, 2005 ; Dihaj et Seddiki., 2021).
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I1.2. Classification systématique de Moringa Oleifera (Laleye et al., 2015)

Régne : Plantae.
Sous-régne : Tracheobionta.
Super Division: Spermatophyta.
Division : Magnoliophyta.
Classe : Magnoliopsida.
Sous-classe :  Dilleniidae.
Ordre : Capparales.
Famille : Moringaceae.
Genre : Moringa.

Espece : Moringa Oleifera L.
I1.2. Description botanique

Le Moringa Oleifera est un arbre a usages multiples, largement cultivée au profit leur
vertus. Le Moringa a croissance rapide, résistée la secheresse (Laleye et al., 2015 ; Gérard et

al., 2021). (Figure IL1).

v Tronc: Généralement droit. En général, il peut atteindre 7 a 12 m de hauteur. Le tronc

est couvert d’une écorce lisse, grise a brunatre, grossierement lenticelle, a tranche
verte en surface. De ce tronc une gomme blanche est exsudé, opaque devenant rouge
foncée en surface (Laleye et al., 2015; Djaafri et al., 2021, Ghennai et al, 2022).
Branches : poussent de maniere désorganisée et la canopée est en forme de parasol.
Feuilles : Alternes et bi ou tripennées, se développent principalement dans la partie
terminale des branches. Elles sont de 20 a 70 cm de longueur, et sont recouvertes d’un
duvet gris lorsqu’elles sont jeunes, elles ont un long pétiole avec 8 a 10 paires de
pennes composées chacune de deux paires de folioles opposés, ovales ou en forme
d’ellipse de 1 a 2 cm de long.

Fleure : de couleur blanche ou créeme. Elles sont de 2,5 cm de large et se présentent
sous forme de panicules axillaires et tombantes de 10 a 25 cm.

Fruits: sont des gousses allongées a trois valves, de 10 a 50 cm de long, brunes a
maturité et qui contiennent chacune entre 12 et 35 graines.

Graines: IIs sont ronds, avec une coque marron présente trois ailes blanches, peut

atteint 15000 a 25000 graines par an.
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v" Racines : sont de structure tubulaire, blanches, gonflées formé d'un pivot central qui

peut s'enfoncer dans le sol jusqu'a 1,30 m de profondeur lui offrant ainsi une grande

résistance a la sécheresse (Benarima, 2021).

Figure IL.1: Les différentes parties de Moringa Oleifera (original).

I1.3. Valeur nutritive et applications des feuilles de Moringa Oleifera

Le Moringa oleifera est une plante médicinale magique, utilisée depuis longtemps dans la
médecine traditionnelle pour soigner plus de 300 maladies (diabéte, hypertension, anémie,
fievre et d’autre) (Bouasla et al., 2020 ; Pérez et al, 2022). Cette plante se caractérise par une
forte teneur en nutriments, en antioxydants, en glucosinolates, en composés phytochimiques
et par ses qualités organoleptiques. Cependant, le stade de maturation et la saison de récolte
peuvent influencer ses teneurs, d’un facteur de 1,5 a 3, en particulier pour le B-caroténe, le fer

et les facteurs antinutritionnels (Yang et al., 2006).

De par la richesse de toutes les parties de Moringa par les fibres, la majorité des vitamines,
des minéraux, des teneurs ¢élevés en acide ascorbique, des flavonoides, des composés
phénoliques (Alhakmani et al, 2013), caroténoides, glucides et d’autre composés
nutritionnels avec des quantités rependant les apports énergétiques et nutritionnelles de cors
humaine ou méme ’animale en particulier en protéines constituant de tous les acides aminées
dont les feuilles concéderent comme leur excellente source (35 % MS) avec le fer, le calcium
et le potassium, un cocktail diversifie et équilibré peut renforcer la valeur nutritionnelle des
aliments et repas ou 1’on ajoute, combattre le malnutrition et I’anémie surtout pour les enfants

et les femmes enceintes et son qui allaitent, et stimuler le systéme immunitaire contre les

10
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maladies (Chikh et Idir, 2015; Bouasla et al., 2020; Pérez et al, 2022 ; Bouchekhou et

Bouziaia, 2022). L’huile extraite de Moringa est d’une valeur nutritif semblable a celle

d’huile d’olive avec prés de 82% des acides gras insaturés (Foidl et al., 2001, Laleye et al.,

2015, Benbalia et al, 2020).

Les feuilles de Moringa ont des multiples vertus culinaires, médicinales, nutritionnelles et
industrielles : aliment des bétails, bois de chauffage, condiment, lubrifiant, biogaz, brise de
vent, fabrication des papiers de journal, savon, cosmétiques-parfums, purification de 1’eau

(Panda et al., 2008).. Les feuilles de Moringa est un phénomeéne assez rare pour une plante.

Tableau II.1 : Les différents composants dans la poudre des feuilles de Moringa Oleifera

Composantes Quantité en (g)

: Tableau IL2: les acides amines dans 100
Calories 205

gramme des feuilles seches de Moringa

Protéine 27,1

Les acides amines (mg)

Gras 2.3

Arginine 1325

Carbohydrates 38,2

Histidine 613

Fibres 19,2

Isoleusine 825

Calcium 2,003

Leucine 1950

Cuivre (mg) 0,57

Lysine 1325

Fer (mg) 28,2

Metheionine 350

Potassium 1,324
Phenilalanine 1388

Magnésium (mg) 368

Threonine 1188
Phosphore (mg) 204

Tryptophane 425

Souffre (mg) 870

Valine 1063

Sélénium (mg) 0,09

Zinc (mg) 3,29

Acide Oxalique (mg) 1600

Vitamine A (mg) 18,9

Vitamine B1 2,64

Vitamine B2 20,5

Vitamine B3 8,2

Vitamine C 17,3

Vitamine E (mg) 113
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Tous les parties de Moringa sont utilisés a des fins aussi vastes que 1’on peut les résumes dans

le schéma suivant (Figure 11.2).

Cuisine,cosmetiques et utilisations
medicinales et industrielles

Produits du Moringa et Leurs usages

? I

T

Huile Graines

Racines

Tiges Brindil

Tourtea L Amandes

Moins
floculant

Tourteau extrait

A

[ Aliment animal ]

]

Coques

Teintures

l tannins,

] usages
Combustibl L
médicinaux

N

4

v

Aliment animal

Facteur de croissance

Consommation humaine
Usage médicinaux

Traitement de |I'eau

Figure I1.2: Utilisations de différents organes de Moringa (Foidl et al., 2001).

I1.4. propréités pharmacologiques

Toutes les parties de Moringa Oleifera, les feuilles, les fruits, les graines, les racines,

I’écorce mais aussi les fleurs possedent chacun des vertus médicinales particuliéres. De par

leur compostions actives, le Moringa est considéré comme un traitement contre 1’anémie, la

perte d’appétit et il augmente la lactation des femmes, les douleurs gastriques, 1’ulcere a

I’estomac, la diarrhée, la dysenterie, la colite et il peut étre utilis¢ comme laxatif, purgatif et

diurétique, les rhumes, bronchites, fievre et maux de téte, les rhumatismes, les crampes

musculaires, les infections cutanées, la gale, les mycoses, les piqlres d’insectes (Benissan et

al., 2012; Boudjema et al,. 2021; Mahato, et al. 2022).




Synthese Bibllographique 1

Les feuilles de Moringa peuvent étre utiles dans le traitement de diabéte, comme
antioxydants, antibactériennes, antifongiques (Laleye et al., 2015 ; Bouhalima A et Beressa
Z,2021), et méme anticancéreuse et anti tumorale (José et al., 2020). Les feuilles de Moringa

devenant une nouvelle source de revenus agricoles.

III. L’activité antibactérienne

Les infections bactériennes sont causées par différents micro-organismes et sont la cause
des maladies les plus fatales et des épidémies les plus répandues. De nombreux antibiotiques
sont développés pour les traiter, cependant leur utilisation abusive est a 1’origine de

I’apparition de la multi résistance bactérienne.

Un antibiotique est une substance antibactérienne produite par des micro-organismes
(champignons et bactéries) ou de synthése chimique capable d'inhiber la multiplication ou

détruire les microorganismes ( Mahamadou et Coulibaly., 2020).

11 existe plusieurs tests pour la détermination de I’activité antimicrobienne d’un extrait. Les
tests se basent principalement sur la diffusion et la dilution, ils permettent soit d’évaluer le
pouvoir antimicrobien, soit de le quantifier en termes de concentration minimale inhibitrice

(CMI) et/ou bactéricide (CMB).

L’interprétation des résultats dans ce travail sera a base de sensibilité des bactéries vis-a-vis

les extraits étudies selon leur diamétre de zone d’inhibition en souches (Ponce et al., 2003):
-Non sensible (-) ou résistante : diamétre moins de 8 mm.

-Sensible (+) : diamétre entre 9 a 14 mm.

-Tres sensible (++) : diametre compris entre 15 4 19 mm.

-Extrémement sensible (+++) : diamétre plus de 20 mm.
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IV. Matériels et Méthodes

La partie expérimentale de ce mémoire est réalisé au sien du laboratoire pédagogique de
département de génie de procédés, faculté de sciences et de la Technologie de 1’université de

Ghardaia.
IV.1. Matériels

Préparation de la poudre végétale

Les feuilles de M. oleifera sont cultivées dans la région de Metlili le mois de décembre
2022. Les feuilles sont nettoyés, séchés a 1’air puis broyés finement a 1’aide d’un moulin a

café et conservées (Figure IV.1).

Figure IV.1 : Etapes de préparation de poudre des feuilles de M. Oleifera pour 1’analyse.
IV.2. Méthodes

IV.2.1. Elimination des lipides

La présence des lipides peut empécher 1'extraction des protéines et ralentir leur filtration,
leur élimination consideére une étape préliminaire importante. La délipidation est faite par
macération a froid de 8 g de poudre de feuilles de Moringa par 50 ml d’hexane pendant 24 h a
température ambiante. Apres filtration, le solvant a été évaporé. La pate verdatre issue est

pesée pour calculer le rendement en lipides selon la relation :

R%=(M Lipide/ M prise d'essai) *100
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IV.2.2. Extraction des protéines

Les protéines sont obtenues par extraction solide - liquide des tourteaux délipidés de
poudre des feuilles de Moringa locale avec 20 ml de chaque solvant (H20, NaCl, Ethanol
70% et I’acide acétique 0.2N) selon Osborne (Teixeira et al., 2014).

Les protéines individuelles sont extraites d’une masse de 0,6 g des tourteaux délipidés des
feuilles de Moringa par I’eau distillée par vortex pendant 15min pour obtenir de 1’albumine
(Alb). Par le méme procédé on obtient la globuline (Glob) avec une solution aqueuse de NaCl
(0.5M). La prolamine (Pro) est obtenue par macération du résidu dans 1'éthanol 70% (V/V).
En fin, ’acide acétique (0,2N) permet d’extraire le gluteline (Glut).

Extraction des protéines

0,6 g poudre délipidés dans 20ml de solvant +15min agitation suivie d’une filtration

Acide
L’eau NaCl Ethanol
distille 0,5M 70% Acétique

0.2N

v 2 ~ ~

Albumine Globuline Prolamine Gluteline

Figure IV.2 : protocole d’extraction des protéines individuelles des feuilles de M. Oleifera.
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IV.2.3. Dosage des protéines

Les fractions protéiques extraites des feuilles de Moringa, sont dosés pour quantifier leur

teneur en protéine par trois méthodes: La méthode de Biuret, de Bradford et celle de Lowry.
» Méthode de Lowry

La teneur en protéine dans les quatre fractions des feuilles de Moringa est évaluer d’abord
par la méthode de Lowry, (1951), basée sur La réduction des ions de cuivre en milieu alcaline
formant un complexe (cuivre- peptide) avec les protéines (réaction du Biuret) suivie d’une

réduction du réactif de Folin-Denis par ce complexe de couleur bleu.

500 pl d’extrait sont mélangés a 2.5 ml de réactif de Lowry (50 ml de solution A, 0,5 ml de
la solution B et 0,5 ml de la solution C), apres incubation de 10 min a 1’obscurité 0,25 ml
d’une solution de réactif de Folin-Denis 50 % (v/v) est ajouté. La lecture des absorbances est
faite par spectrophotometre UV-Visible aprés incubation de 30 minutes a 1’obscurité a 750
nm. Parallelement, une droite d’étalonnage est effectuée a partir de I’albumine bovine

(1mg/ml). Les taux des protéines sont exprimés en mg/ml.
» Méthode de Biuret

La teneur en protéines des extraits est déterminer par le test de biuret (Gornall et al., 1949).
le réactif de Gornall forme avec les liaisons peptidiques un complexe stable de coloration

violette en milieu trés alcalin (Gravriliare et al., 1996).

A 1ml de chaque extrait 3 ml de réactif de Gornall ont été ajoutés suivie d’une incubation de
30 min a I’obscurité. La lecture est faite a 540 nm. Les teneurs en protéines sont déterminés a
partir de courbe d’étalonnage de 1I’absorbance en fonction des concentrations d’une solution

d’albumine bovine (10 mg/ml).

> Méthode de Bradford

En termes de sensibilité, nous avons utilisé le dosage par Bradford, (1976) en utilisant le
réactif bleu brillant de coomassie (BBC). Ce réactif forme un complexe de couleur bleue lors
de son contact aux chaines latérales des acides aminés basiques et aux groupements

aromatiques des protéines en milieu acide.
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Pris de 100 pl de chaque extrait et ajouté a Iml de réactif de Blue de Coomassie. Les extraits
sont mis a 'obscurité pendant (15min) avant de mesurer 1'absorbance a A= 595nm contre un
blanc. Une courbe d’étalonnage est effectuée en utilisant du sérum albumine bovine (BSA)

(1mg/ml) comme référence standard.

IV.2.4. Evaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion de

disques

L’¢étude de I’activité antimicrobienne des quatre fractions extraites des feuilles de Moringa
est faite par la méthode des disques en milieu gélos¢ Mueller-Hinton (MH). La diffusion de
I’extrait dans la gélose permet d’inhiber la croissance des germes tout autour du disque traduit
par D’apparition ou non d’une zone claire aprés incubation autour du disque, dit « Zone
d’inhibition ». Cette méthode consiste a ensemencer une suspension bactérienne déposé sur
milieu (Mueller-Hinton) coulée en boite de pétri en contact au extrait imprégnée sur les
disques. Durant I’incubation, la substance est alors censée diffuser dans la gélose (Richard et

al., 2007).
IV.2.4.1. Origine et choix des souches bactériennes

Les souches bactériennes choisies sont des bactéries impliquées dans la contamination
et I’altération des denrées alimentaires et donc sur le corps humain. Quatre bactéries : deux
souches gram négatives (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) et deux autre a gram
positive (Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprphticus). Ces souches nous ont été
isolées par le service de microbiologie au laboratoire d’analyses médicales « L’Hopital

Essalam » (Ghardaia) ou ce partie de mémoire a été réalisée.

Figure IV.3 : Les souches bactériennes utilisées.
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IV.2.4.2. Test de sensibilité vis-a-vis les souches étudiés

Le suspension bactérienne a été préparée avec de 1’eau physiologique a partir d’une culture
pure de 20 heures sur gélose nutritif. 15ul de cette suspension ont été déposés sur chaque
boite de Pétri contenant 20 ml de gélose MH, le surplus d’inoculum est éliminé ensuite par
aspiration apres 2 min d’imprégnation. Ensuite, des disques en papier Whattman de 6 mm de
diamétre immergés dans I’extrait durant 15 a 20 min ont été déposés au centre des boites
inoculées. Les boites sont laissées 15 min a température ambiante, puis les résultats sont
enregistrés apres incubation a 37°C pendant 24 heures. L’apparition ou non d’un halo clair

autour du disque, avec un diametre mesuré par un pied a coulisse.

Figure IV.4 : Préparation de milieu de la culture.
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Figure IV.5 : Les Suspensions bactériennes.

i Py :

Figure IV.6: les disques imbibés d’extraits protéiques.
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V. Résultats et discussions
V.1. Rendement en huiles (lipides)

Les lipides extraits des feuilles de Moringa par macération a froid pendant 24 h en utilisant

I’hexane, sont sous forme patte verdatre (Figure V.1).

Le taux des lipides est de 5,425%. Ce rendement est dans I’intervalle des résultats trouvés

par (Abbas et al., 2018, Atla et Ouled ElAid, 2020; Djloud et Sabrou, 2021).

Figure V.1 : Pextrait lipidique de feuilles de Moringa étudiées.

V.2. Quantification des protéiques individuelles

Les quatre fractions (Albumine, globuline, prolamine et gluteline) ont été extraites des

tourteaux délipidés des feuilles de Moringa selon leurs solubilités. La quantité des protéines

dans les extraits obtenus a été calculée d’apres la courbe d’étalonnage de I’albumine bovin

suivant chaque méthode (Biuret, Lowry et Bradford).
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> 1. Méthode de Biuret

0,6

0,5 y=0,073x
R = 0,997

Absorbance (%)

3 4 >
Concentration (g/L}

Figure V.2 : évolution de I’absorbance de I’albumine par leur concentration (méthode de

Biuret).

Les résultats de dosage des protéines par la méthode Biuret, permettent de calculer les
teneurs en protéines individuelles selon 1’équation obtenue par la courbe d’étalonnage
(Figure V.2). Les taux de protéines dans les feuilles de Moringa locale, exprimes en

pourcentage allant de12.236% a 1,08%.

D’apres la synthese des résultats illustrés dans la (Figure V.3 et Tableau V.1), les feuilles
de Moringa Oleifera locale est riche en protéines avec un taux de 26.44%, dont les fractions
d’albumine et prolamines sont les fractions majoritaires avec des taux de (12,236 % et 7,28 %

MS) respectivement.

Tableau V.1 : les pourcentages des protéines selon la méthode biuret

Albumine Globuline Prolamine Gluteline Total

Teneur (%) 12,236 6,36 7,28 1,08 26,44
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Test Biuret

Teneur en proteine (%)

Figure V.3: Teneur en protéine dans les quatre fractions extraites des feuilles de Moringa

évalué par la méthode Biuret.

» 2. Méthode de Lowry

» En s’appuyant sur la courbe de 1’albumine (Figure V.4), les teneurs des protéines des

extraits sont calcules.

Figure V.4: Courbe d’étalonnage de 1’albumine par la méthode de Lowry.
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Le contenu en protéines évalué par le test Lowry, permet de déterminer les quatre fractions
dans les extraits protéiques avec des pourcentages variables allant de 8,84% pour 1’albumine
et 3,11% pour la gluteline. L’albumine et la globuline présentent les fractions protéiques

majeures dans cette méthode (Tableau V.5 et Figure V.2).

Tableau V.2: les pourcentages des protéines selon la méthode Lowry

Albumine Globuline Prolamine Gluteline

Teneur (%) 8,84 10,08 5,584 3,11

Test de Lowry

Teneur en proteines (%)

Figure V.5 : Teneur en protéine dans les quatre fractions extraites des feuilles de

Moringa évalué par la méthode Lowry.
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> 3. Méthode de Bradford

Les teneurs en protéines des fractions obtenus sont calculés a partir de courbe d’étalonnage

¢établie par la méthode de Bradford (Figure V.6).

y =0,749%
R = 0,988

Figure V.6: Variation des absorbances de 1’albumine selon leur concentration (méthode de

Bradford).

Pour les quatre extraits des tourteaux délipidés des feuilles de Moringa, I’albumine est la
fraction major déterminée par la méthode de Bradford avec un teneure de (21.455%) suivi de
globuline (5.206%) et de prolamine et gluteline avec des faibles pourcentages (Figure V.7 et
Tableau V.3).

Tableau V.3: Les pourcentages des protéines selon la méthode Bradford

Albumine Globuline Prolamine Gluteline

Teneurs (%) 5,985 3,206 2,403 1,061 11,655
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Test de Bradford

Teneur en proteines (%)

Figure V.7: Teneur en protéine dans les quatre fractions extraites des feuilles de Moringa

¢valué par le test Bradford.

Les résultats obtenus indiquent que la fraction de 1’albumine est mieux par la méthode de
biuret, cependant les meilleurs teneurs en fractions globuline, prolamine et gluteline sont

celles obtenus par la méthode de Lowry.

Des résultats similaires sont trouvés lord 1’étude des extraits protéiques de la méme plante
de méme région cultivée en déférents périodes et évalués par différents méthodes. Djloud et
Sabrou, (2021) ont démontré la présence des fractions protéiques testés dans leurs extraits

dosés par la méthode de biuret, avec la prédominance des fractions de prolamine et 1’albumine

(10.786-9.857% MS), la méme chose que la méthode de Lowry dont I’albumine présente un

taux de 6.913% et le prolamine (6.871%). L’albumine et la prolamine sont les fractions
majoritaires dans les extraits protéiques des feuilles de Moringa d’origine de Metlili cultivés
en 2019 par la méthode de Biuret, avec des pourcentages de 32.967% pour 1’albumine et
7.62% pour le prolamine et la globuline (Atla et OQulad elaid, 2020). Ces résultats sont
similaires a ceux trouvées par (Chikh et Idir, 2015) pour les mémes fractions extraites des
feuilles de Moringa d’origine de Tamanrasset dont 1’albumine (30,72%) et la prolamine

(14,81%) suivie de globuline et gluteline dosés par la méthode de Bradford.
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Ces résultats sont dans le méme sens des autres travaux menées par Chelghoum, 2016, avec

un teneur de 30.29 % dans des feuilles séchées, Mune et al., (2016), avec une pourcentage

des protéines de 18.63% dont, ils ont déclarent I’existence de certains acides aminés tels que

la leucine, valine, méthionine et la cystéine. Cependant, des teneurs faibles sont remarques
par (Foidl et Makkar, 2001), avec 3.1% d’albumine 0.3% de globuline, 2.2% prolamines et
3.5% gluteline.

La différence entre ces résultats est due au plusieurs facteurs : le solvant utilisée, I’origine

géographique, période de récolte, méthodes d’extraction des protéines et celle de dosage.

Pour qu'un aliment soit considéré comme sources de protéine, il doit avoir une base de 12 %
(Person 1976), ce qui permet de considérer les feuilles de Moringa d’origine de Metlili

comme une source de protéines notamment en albumine, prolamine et globuline.

Les résultats de Tableau V.4 et figure V.8, montrent que la teneur total en protéine dosé

par la méthode de Lowry et Biuret est plus que celui obtenu par Bradford.

Teneur en proteines (%)

Biuret Lowry Bradford

Figure V.8: Variabilité des teneurs en protéine quantifiés par trois méthodes.
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Tableau V.4 : Comparaison entre la teneur en protéine totale quantifie par les trois méthodes.

Méthode Biuret Bradford Lowry

Total 26,956 11,655 27,614

V.3. L’étude de sensibilité microbienne

L’¢tude de la sensibilit¢ des souches bactériennes (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylocoque saprphticus, Staphylocoque aureus) vis-a-vis les fractions
protéiques extraites des feuilles de Moringa in vitro par la méthode de diffusion des disques
sur un milieu gélosé nous permet de les classifier basant sur les valeurs de diamétre de leurs

zones d'inhibition autour des disques contenant nos fractions apres incubation de 24 h a 37°C.

Les résultats récapitulés dans le (Tableau V.5) ci-dessous indiquent que les différentes
fractions posseédent des activités antimicrobiennes de degrés variables contre les souches

testes.

L’interprétation des résultats dans ce travail sera a base de sensibilité des bactéries vis-a-vis

les extraits étudies selon leur diamétre de zone d’inhibition en souches (Ponce et al., 2003):

Tableau V.5 : Résultats de ’activité antimicrobienne.

E.coli P. aeruginosa S. saprphticus S. aureus
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A D’essor des résultats résumés dans le Tableau V.5. Nous enregistrons que

¢ Les quatre souches bactériennes présentent une résistance vis-a-vis les fractions de

I’albumine et la globuline.

Les souches E.coli et S. aureus s’aveérent les souches sensibles en contact les fractions

de prolamine avec une zone d’inhibition de 12 mm.

Cependant, les fractions de glutelines extraites des feuilles de Moringa exercent une
activit¢ antimicrobienne contre les souches bactériennes P. aeruginosa et S.

saprphticus.

Sachant que les souches testées sont des bactéries pathogeénes trés dangereuses, la sensibilité
de ces bactéries vis-a-vis les extraits des feuilles de Moringa lui attribuent une activité

biologique tres intéressante.




Conclusion Générale




concliusion tenerale

Les protéines sont les briques de construction de notre corps, leur présence est indispensable
pour plusieurs processus physiologiques. A part les viandes, les ceufs et les produits laitiers
les principales sources de protéines avec tous les acides aminées, les feuilles de Moringa de
par leur richesse en substances actives en particulier des grands amonts des protéines avec
tous les acides aminés lui permet une source potentiel de protéines, accessible, disponible,
moins chers, a multiples applications culinaires, nutritionnelles, cosmétiques, médicinales et
industrielles par leur incorporation dans des formulations alimentaires, compléments
supplémentaires a grande valeur ajoutée et effets pharmacologiques intéressantes. Ce travail a
pour but de valoriser les plantes médicinales locales telle le Moringa oleifera a travers la

quantification de leurs composés protéiques et 1’évaluation de leur propriété antimicrobienne.

Les lipides extraites des feuilles de Moringa a froide par hexane sont sous forme pate de

couleur verte jaunatre, avec un pourcentage de (5,425%).

Le dosage des protéines de quatre fractions extraits des feuilles de Moringa d’origine de
Metlili montre 1’existence des fractions de I’albumine, globuline, prolamine et gluteline avec
des niveaux variables dont 1’albumine présente la fraction majeur (12.236%) identifier par

trois méthodes Biuret, Lowry et Bradford.

Les fractions de globuline, prolamine et gluteline sont identifiés avec des faibles teneurs
obtenus par les trois méthodes dont les meilleures valeurs sont celles obtenus par la méthode

de lowry (10.08%, 5.58%, 3.11%) respectivement.

Il est bien noté que la teneur en protéines peut influencer par le solvant et la méthode
d’extraction, la méthode de dosage, le taux d’humidité, la période de récolte des feuilles,

I’origine géographique

Les feuilles de Moringa présentent des proportions ¢€levées en protéines totaux dont la
teneur le plus élevé est celui marqué par la méthode de Lowry (27.614%) et biuret (26.956%),
des valeurs inferieurs sont enregistrées par la méthode de Bradford (11.655%). Ces résultats
montrent que les feuilles de Moringa sont une source potentielle en protéines serve a

combattre la malnutrition et la carence nutritif.

L’¢tude de I’activité antimicrobienne in vitro par la méthode de diffusion des disques sur un

milieu gélosé des fractions protéiques extraits des feuilles de Moringa vis-a-vis quatre

souches bactériennes (Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa, S. saprphticus et S.

aureus) nous permet de mettre en ouvre leur sensibilité.




concliusion tenerale

Les quatre souches bactériennes dévoilent une résistance vis-a-vis la fraction de 1’albumine
et la globuline. Les souches E.coli et S. aureus s’avérent les souches sensibles en contact les
fractions de prolamine avec une zone d’inhibition de 12 mm. Cependant, les fractions de
gluteline et prolamine peuvent inhiber la croissance des souches P. aeruginosa et S.

saprphticus.

L’activité antimicrobienne de fractions protéiques extraites des feuilles de Moringa peut

étre due a la présence des substances actives telle que la glutelines et la prolamine.

Notons enfin I’importance de ce travail dans le domaine de valorisation des plantes
médicinales locales a des utilisations en médecine traditionnelle dans la région de Ghardaia,
en termes de purification et d’isolement des substances actives responsables des propriétés

pharmacologiques et biologiques intéressants.

-De réaliser des études phytochimiques afin d’isoler et de caractériser les déférents

composants de cette plante par des méthodes chromatographiques pour la bien valoriser.

- Essayer d'incorporer les feuilles fraiches ou séchés de Moringa dans le régime alimentaire et

les préparations culinaires de la population dans la région de Ghardaia.
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ANNEXES

Extraction des lipides

Figure 1 : Etapes d’extraction des lipides.

Extraction des protéines

0,6 g poudre délipidés+20ml solvant +15min agitation+filtration

e

Albumine

Globuline Prolamine

Gluteline




ANNEXEDS

Quantification des protéines




ANNEXEDS

L’activité antibactérienne




ANNEXEDS

Sensibilités des bactéries étudiés vis-a-vis les extraits protéiques des feuilles de Moringa.
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