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Résumeé

Les compléments alimentaires sont des denrées alimentaires, dont le but est de
compléter le régime alimentaire normal et qui constituent une source concentrée
de nutriments : Vitamines, Magnésium, Fer, Calcium ....

Les travaux effectués dans le cadre de cette étude consistent a la formulation et
la fabrication d’un complément alimentaire a base de Moringa oleifera, dont son
appellation « Immune-Mori», a partir des molécules s bioactives de cette
derniére au niveau moléculaire.

L’application de la norme 22000 permet de démontrer une aptitude a identifier
et a maitriser les dangers liés a la sécurité des compléments alimentaires, cette
norme est lice a I’approche HACCP qui a pour objectif la prévention,
I’¢limination ou la réduction a un niveau acceptable de tout danger « biologique,
chimique, et physique » au regard de la sécurité des produits, mais aussi a
fournir en permanence des produits finis et sdrs.

Au cours de notre ¢€tude, plusieurs techniques d’analyses ont ¢té réalisees :
I’identification des principes actifs, 1’évaluation des activités biologiques,
dosage des flavonoides, analyses physico- chimiques, et analyses
microbiologiques.

Les résultats obtenus de ces analyses confirment la présence des flavonoides
dans les feuilles Moringa oleifera par une valeur de 12.547 mg EQ/g plus
précisément les molécules bioactives acide chlorogénnique et I’isoquecetine ; et
assurent que la plante étudiee a des activités biologiques (activité antioxydant
de 0.040 mg/ml., anti-inflammatoire 0,154/ml , et antibactérienne avec toutes les
souches étudier mise appart [’Enterococcus faecalis ATCC 29212 , Salmonella
typhimurium ATCC 14028 , et Serratia marcescens, qui sont réesistante au
Moringa oleifera ) dans le but de stabiliser la formule.

Mots clés : Moringa oleifera, Technique HPLC, activites biologiques, analyses
microbiologiques, complément alimentaire.




Abstract

Food supplements are foodstuffs, the purpose of which is to supplement the diet
normal food and which constitute a concentrated source of nutrients: Vitamins,
Magnesium, Iron, Calcium

The work carried out as part of this study consisted in showing the interest of
food supplements based on Moringa oleifera, as well as the effect of the
bioactive molecules of the latter at the molecular level.

The application of the 22000 standard makes it possible to demonstrate an
ability to identify and control the dangers related to the safety of food
supplements, this standard is linked to the HACCP approach whichaims to
prevent, eliminate or reduce to an acceptable level any 'biological, chemical, and
physical' product safety hazards, as well as to provide finished and safe p During
our study, several analytical techniques were carried out: identification of active
ingredients, evaluation of biological activities, assay of flavonoids, physico-
chemical analyses, and microbiological analyses.roducts at all times.

The results obtained from these analyses confirm the presence of flavonoids in
Moringa oleifera by a value of 12,547 mg EQ / g more precisely the bioactive
molecule chlorogenic acid and isoquecetin; and ensure that the plants studied
have biological activities (antioxidant activity of 0.040 mg / ml., anti-
inflammatory 0.154 / ml, and antibacterial with all strains studied put apart
Enterococcus faecalis ATCC 29212 , Salmonella typhimurium ATCC 14028 ,
and Serratia marcescens, which are resistant to moringa oleifera ) with the aim
of stabilizing the formula.

Key words : Moringa oleifera, HPLC technique, biological activities,
microbiological analyses, food supplement.
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INTRODUCTION

Les plantes sont toujours considérées comme une source importante de médicaments et de
compléments alimentaires dans le monde. Ces jours-ci, il a été rapporté par I'Organisation
mondiale de la sant¢ que plus de 80% des personnes utilisent encore la médecine
traditionnelle. Ce type de médicament contient une proportion importante d'extraits de plantes
et de leurs principes actifs. (Wang et Wu, 2013). Actuellement, la vie en bio est devenue trés
tendance. Le but est de vivre le plus sainement possible en se tenant loin des produits
susceptibles de nuire a la santé tels les produits chimiques, on cherche tous les moyens pour
respecter cet objectif. Si les produits alimentaires ont déja pris de I’avance depuis quelques
années dans le monde du bio, on parle aussi de cosmétique bio et naturel. Un apergu sur ce

mode d’usage pour se faire belle pourra sans doute vous étre utile (Cemena 2019)

L’espéce Moringa Oléiféra est originaire des régions d’Agra et d’Oudh, au nord-est de
I’Inde, au sud de la chaine de montagne de Himalaya (Meda, 2011). Ces feuilles ont une
valeur thérapeutique a cause de leurs propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires.

Les compléments alimentaires sont des sources concentrées de nutriments, sous formes de
vitamines et de sels minéraux, de substances a but nutritionnel ou physiologique, ou de
plantes et de préparations de plantes qui ont pour but de pallier les carences du régime

alimentaire régulier d’une personne (Directive 2002/46/CE , 2002).

Cependant leur marché est toujours un secteur en croissance, porté par I’engouement pour les
compléments alimentaires naturels formulés a base de plantes, qui connaissent une forte
hausse. Depuis maintenant prés de 10 ans ( Sophia,2015) ; La part de bio dans les
compléments alimentaires enregistre une forte augmentation en parapharmacie et en
pharmacie ; tant que les consommateurs souhaitent se tourner vers des solutions plus
naturelles pour améliorer au quotidien leur niveau de bien-étre et leur santé, ou pour soutenir

une alimentation qu’ils jugent souvent déséquilibrée et appauvrie en nutriments.

Dans un cadre d’étude portant sur la formulation et la fabrication d’un complément
alimentaire a base de Moringa oleifera suite a ses valeurs nutritionnelles avec comme

objectifs :

e -Eprouver la valeur nutritive de cette plante miracle.

e -Assurer de la présence des molécules bioactives dans la poudre de Moringa oleifera.

e -Fabriquer un complément alimentaire sein et sur selon la norme 1SO 22000.
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e -Evaluer le marché des compléments alimentaires a base de plantes en Algérie.

Pour atteindre nos objectifs, nous avons appris a faire I’application de la norme ISO 22000 et

I’approche HACCP, ainsi, la réalisation d’une formulation de plantes, et & manipuler dans un

laboratoire de microbiologie, de physico-chimie et la manipulation par chromatographie

haute performance en phase liquide.

Ce projet sera amené a se poursuivre, mais dépendra principalement de certaines mesures
nécessaires a mettre en place au niveau scientifique et reglementaire selon la norme 1SO
22000 et approche HACCP.

Notre mémoire comporte trois chapitres. Dans le premier, nous rapportons des rappels
bibliographiques. Dans le second chapitre, nous décrivons le matériel et les techniques
utilises. Les résultats obtenus sont rapportés et discutés dans le troisieme chapitre. A la fin,

une conclusion et perspectives sont présentées.




Chapitre 1

Synthese bibliographique




Chapitre I: Synthése bibliographique

I.1 Généralités sur ’espéce

1.1 Historique

Moringa Oleifera est une espéce originaire des régions Sub Himalayennes d’Inde, du
Pakistan, du Bangladesh et d’ Afghanistan. Elle a ét€ largement utilisée par les anciens
Romains, les Grecs et les Egyptiens.Maintenant elle est largement distribuée un peu
partout dans le monde, dans les régions tropicales du sud et central et d’Amérique,
d’Afrique, d’Asie, le pacifique, et des iles des Caraibes. Elle est introduite en Afrique
au début des 20emes siecles (Alhakmani et al., 2013)

Moringa Oleifera L. C'est un arbre qui pousse largement dans de nombreux pays
tropicaux et subtropicaux.. Il est connu sous le nom d'arbre a pilon basé sur I'apparence
des gousses immatures, l'arbre a radis basé sur le go(t des préparations de racines
moulues et I'arbre a huile ben a partir des huiles dérivées des graines.[ idney J.
Stohs*and Michael J. Hartman 2015 ]

Toutes les parties de l'arbre Moringa (feuilles, graines, racines et fleurs) sont propres a
la consommation humaine et animale. Les feuilles, riches en protéines, minéraux, -
carotene et composés antioxydants, sont utilisées non seulement pour I'alimentation
humaine et animale mais aussi en médecine traditionnelle. Les graines, au contraire,
ont suscité l'intérét des scientifiques car les noyaux de graines de M. oleifera
contiennent une quantité importante d'huile (jusqu'a 40 %) avec une composition en
acides gras de haute qualité (acide oléique > 70 %) et, apres raffinage, une résistance
notable a la dégradation oxydative nt. [J. Mol. Sci. 2016, 17(12), 2141] . cette plante
favorise un large éventail de fonctions biologiques, y compris les fonctions anti-
inflammatoires, anticancéreuses, hépatoprotectrices et neuroprotectrices . De plus,
plusieurs études ont révélé sa valeur thérapeutique notamment anti-diabétique, anti-
rhumatoide, anti-athérosclérotique, anti-stérile, analgésique et antidepresseur.
[Xianjuan Kou Justin M Drake 2018]




1.2 Ecologie Répartition géographique de Moringa oleifera
Le Moringa oleifera a des caractéristiques adaptatives résilientes avec a un large
éventail de conditions environnementales, mais de préférence certaines conditions sont

un facteur important pour définir la teneur en éléments nutritifs et la force de la plante.

Figure 1. Répartition topographiques de Moringa oleifera (Bhattacharya et al., 2019).

Le moringa est cultivable croit en orange zone climatique, préférant certainement les
régions plus chaudes, et maintenu dans cette gamme dans le cas des cultures
importantes. Cependant, méme dans les régions européennes avec des gelées trés
modérées, vous pouvez faire pousser Moringa extérieur tout au long de I'année.
Cependant, il est important de protéger les racines avec paillage de paille ou des

mesures similaires pour éviter le gel des racines. L'extérieur de I'ensemble de matrice

si elle est exposée a un temps considérable a des températures égales ou inférieures a

zéro degré centigrade, mais si la partie souterraine survit a l'usine de rivegeta avec
ressort de force. Foidl et al., 2001).




Tableau 1. Exigences écologiques idéales du Moringa oleifera

Références

Parametres

Optimal

Gopalakrishnan et al.,
(2016)

Climat

Tropicaux et subtropicaux

Gopalakrishnan et al.,
(2016)

Pluviométrie
Nette

250 mm, avec un
maximum d'environ 3 000
mm

Rathnayake et al., (2019)

Type de sol

Sols sableux ou limoneux

Rathnayake et al., (2019)

pH du sol

Légérement acide a
légérement alcalin (pH 5-
9

Gopalakrishnan et al.,
(2016)

Température

Entre 25-35°C, mais
I'arbre peut prendre jusqu'a
48 degrés a l'ombre et
survivre a un léger gel

1.3 Classification

La Moringa oleifera est une espéce appartenant au genre Moringa, situé dans la

famille des Moringaceae. Cette famille compte plus de 80 especes réparties dans

environ 13 genres. Le genre Moringa comprend pour sa part 13 espéces, dont la

Moringa oleifera est la plus répandue et la plus cultivée. (APG, 2016)

Régne

Plantae

Sous-regne

Tracheobiophyta

Division

Magnoliophyta

Classe

Mangoliopsida

Sous-classe

Dilleniidae

Ordre

Capparales

Famille

Moringaceae

Genre
Espece

Moringa
Moringa oleifera

1.4 Description botanique

L’arbre Est un arbre pérenne, a croissance rapide, qui peut atteindre 7 a 12 metres de
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hauteur (FigureN°2) et dont le tronc 20 & 40 cm de diamétre (Kaur (2018) .Le tronc
est généralement droit, mais il est parfois trés peu développé. En général, il atteint 1,5
a 2 metres de haut avant de se ramifier, bien qu’il puisse parfois atteindre les 3 meétres.
Les branches poussent de maniére désorganisée et la canopée est en forme de parasol
(Amjad et al., 2015).

1.4.2 Les feuilles

Les feuilles se développent principalement dans la partie terminale des branches. Elles
mesurent 20 & 70 cm de long (Figure N°2), sont recouvertes d’un duvet gris
lorsqu’elles sont jeunes, ont un long pétiole avec 8 a 10 paires de pennes composées
chacune de deux paires de folioles opposés, plus un a I’apex, ovales ou en forme

d’ellipse, et mesurant 1 a 2 cm de long ( Koul et chaze, 2015).

1.4.3 Les fleurs

Elles mesurent 2,5cm de large et se présentent sous forme de panicules axillaires et
tombantes de 10 a 25cm (Figure 2). Elles sont généralement abondantes et dégagent
une odeur agréable. Elles sont blanches ou de couleur créme, avec des points jaunes a
la base. Les sépales, au nombre de cing, sont symétriques et lancéolés. Les cing pétales
sont minces et spatulés, symétriques a 1’exception du pétale inférieur, et entourent cing

étamines. Boukandoul,S.,Casal,S.&Zaidi,F.(2019)

1.4.4 Les fruits

Les fruits forment des gousses a trois lobes, mesurant 20 a 60 cm de long, qui pendent
des branches (Figurer N°2) .Lorsqu’ils sont secs, ils s’ouvrent en trois parties. Chaque
gousse contient entre 12 et 35 graines. Les graines sont rondes, avec une coque marron

semi perméable (Amjad et al., 2015).

4.3 Les graines Sont globulaires, a trois angles, elles ont un diametre de 10 & 12 mm,

avec une coque marron semi-permeéable légérement boisee (Figure N°6). La coque

présente trois ailes latérales blanches qui s’étendent de la base au sommet & 120 degrés




d’intervalle, sont de 2 a 2,5 cm de long, de 0,4 a 0,7 cm de large (Anzano et al.,
2021)

Figure 2 : Les différents parties de plante Moringa Oleifera (Anzano et al., 2021)




Figure3 : Racines de Moringa Oleifera (Coffee Calvin Tinashe et al 2019)

1.5 Intéréts d’utilisation de Moringa Oleifera

Moringa oleifera est considéré comme un arbre polyvalent ; il a de nombreuses
applications agricoles, médicinales, et surtout industrielles y compris l'alimentation

animale et la fabrication des compléments alimentaires

. Moringa oleifera a plusieurs utilisations en raison de sa composition. La poudre de
graines est utilisée pour purifier I'eau, éliminant une grande quantité de matiéres en
suspension dans les rivieres et les eaux troubles, ce qui en fait un coagulant naturel
pour le traitement de I'eau. L'huile des graines peut étre utilisée comme engrais dans
les plantations pour favoriser la croissance d'autres especes ; il est également utilisé
pour les cosmétiques tels que les savons et les parfums , et méme pour la production
de biodieselutiles pour accélérer la cicatrisation de la peau et pour ralentir le

vieillissement de la peau et I'apparition de rides . Paula Garcia Milla, 2021

Le moringa est une plante antioxydante particulierement puissante. Elle contient des
polyphénols et des flavonoides, qui sont des composés antioxydants . Les extraits de

Moringa oleifera peuvent étre utilisés pour produire de la zéatine efficace pour le

développement des plantes, augmentant ainsi les rendements des cultures . En plus de

ces applications, Moringa oleifera a été utilisé dans Il'alimentation, par exemple au
Mexique comme ingrédient pour remplacer partiellement la farine de poisson dans

I'alimentation du tilapia, en raison de sa teneur en protéines et en glucides.(2)

Une masse de rapports existent dans la littérature sur les valeurs nutritionnelles du
Moringa. Le contenu nutritionnel comprend la vitamine A, qui offre une protection
contre les maladies de la peau, les maladies des yeux, les affections gastro-intestinales,
les affections cardiaques et de nombreux autres problemes de santé ; la vitamine C, qui
renforce I'immunité lors de différentes affections, notamment la grippe et le rhume ;

Ca, qui renforce les dents et les os et prévient I'ostéoporose et K, qui est essentiel au




bon fonctionnement du cerveau et des protéines, les éléments constitutifs des cellules
de notre corps. Sunbal Khalil 2015).

Les feuilles de Moringa contenaient la variété d'acides aminés essentiels qui sont des

sous-unités de protéines. Les feuilles pourraient étre une chance pour les personnes

pauvres et incapables d'obtenir la composante protéique de leur alimentation a partir de
la viande. Moringa contient de I'histidine et de Il'argénine. Les acides aminés sont
importants, en particulier pour les nourrissons incapables de produire suffisamment de
protéines pour leurs besoins de croissance, Taise Raquel Bechlin a c, Divair Christ
2021).

Certaines caractéristiques de M. oleifera sont liées a I'alimentation animale ; croissance
rapide, resistance a diverses conditions climatiques et pédologiques, et principalement
la valeur nutritionnelle contribuent a I'utilisation dans I'alimentation animale, étant
avantageux pour les bovins . Une étude récente a montré que l'utilisation d'extraits de
feuilles améliorait le statut microbien chez les bovins rumen. Mohamed Ahmed
Hassan 2021
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Figure 4: Identification des différentes parties morphologiques de I'arbre Moringa

oleifera et description de ses usages traditionnels et industriels (Granellaa et al., 2021)

1.2 Les métabolites secondaires

2.1 Description et roles

Le métabolisme secondaire est défini comme 1’ensemble des voies permettant la
synthese de petites molécules, non essentielles mais pouvant procurer un avantage
sélectif dans certaines conditions. Ces molécules sont appelées métabolites
secondaires. Les métabolites secondaires sont historiqguement plus spécifiques aux

plantes, bactéries et champignons.




Les métabolites secondaires sont présents dans toutes les plantes supérieures Ils sont
synthétisés a partir des précurseurs originaires du meétabolisme primaire (Charles et
Benbrook, 2005).

Les metabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans
I’organisme de la plante. Ils sont nécessaires a sa défense contre les agressions
extérieures. Cependant, ils ne sont pas toujours nécessaires a la survie de la plante.
mais ils jouent un role majeurdans les interactions de la plante avec son
environnement, contribuant ainsi a la survie de 1’organisme dans son ecosysteme.

(Levasseur-Garcia et al., 2013)

2.2 Les différents types de classes

2.2.1 Les composés phéenoliques (Polyphénols)

Les « polyphénols » ou « composés phénoliques » sont des métabolites secondaires
d'un poids moléculaire élevé, largement distribués dans le regne végétal. lls sont des
molécules aromatiques constituées d’un groupement phényle (C6) et d’un hydroxyle (-
OH).

Ils sont caractérisés, comme I’indique le nom, par la présence de plusieurs
groupements phénoliques associés en structures plus ou moins complexes. Les
composés phénoliques végétaux sont généralement impliqués dans la défense contre le
rayonnement ultraviolet ou d'agression par des agents pathogénes, parasites et
prédateurs, ainsi que de contribuer aux couleurs de plantes. Waksmundzka-Hajnos,
M., Sherma, J. (2011).

On peut nommer dans cette famille les acides phénoliques les flavonoides et les tanins
( et lignines). La plupart de ces composés phénoliques dérivent d’acides aminés
aromatiques: la tyrosine et la phénylalanine. Bourgaud, F., Gravot, A., Milesi S.,
Gontier, E. (2001).




Figure 5: Structure du noyau phenol

Les flavonoides

Les flavonoides des plantes partageant tous une méme structure de base a 15 atomes
formée par deux cycles aromatiques reliés par trois carbones ( C6-C3-C6). Les
flavonoides sont responsables de la couleur variée des fleurs et des fruits et

représentent une source importante d'antioxydants dans notre alimentation. Ils forment

une grandes sous-classe des polyphénols (plus de 6000 flavonoides a été décrits). .,
Giovani. (2004).

De lls sont dotés de propriétés antibactérienne, antivirale, anti-inflammatoire et

modulatrice de systeme immunitaire. Andrews JM, (2001).

OH

Figure 6: Structure de base des flavonoides
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Les tannins

Les tannins sont des polyphénols polaires du poids moléculaires compris entre 500 et
3000 Da. lls sont caractérisés par leur capacité antioxydante et leur propriété
thérapeutique. Bruneton J. (2008).

Les tannins sont subdivisés en deux classes différentes, largement distribuées chez les
végétaux supérieurs: Tannins hydrolysables et Tannins condensés ou non
hydrolysables. Sur le plan chimique, ils sont constitués soit de polyol (glucose le plus
souvent) des acides phénoliques soit d'oligomeres ou polymeéres de flavanoides. Al-
zoreky, N.S. (2009).

Figure7: structure chimique de base des tanins hydrosolubles et condenses.

Les acides phénoliques
Un acide phénolique ou acide-phénol est un composé organique possédant au moins
une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Les acides phénoliques sont

des composes qui ont des propriétés antioxydantes.




Ils peuvent contribuer a prévenir I'apparition de plusieurs maladies (cancers, maladies
cardiovasculaires et maladies liées au vieillissement) en neutralisant les radicaux libres
de I'organisme. Laguerre, M (2007).

+

CH3;0

HO

Figure8: structure acide phénolique

2.2.2 Les composés azotés

Les alcaloides

Substance organique, basique (golt amer), azotée, généralement hétérocyclique,
d'origine végétale (rarement animale), douée de propriétés physiologiques
remarquables (toxiques ou thérapeutiques), telle que la morphine, la nicotine, la
cocaine et la quinine. Mangambu M.. (2014).

Il en existe environ 12 000 répertoriés a ce jour; les principaux précurseurs sont des
acides aminés simples comme la tyrosine (Tyr), le tryptophane (Trp), I'arginine (Arg)
ou la lysine (Lys). lls sont stockés dans les cellules végétales au niveau des vacuoles.
Muniz M.N. (2006).

. lls possédent de nombreuses propriétés pour la plante jouant un rdle de défense et
sont également utilisés en medecine et pharmacie. Le principal réle des alcaloides est

de défendre la plante contre les mammiferes et les insectes. Ali-Dellile L., (2013).




Figure 9: Structure générale des alcaloides

Les terpénoides (Les terpénes)

Les terpenoides sont des molécules a nombre de carbones multiple de 5, et dont le
précurseur est I’isopréne. Ce sont des lipides synthétisés a partir de 1’acétyl-CoA, ce
sont donc des molécules hydrophobes. Il existe 20 000 molécules connues avec
comme motif commun cette base isopréne. Les terpénoides sont stockés dans les
vacuoles au niveau des épines, des racines ou encore des feuilles (Rouessac, F ; et
Rouessac, A. 2004).

Les terpénes sont une classe d'hydrocarbures, produits par de nombreuses plantes, en

particulier les coniferes. Ce sont des composants majeurs de la résine et de I'essence

vegétale. Les terpénoides sont également utilés au développement de la plante

(certains terpénoides stimulent la croissance des feuilles) (Klaas, C. A., Wagner
2002).




/

FigurelO : structure chimique de base des terpénes.

2.2.3 Les terpénoides (Les huiles essentielles)

Les Huiles essentielles sont des molécules aromatiques, volatiles qui dégagent des
odeurs caractéristiques et on trouve ces molécules dans les organes sécréteurs Iserin et
al. 2001).

1.3 Les Compléments alimentaires




1.3.1 Définition d’un complément alimentaire

A mesure d’un mode de vie particulier de certaine population dont leur régime
alimentaire n’est pas vraiment équilibré (femmes enceintes, personnes agées, sportifs,
personnes a maladies chronique ...), il est nécessaire qu’il soit complété par des apports
en vitamines, minéraux et autres nutriments par les compléments alimentaires dans la

plupart des cas donnent des résultatssatisfaisants (Valette, 2015).

Contrairement aux idées recues, les compléments alimentaires ne sont en aucun cas
des medicaments. En effet, ils n’ont pas le pouvoir de traiter ni de prévenir
d’éventuelles maladies. Ils ne disposent pas de vertu thérapeutique. Par contre, ils
peuvent interférer sur des pathologies causées par des carences alimentaires (Valette,
2015).

La directive N°2002/46/CE permet d’établir une définition compléte et commune des
compléments alimentaires au niveau Européen. D’aprés cette directive, « les

compléments alimentaires, et les denrées alimentaires ont pour but de compléter le

régime alimentaire normal qui constituent une source concentrée de nutriments ou

d’autres substances ayant un effet nutritionnel ou physiologique seul ou combing,
commercialisés sous forme de doses, a savoir les formes de présentation telles que les
gélules, les pastilles, les comprimés, les pilules et autres formes similaires, ainsi que
les sachets de poudre, les ampoules de liquide, les flacons munis d’un compte-gouttes et
les autres formes analogues de préparations liquides ou en poudre destinées a étre

prises en unités mesurées de faible quantité» (Directive 2002/46/CE , 2002).

Les comportements relatifs a la santé et a ’alimentation peuvent varier d’un pays a
I’autre, il est donc important de mener des études nationales sur la consommation de

compléments alimentaires.

Traditionnellement, en Algérie les compléments alimentaires a base de plantes sont

bien connus sur le plan commercialisation et utilisation , mais inconnus sur le plan
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scientifique. Ces produits béneéficient d'une forte confiance concernant leur sécurité
d'utilisation et leur consommation sans risque ; une étude a montré que 63 % de la
population enquétée consommant les compléments alimentaires se plaignaient de
symptomes cardiovasculaires et 30% d'allergies cutanées. Ceci va permettre d'une part,
d'évaluer les risques qui sont mal connus par la population et d'autre part de vérifier la
conformité de ces produits a la réglementation car les compléments alimentaires ne
sont pas tous des produits inoffensifs, leur mésusage peut conduire a des effets
indésirables et des intoxications graves (Chermat et al., 2018). C’est pourquoi
I’intégration de normes ISO 2200 sont obligatoire afin de mieux cerner ce probléeme
et prendre de nouvelles dispositions réglementaires et analyser ces produits avant leur

commercialisation.

Le décret du 20 mars 2006 précise que des ingrédients ne peuvent étre employés dans
la fabrication des compléments alimentaires « que s’ils conduisent a la fabrication de
produits sOrs, non préjudiciables a la santé des consommateurs, comme cela est établi
par des données scientifiques généralement acceptées ». Seuls peuvent étre utilises
pour la fabrication des compléments alimentaires les nutriments, les substances a but
nutritionnel ou physiologique, les plantes et les préparations de plantes, ainsi que les
autres ingrédients dont I’utilisation en alimentation humaine est traditionnelle ou

reconnue comme telle, les additifs alimentaires, les arbmes et les auxiliaires

technologiques (Rapport de I'académie nationale de pharmacie , 2018).

1.3.2 Définition d’un nutriment

Il est connu que les nutriments sont les vitamines et les minéraux qui constituent une
famille essentielle et une des plus consommée des compléments alimentaires. Les
vitamines ne sont pas synthétisées par notre organisme (a I’exception de la vitamine
D), on les retrouve dans notre alimentation. Les industriels les extraient donc a partir
d’aliments et les concentrent sous différentes formes pharmaceutiques (comprimeés,
gélules, solutions buvables...). Les vitamines utilisées dans la fabrication des
compléments alimentaires sont : les vitamines A, D, E, K, B1, B2, B6, B12 et C, la

Niacine, I’acide pantothénique, I’acide folique et la biotine. La commercialisation des
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vitamines en tant que compléments alimentaires est tres encadrée par les autorités :
I’arrété du9 mai 2006 (Caro et al., 2010)

Les quantités minimales et maximales, de vitamines et de minéraux présents dans les
compléments alimentaires, sont fixées en fonction de :

La portion journaliere recommandée.

La recommandation du fabricant.

Les limites supérieures de sécurité selon le groupe de consommateurs.

Les quantités maximales et minimales sont arrétées selon la procédure de la
Décision1999/468/CE (Decision1999/468/CE, 1999).

Les nutriments pouvant étre aussi définis comme les additifs, les arbmes et les
auxiliaires technologiques dont I’emploi est autorisé dans I’alimentation humaine et

dans les conditions prévues dans la reglementation (Precepta, 2007).
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Figure 10 : Nombre d’articles scientifiques par terme et par année de
2000 a 2010 (Mylle, 2012)




CHAPITRE Il
MATERIEL ET METHODES




Il Matériel et méthodes
1.1 Matériel végetal

Le matériel vegétal est le premier maillon essentiel de la chaine de la production
agricole qui conduit vers un circuit commercial Dans le domaine consacré au
complément alimentaire dans notre étude nous avons utilisé les feuilles de la plante

Moringua olifeira

11.2 Méthodes utilisées

11.2.1Préparation des poudres de plantes

La transformation des feuilles de plantes en poudre consiste en différentes étapes qui

sont D’effeuillage, lavage, égouttage, séchage, broyage et enfin le tamisage:

Deuxiéme Séchage

Les feuilles de Moringa importés nécessitent un séchage naturel/ traditionnelle dans
une piece bien sombre et fraiche qui n’es pas humide et qui doit étre protegée des
insectes, rongeure et de la poussiéere, puis les feuilles seches obtenues sont misées dans
des sacs a tissus de 10 kg a 100 kg. Si I'numidité est élevée, le séchage électronique est
exigé par la normes 1SO & 1’aide d’un déshydrateur alimentaire qui est un appareil
électrique qui chauffe et fait circuler de 1’air dans une cage fermée, ou 1’on place
les feuilles sur des plateaux. L’air chaud chauffe ainsi les feuilles pour que I’eau
qu’ils  contiennent s’évapore ; la perte de I’cau et de son humidité permet
d’augmenter la durée de conservation de cette derniere, la Moringa nécessite 1h30
a 2h a 65°C ; I’Artemesia annua nécessite 12h a 35°C ; pour ’ortie 24h a 65°C, ainsi

que pour le brocoli et pour la pervenche.

e Broyage
Les feuilles sont broyées par un broyeur (Annexe 1.5-1.6) qui est un moulin a grain
électronique contenant deux lames de six pages : couteau a poudre, couteau rotatif,
couteau a dépoussiérer, écrasement de la lame en acier inoxydable, aucune

compression, bonne pulvérisation avec une lame amovible et nettoyable. La poudre
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des plantes utilisées est réalisée par une pulvérisation de 10 secondes répéter de 3a 5

fois.

e Tamisage
Il faut tamiser la poudre de feuilles si nécessaire avec un tamis (Annexe 1.3-1.4)
de laboratoire ou tamiseuse qui est généralement requis afin d’assurer une action

uniforme pour avoir une poudre bien homogene

e Conditionnement de la poudre

Une fois la poudre est bien tamisée on doit la mettre dans des sacs est les sous-

vidés de cette maniére que 1’aire ne se diffuse pas dans le sac (Annexe 1.15-1.16-

1.17-1.18).

L.11.Obtention de la poudre de Moringa Oleifera




11.2.2 Identification des principes actifs par HPLC
Extraction des flavonoides
Préparation de I’éthanol a 80%

Pour 800 ml de I’éthanol a 80%, nous avons besoin de 640 ml de I’éthanol a 100%
(AnnexeII.1) et 160 ml de I’eau distillé par I’utilisation des étuves graduées (Annexe

11.2) puis mélanger les deux préparations pour 1’obtention de 1’éthanol a 80%.
Préparation de ’Extrait éthanolique

Peser 1509 de la poudre de feuilles de la plante (Annexe 11.3), puis transferer la poudre
dansun erlenmeyer (Annexe I1.4), suivie par I’ajoute de 800ml de 1’éthanol a 80% déja

préparer (Annexe 11.5), mélanger bien et laisser agir pour 48h.

Apres 48h, filtrer I’extrait obtenue (Annexe I1.7-11.8), on met I’extrait obtenue dans un
flacon étiqueté et on le garde dans le réfrigérateur (Annexe 11.9).puis on passe a I’étape

de I’évaporationde I’extrait obtenue par 1’évaporateur rotatif.

Analyse Qualitative des flavonoides

La séparation des flavonoides a été réalisée par un systeme HPLC Shimadzu

avec undétecteur UV, une colonne chromatographique C18 (4,6 X 25 mm, 5 um).

La température de la colonne était maintenue a 45 °C. La phase mobile est composée
d’un solvant (A) : un mélange d’eau (80 %), acétonitrile (19 %), et acide formique (1
%), et d’un solvant (B) : un mélange d’acétonitrile (59 %), méthanol (40 %) et acide

formique (1 %).

L’¢lution était réalisée selon le programme suivant, (Tableau 2):




Tableau 2: Programme d’¢lution pour 1’analyse qualitative des flavonoides

Temps Solvant B,
%(v/IVv)
0

0

0- )
S)
5-15 15

15-20 20
20-40 60
40-45
45-50

Le debit était de 1 ml/min, le volume d’injection était de 10 pl et la détection s’est faite
a une longueur d’onde de 350 nm. La concentration de la solution injectee était de 5

mg/ml pour I’extraitméthanolique et de 1 mg/10 ml de standard pur dans du méthanol.

11.1.2.Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée par Zhishen
(Zhishen et al., 1999).

> Principe

Le dosage est baseé sur la formation de complexes entre les flavonoides et le trichlorure
d'aluminium. Les complexes produits, de couleur jaune, absorbent dans le visible a
510nm.

> Mode opératoire

500uL des extraits bruts sont mélangés avec 2mL d'eau distillée, et additionnés de
150uL de nitrite de sodium (NaNO2) a 5%. Aprés 5min d’incubation, 100pL de
trichlorure d'aluminium a 10% est rajouté au mélange. Aprés une nouvelle incubation
de 6min, ajouter 1mL de carbonate de sodium 1M. Le mélange est completement agité
afin d'homogénéiser le contenu et I'absorbance de la solution est déterminée a 510nm

contre un blanc. Une courbe d'étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes
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conditions opératoires en utilisant la quercétine comme contr6le positif.

La teneur en flavonoides totaux est exprimée en milligramme (mg) équivalent

de quercetine pargramme de matiere végétale seche (mg EQ/g MS).

11.2.2 Evaluation des activités biologiques
Activité anti-oxydante

L’activité antioxydante a été  évaluée par la méthode
de piégeage du  radical diphénylpicrylhydrazy |

(DPPH), selon les recommandations de Boulila et al.,2015.
> Principe

La méthode au diphényle-picryl-hydrazyl (DPPH) est basée sur la réduction
d’une solution alcoolique de I’espéce radicalaire stable (DPPH) en présence d’un
antioxydant, donneur d’hydrogéne (AH), ce qui aboutit a la formation d’une forme
non-radicalaire, le DPPH-H. La réduction du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl,
initialement violet foncé sous sa forme libre, devient jaune péle aprés transfert

d’¢lectrons par des composés antioxydants.

Cette réduction qui se traduit par une diminution de I’absorbance de la solution de
DPPH?- est suivie par spectrophotométrie & 515nm par rapport a un standard, 1’acide

ascorbique.
> Mode opératoire

2mL d’une solution méthanolique de DPPH, préparée a 0,04gr/1, sont ajoutés a 1mL de
chacune des dilutions de 1’extrait méthanolique et de 1’acide ascorbique. Aprés 60 min
d’incubation a I’abri de la lumiére, les absorbances sont lues a 515nm. Les courbes
exprimant le pourcentage de piégeage du DPPH en fonction de la concentration, en

mg/mL, de I’extrait méthanolique et celle de 1’acide ascorbique sont tracees.

Activité anti-inflammatoire




L’activité anti-inflammatoire a été évaluée par la méthode de dénaturation des

protéines, selon les recommandations d’ Alhakmani (Alhakmani et al., 2013).
> Mode opératoire

Le mélange réactionnel est constitu¢ de 2ml d’extrait méthanolique de I’espece étudiée
a différentes concentrations (100-500ug/ml) et 2,8ml d’eau distillée ajustée a pH= 6,4
(tampon PBS), auquel est ajouté 2ml d’albumine d’ceuf. Le tout est incubé a 37°C
pendant 15 minutes. La méme expérience est répétée avec 1’acide acétylsalicylique,
utilisé comme standard. La dénaturation est induite en mettant le mélange réactionnel
dans un bain-marie chauffé a 72°C pendant 10 minutes. Apres refroidissement,

I’absorbance est mesurée a 660nm en utilisant 1’eau distillée comme blanc.

Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne a été évaluée en deux étapes :

= La sensibilité des souches bactériennes aux différents extraits a été

recherchée par la méthodede diffusion sur disques.

= La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

a été realisée par la méthodedes micro-dilutions.

> Mode opératoire

» Test de sensibilité

Des suspensions bactériennes ont été préparées dans une solution physiologique a

partir de colonies jeunes (18-24H), en ajustant la turbidité & 0,5 McFarland. A l'aide

d'un écouvillon stérile, les bactéries en suspension ont été ensemencées sur une surface
gélosée seche (gélose Mueller- Hinton liquéfiée, coulée et refroidie dans des boites de
Pétri). Des disques stériles de papier (6 mm de diamétre) ont ensuite été places puis
imprégnés de 10pL d’extrait méthanolique. Les boites ont été incubées a 37°C pendant
24H.

La souche est considérée comme résistante pour un diametre inférieur a 8mm,

modérément sensible entre 8 et 14mm, sensible pour un diamétre d’inhibition entre 14
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et 20mm et tres sensiblesi le diametre est supérieur a 20mm.

Détermination de la concentration minimale inhibitrice des extraits

Des suspensions bactériennes des cellules bactériennes jeunes ont éteé préparées dans
des tubes stériles, contenant de I’eau physiologique a une valeur de 0,5 McFarland.
Ces derniers, doivent étre utilisés dans les 30min suivantes pour éviter le changement
du nombre de cellules bactériennes. Dans les puits des plaques de micro-tubes, on
mélange 50ul des différentes dilutions des extraits méthanoliques, préparées dans le
DMSO, avec 100p! de Mueller Hinton liquide (MH liquide + rouge de phénol 20mg/mi
et du glucose 20g/ml).

On ajoute dans chaque puits, 50ul de chaque suspension bactérienne. Pour veérifier que

les résultats de sensibilité sont exacts, il faut inclure un témoin positif et un autre

négatif pour chaque souche. Les plaques ont été incubées a 37°C pendant 24H.




11.2.3Analyse physico chimique

e Teneur de la matiére séche et humidité — NA 1213 (étuvage) -

> Principe

La connaissance de 1’extrait sec du produit est trés importante dans la mesure ou elle peut
expliquer le comportement de la matiére et son interaction avec le milieu externe. La

déterminationde la matiere séche est basée sur la perte d’eau suit a une dessiccation.

> Mode opératoire
On seche les capsules avec leurs couvercles dans I’étuve pendant 30 minute a 105°C puis
les refroidir dans un dessiccateur (Annexe I11.2).

On met 2g d’échantillon dans les capsules puis les étuvés a 105°C jusqu’a poids
constant.Formule et calcule :

M : Matiere seche.

M seche = [ (m1-mo/ Pe] x 100

Pe : Masse de la prise d’essai.
mO : masse de la capsule vide et couvercle.
m1 : masse de la prise d’essai et capsule avec couvercle sortie d’étuve.

W : teneur en eau.

W=100-M seche

(1 Détermination des cendres brutes -NA 650 (calcination)-
> Mode opératoire

Chauffer les capsules dans le four pendant 30 minutes a 550°C, puis on pése.
Mettre 2g de 1’échantillon dans les capsules refroidi puis incinérer dans le four a

550°C jusqu’a poids constant (Annexe I11.4).




> Formule et calcule

C: cendre.

C = (m2-mo) x 100/m;

mO : poids de la capsule vide.
m1 : poids de la prise d’essai.
m2 : poids de la prise d’essai apres four.

(] Teneur en matiére grasse — Extraction au Soxhlet-

> Reéactifs
Ether de péetrole tempeérature d’ébullition entre 60°C et 80°C.

> Mode opératoire
(1 Extraction : on met 2g d’échantillon dans un volume d’éther de pétrole, on le

laissependant quelques heures ou une nuit.

(1 Distillation : Distillation 1’éther de pétrole a I’aide d’un rota vapeur.

[ Etuvage : étuvé le ballon avec son residu pendant 1 heure, puis peser a chaque fois

jusqu’apoids constant (Annexe 111.7).

» Formule et calcule
MG : Matiére grasse exprime en
%.

MG = (m- mo) / Pe x 100

m : masse du ballon avec
résidu.moO : masse du ballon
vide.

Pe : masse de la prise d’essai.

e Teneur en protéine brute — méthode de Kjeldahl —
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> Réactifs

Sulfate de potassium

Sulfate de cuivre Il penta Hydrate.
Acide sulfurique pure.

Solution de NaOH 40% (m/V).
Solution de NaOH : 0.1mol/L.
Solution de H2S04 : 0.1mol/L.

» Mode opératoire

Minéralisation :

1g d’échantillon + 15¢g de sulfate de potassium + 1g sulfate de cuivre+ 25ml
H2S0O4 chauffer, apres apparition de couleur verte compter 2 heures, et on ajoute
50ml eau.

Distillation :

L’ajout de 100 ml de NaOH 40% , puis distille complétement.

Tirage :

Plonger I’extrémité de réfrigérant dans 25ml de H2SO4 + rouge de

methyl. Titré avec le NaOH: 0.1N

Virage du rose au jaune

» Formule et

calculeP : protéine exprimée

P = [(v-v0) x C x 0.014 x 100x 6.25] / m

en %

v0 : volume de I’essai a blanc.

v : volume titré.

C : concentration du NaOH :0.1 mol/L.
m : prise d’essai.




e Détermination du pH - Afnor, 1986-

> Principe
Détermination en unité pH de la différence de potentiel existant entre deux (02)

électrodesplongées dans le produit a analysees.

> Mode opératoire

On plonger 1’électrode dans le produit (poudre de feuille du M.oleifera et en notant la

valeur enregistrée bien sur apres étalonnage du pH-meétre avec 1’utilisation des solutions

tampons(Annexe 111.1).
> Expression des résultats

La valeur du pH prise en considération correspond a la moyenne arithmétique des

différentes valeurs enregistrées.

NB : Avant chaque nouvelle mesure, on rince soigneusement I'électrode avec l'eau

distillée et sécher a l'aide de papier joseph ou papier filtre.

e Glucides Extraits secs

A

(
100 - (humidité + protéine +matiére grasse +minéraux)

e Valeurs énergétiques
Kcal : la somme (matiére grassex9 + proteinex4 +
glucidesx4) Kj : la somme (matiére grassex37 +

proteinex17 + glucidesx17)

e Sel (Nacl)

1 Mode opératoire
Peser 2g dans 50ml notre indicateur est le dichromate de potassium puis titrer avec le nitrate
d’argent 0.1N (Annexe 111.8).

On remarque le virage des couleurs vers le rouge brique
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[1 Formule et calcul

(V de la chute x la concentration de AgNo3 x la masse molaire du sel (Nacl) 5.85) / (la
prised'essais)
e Teneur en fibre (cellulose)

[] Réactifs
Solution de H2S04 : 0.13 mol/I.

Solution de NaOH: 0.23 mol/I.

1 Mode opératoire

-Peser le creuset vide. Noter la masse.
-Digestion acide : Bouillir 2g d'échantillon dans 150ml H2SO4 : 0.13mo1/l pendant 30 mn

puis filtrer et laver avec I'eau chaude 3 fois.
-Digestion basique : Bouillir le résidu filtré dans 150mI NaOH : 0.23molll pendant 30 min

, filtrer et laver avec I'eau chaude 3 fois.
-Etuvage : Etuvé le résidu filtré de la digestion pendant 1 heure a 130°C, puis peser.

-Incinération : Mettre dans le four a 550°C pendant 1 heure, puis peser.

(] Formule et calcule
C : cellulose exprimeée en %

C= (b-c) /m x100

b : prise d'essai en g
C : perte de masse a I'étuvage.

m : perte de masse a la calcination.

e Calcium
Incinération de la prise d’essai dans un four & moufle a 550°c puis traitement des cendres

obtenues par I’acide chlorhydrique 6N, filtration sur papier filtre.

Précipitation du calcium sous forme d’oxalate de calcium par 1’oxalate d’ammonium (pH
de précipitation 4.4-4.6), dissolution du précipité par 1’acide sulfurique et titrage de

I’acide oxaliqueformé par le permanganate de potassium (0.1 mol/l).
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La teneur en calcium exprimée en grammes par 100 grammes d’échantillon, est égale :

2,004 x V1 x CV
m V2

V1 : volume en ml de la solution de permanganate de
potassiumV : volume en ml de la fiole jaugée (250ml)
V2 : volume en ml de la partie aliquote

m : est la masse de la prise d’essai de 1’échantillon.

La spectroscopie de flamme est une technique analytique utilisée pour la détermination

qualitativeet quantitative d’un élément dans un échantillon.

Les radiations émises par une lampe a cathode creuse réalisée avec 1’élément a doser,
traversent une flamme air-acétyléne dans laquelle on pulvérise la solution de
I’échantillon a analyser. Les ¢léments dissociés de leurs composés chimiques et a 1’¢tat
fondamental absorbent les radiations provenant de la lampe a cathode creuse, d’ou

abaissement de I’intensité de la lumiére regue par le photomultiplicateur.

L’absorbance est proportionnel a la concentration des atomes libres dans la flamme,
donnée parla loi de Lambert beer :
Absorbance Dloq Lo kel
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I, : intensité du rayonnement incident émis par la source
lumineusel, : intensité du rayonnement émis (quantité non
absorbée)

K : constante (peut étre déterminée
expérimentalement)C : centration de 1’échantillon

L : longueur du trajet

optiqueEn pratique :

Pour la détermination des concentrations des échantillons la loi de Lambert beer est
simplifiee a :A _ T (c)

A : absorbance de

C:concentration de 1’échantillon.




Minéralisation par voie séche de I’échantillon et voie humide des minéraux et Oligo-éléments .

e Métaux lourds :

Incinération de la prise d’essai dans un four a moufle a 550°c puis traitement des

cendresobtenues par I’acide chlorhydrique 6N, filtration sur papier filtre.

Analyses Longueur d’ondes

magnésium 285.2 nmgamme d’étalon : 0,1-0,4 mg/I

Potassium 766.5 nm gamme d’étalon : 0,4-1,5 mg/I

Sodium 589 nmgamme d’étalon : 0,4-1,5
mg/I

Fer 248.3 nm gamme d’étalon : 2-9mg/I

Plomb 217 nmgamme d’étalon : 2.5-20
mg/I

Cadmium 228.8gamme d’étalon : 0.2-1.8 mg/I

Chrome 357.9gamme d’étalon : 2-15 mg/I

Mercure 253.7 nmgamme d’étalon : 20-100
mg/I

11.2.4 Analyses microbiologiques

0 Détermination des coliformes

Les coliformes ont été déterminés selon la méthode 1SO 4832. La recherche repose sur
I’utilisation du Nombre le Plus Probable (NPP). Le Bouillon Lactose Bilie au Vert
Brillant (BLBVB ; Oxo0idCM 31) a été utilisé comme milieu d’incubation et
I’ensemencement a été réalisé dans la masse de la gélose a raison de 1 ml des dilutions
10-1 et 10-2. L’incubation a été faite & 30 °C + 1 °C dans une étuve de marque Memmert

pendant 24 a 48 heures.




0 Détermination des levures et des moisissures

Les moisissures ont été déterminées selon la méthode ISO 7957. Le milieu de culture
utilisé est la gelose glucosée a I’oxytétracycline et I’ensemencement a été fait a raison de
0,1 ml de la suspension- mere en surface de la gélose et étalée. L’incubation a été faite a
25 °C £ 1 °C dans une étuve de marque Memmert pendant 5 jours et la lecture a été faite
tous les jours. Les levures, colonies muqueuses et brillantes ont été reprises et réisolées
sur la gélose Sabouraud, puis soumises a une indentification compléte a 1’aide de la
galerie ID 32 C. Quant aux moisissures elles ont été identifiées apres purification et

culture en couche a I’aide des clés.
O Détermination des spores de Clostridium sulfito-réducteurs

Elles ont été recherchées selon la norme ISO 7954. Cing millilitres du milieu Bacto-
SulfiteAgar et 1 ml de la suspensionmeére ont été pasteurisés a 80 °C dans un autoclave de
marque Bosch pendant 10 mn. Les colonies caractéristiques de Clostridium sont de

couleur noire (formation du sulfure de fer) et restent le long ou au fond du tube.
O Détermination des Salmonella sp

La méthode utilisée est celle de la norme ISO 6579. Elle a consisté a ajouter a la
PFMo de I’EPT. Ainsi, le mélange obtenu a été considéré comme le pré-enrichissement
qui a été incubé a 37 °C = 1 °C dans une étuve de marque Memmert pendant 24 h.
Ensuite, un millilitre du mélange pré-enrichi a été incubé dans 9 ml de Rapaport-
Vassiladis et incubé & 37 °C + 1 °C dans une étuve de marque Memmert pendant 24 h. Le
mélange ainsi obtenu a été incubé a 37 °C £ 1 °C pendant 24 h sur la gélose HEKTOEN.
Les colonies suspectes (incolores ou incolores centre noir) ont été isolées a nouveau sur la

gélose KLIGER (Hajna). L’identification a été réalisée a I’aide de la Xylose Lysine

Décarboxylase (XLD) et de la gélose Triple Sugar Iron (TSI). Le test de I’'uréase a été fait

pour confirmer les Salmonella, sachant que Salmonella est uréase négative.

1 Détermination de Staphylococcus aureus

Ces bactéries ont été dénombrées selon la norme NF EN ISO 6888-1 (1999). 0,1 ml
de la suspension mére a été étale sur la gélose Baird-Parker (BP OXOID CMO0275)
supplémenté avec 50 ml d’émulsion de jaune d’ceuf dans 1000 ml de milieu de culture.

L’incubation a été faite a 37




°C+ 1 °C pendant 24 h. S. aureus donne des colonies noires, brillantes, convexes, de 1,5

mm de diametre, entourées d’un halo clair (protéolyse) de 2 mm a5 mm.
11.2.5 L’analyse des dangers

Nous avons réalisé une analyse des dangers pour déterminer quels sont les dangers a
maitriser, le degré de maitrise requis pour garantir la sécurité des aliments ainsi que les
combinaisons de mesure de maitrise correspondantes requises et la détermination des

niveaux acceptable et en fin d’établir un plan de surveillance convenable.

Cette etape se caractérise par 1’identification :

De la nature des dangers : physique, chimique ou biologique.
« Le niveau de risque de chaque danger.
« Les différentes causes de ces dangers et les mesures préventives afin de les biens contréler.

- L’évaluation de ces dangers, se fait suite a la détermination de 1’indice de criticité

selon laformule suivante et le tableau en (Annexe 2 ; 3) :

Criticité = Gravité x Fréquence d'apparition

La détermination des (PRP PRPO) ou (CCP) dépend de cette criticité (Annexe 4) :

PRP : Programme Pré requis ou les dangers peuvent étre régler avec une bonne hygiene

PRPo : Programme Pré requis Operationnelle : C’est une étape de la chaine
alimentaire ouil est possible de mettre en place une mesure de maitrise.
e CCP : Point Critique de Controle : C’est une étape de la chaine alimentaire ou il
est nécessaire de mettre en place une mesure de maitrise avec une limite critique dans

ce cas le produit vas étre annulé
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11 Résultats et discussion

I11.1 Formulation estimée du complément alimentaire

L’ensemble des informations listées dans le cahier des charges, ainsi que les

recherches réalisées permettent alors de rédiger une formule théorique qui

détaille les informations qualitatives et quantitatives du futur produit qui est

notre complément alimentaire (tableau 3).

Tableau 3 : proposition de formulation de Moringa oleifera avec
d’autres plantes

Formulation Indication  Contre-indication Principe actif
Moringa Anti-apoptotique  Le consommer le soir Flavonoides
oleifera Anti- peutprovoquer des :Quercétine
inflammatoire Trouble de sommeil kaempoférol
Anti-diabete Lors des premiéres
Antianémique prises elle peut
provoquer de la
diarrhée

Anti- Les rares contre- Flavonoides
inflammatoire indication :Quercétine
Activité - hausees, kaempoférol

antioxydante diarrhées,allergies
Chez I'nomme, des

troubles de I'érection
sontpossibles.

Déconseiller aux
femmesenceintes ou
qui allaitent




I11.2 Qualité du Produit

I11. 2.1 Identification des Principes actifs

L’identification des flavonoides et molécules bioactives « quercétine et kaempferol
» du Moringa oleifera a été effectuée par ’HPLC. Les résultats obtenus sont

présentés, dans la figure (11)

Datafile Name:ECH Flavwo Moringaled
Sample Name:ECH Flavo Moringa001

400D
¥ECH Flawo Moringa.lcd Detector A 350nm]

N

P R rye K L F N WO U PR O N N U R, N N P R ETR NN PR D [ JCEE P P RO F A Y

LI |
250 20,0 350 400 450 500 55,0 min

Figure 11 : Chromatogramme d’HPLC

Tableau 4 : Les résultats explicatifs du chromatogramme d’HPLC (
Originale)

Th standara (Min} Identification

/ Non identifié

Acide chlorogénigque

Non identifié

Isoquercétine

Non identifié

Non identifié




Les résultats obtenus par I’analyse qualitative d’HPLC qui sont présentés dans le
tableau VVpeuvent confirmer la présence des molécules bioactives acide

chlorogénnique et 1’isoquecetine.

Cette derniére est une dérivée de la quercétine dans le Moringa oleifera auquel le TR
6.046 min estproche du TR standard 5.885 min.

L’étude de Margareth et al., (2015) consiste a identifié qualitativement les molécules
bioactives 1’isoquercetine et le Kaempferol, ainsi, I’acide chlorogénique (Margareth et
al., 2015), il a identifié les flavonoides dans le Moringa oleifera et quantitativement en

valeur de :

Acide chlorogénique (79.31 mg/g)
Quercetine (137.81 mg/g)
Isoquercitrine (75.65 mg/q)

o Kaempferol (106.75 mg/g)

Ces résultats Margareth et al., (2015) montrent la présence de la molécule bioactive
kaempferol dans les feuilles de Moringa oleifera, dans notre cas on n’a pas pu
identifier cette molécule en raison de manque de 1’étalon (kaempferol) (Margareth et
al., 2015).

111.2.2 Dosage des Flavonoides

Les taux des flavonoides d’extrait de moringa sont calculés a partir de la courbe
d’étalonnage, tracée en utilisant la quercétine comme standard (Figure 22). Il est
exprimé en terme de mg EQ/gr MS (Tableau VI). Les résultats de dosage des

flavonoides effectués sur la moringa sont présentés ci-apres :




y=0,530x+0,092
r2=0,976

"l

Absorbance

0,04 0,06
Concentration (mg/ml)

Figure 12 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des
flavonoides

D’aprés les résultats obtenus, on déduit que le Moringa oleifera présente un taux plus

éleveede teneurs en flavonoides qui enregistrent 12.547 mg EQ/g .

Nos résultats rejoignent les résultats de Fachriyah et al., (2020) qui montrent que
I’extrait de Moringa oleifera Indonésien represente 10.77 mg EQ/gr des flavonoides
qui ont enregistré un teneur élevé par rapport aux autres plantes (Fachriyah et al.,
2020).

111.2.3 Evaluation des activiteés biologiques

Nous avons évalué les activités biologiques (antioxydante, antiinflammatoire et
antibactérienne) afin de valoriser les effets nutritionnels de moringa oleifera. Les

résultats obtenus sont les suivants :
e Activité anti-oxydante

L'activité antioxydante de Moringa a été évaluée par le test de DPPH. La courbes de
piégeage antioxydantes tracées en utilisant 1’acide ascorbique (Figure 13) et la méthode
de piégeage du radical DPPH comme étalon en fonction de la concentration de 1’extrait

de la plante Figure 14 , et sont exprimés en mg/ml (Tableau 5).
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Figure 13 : Pourcentage de piégeage du radical DPPH en
fonction de la concentration de 1’acideascorbique( Originale )
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Figure 14 : Pourcentage de piégeage du radical DPPH en fonction de la
concentration de I’extraitmethanolique du moringa( Originale )




Tableau 5 : Valeurs des concentrations inhibitrices a 50% (IC50) (Activité
anti-oxydante) (Original)

Espéce Acide ascorbique Moringa oleifera

0,040 0,042
IC 50 (mg /ml)

Les résultats d’activité antioxydante de la plante étudiee montrent que, le moringa

présentent une valeur proche et élevées par rapport aux la plante standard utilisé (Acide

ascorbique) qui enregistre une valeur de 0.040 mg/ml.

Nos résultats rejoignent ceux d’Argolo et al., (2012). Le Moringa présente une activité

anti-oxydant, avec une valeur de 0.06mg/ml (Argolo et al., 2012).

e Activité anti-inflammatoire
La Moringa oleifera constitue une source potentielle de molécules bioactives qui
empéche la dénaturation des protéines tissulaires. L’aspirine est utilisée comme
standard (Figure 17). Les résultats de 1’activité anti-inflammatoire de cette plante sont

representé dans les figures et le tableau.6
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Figure 17 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines en
fonction de la concentration del’aspirine (Originale )
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Figure20 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines en
fonction de la concentration dumoringa ( Originale )




Tableau 6 : Valeurs des concentrations inhibitrices a 50% (1C50) (anti-
inflammatoire) (Original)

Espéce Aspirine Moringa oleifera

IC 50(mg /ml) 0,302 0,219

Les analyses de ’activité anti-inflammatoire effectuées pour Moringa, montrent que la
plantes possede une activité anti-inflammatoire, la moringa présent le taux élevé 0,219
mg/ml par rapport aux autres plantes et qui est proche du taux de standard utilisé
0,302mg/ml (Aspirine).

L’étude de Nidaye et al., (2016) consiste a la mise en évidence de I’activité anti-
inflammatoire de sous-fraction methalonique des feuilles de Moringa oleifera. Les
résultats de cette étude montrent et confirment que les feuilles de Moringa oleifera
possédent majoritairement des substances chimiques polaires a activité anti-

inflammatoire. Nos résultats sont en accord avec ceux de Nidaye et al., (2016).

o Activité antibactérienne
L’activité anti-bactrienne avec ’extraits de la plantes a été réalisée, en mesurant la

concentration minimale inhibitrice (CMI) (Tableau 7).




Tableau 7 : Sensibilité et CMI (mg/ml) des souches bactériennes testées

aux extraitméthanoiques des deux espéces étudiées (Originale)

Espice végétale

Moringa
Espéce bactérienne B

Acinetobacter baumannii NDM-1 2,1

Enterococcus faecalis ATCC 29212 R
Escherichia coli ATCC 25922 3,33

Escherichia coliATCC 8739 2,
Klebsiella pneumoniae 2,5

Salmonella  typhimurium ATCC R
14028

Serratiac marcescens R

Staphylococcus aureus ATCC 25921 4
Staphylococcus aureus ATCC 6538 6,25

Les résultats d’activité antibactérienne de la plantes Moringa oleifera, nous avons
constaté, qu’il a une forte activité antibactérienne avec toutes les bactéries présentes
dans le tableau mis a part [’Enterococcus faecalis ATCC 29212, Salmonella

typhimurium ATCC 14028 , et Serratia marcescens, qui sont résistantes .

Nous pouvons deduire que, I’espéce Moringa oleifera , a un pouvoir antibactérien

élevé, donc, on peut fabriquer un antibiotique avec cette plante.




111.2.4 Analyse physico chimique

Nous avons réalisé des analyses physico-chimiques afin de confirmer la valeur
nutritionnelle de Moringa oleifera,. Le tableau ci-dessous résume les résultats de notre
étude.

Tableau 8 : Résultats des analyses physico-chimiques de la poudre de
Moringa oleifera.

Parametres Unité Résultats References

Glucide 0/100g 49.73 R
. . _ 9/100g 6.34 Méthode de Weend
Fibre alimentaire

Protéine g/100g 15.95 Méthode de Kjeldah
Matiere grasse 9/100g 11.66 Extraction Soxhlet
Sel (Nacl) g/100g 0.59 Méthode de Mohr
Valeur Kcal/ 367.66 R
énergétique 100g 1547.98
Kj/1
00g
PH a 10C;% (20° - 5.32 PH-métre
Extrait sec g/100g 90.73 Etuvage
Humidité g/100g 9.27
Cendre g/100g 13.39 Calcination

Métaux lourds
Teneur en Fer g/100g 0.026

Teneur en Plomb g/100g Non detectable

Teneur en 9/100g Non detectable
Chrome
Teneur en g/100g Non detectable
Cadmium
Teneur en 9/100g Non detectable
Mercure
Sodium 9/100g 2 Spectrophotométre a
flamme
Potassium 9/100g Spectrophotométre a
flamme
Calcium g/100g Spectrophotométrie

Magnésium g/100g Spectrophotométrie




Nos résultats obtenus montrent que, les valeurs nutritionnelles et énergétique du
moringa oleifera d’origine Algérien sont élevés par rapport a ceux de 1’étude de
Diagne et al., (2005), dont le Moringa Nigeérien est tres connu mondialement par ses
propriétés qualitatives ; concernant le calcium et le magnésium, ainsi que, le fer, ils
sont dans les normes ; avec une zéro détection de métaux lourds qui veut dire que cette

plante ne provoque aucune toxicité (Diagne et al., 2005).

Suite a I’étude de danger de la norme ISO 22000, on peut deduire que le mauvais
séchage ou stockage de la plante met en conséquent le taux d’humidité plus élevé par

rapport a la norme.

I111.2.5 Formulation et Fabrication

e La fabrication

Apreés la formulation, dont on a élaboré notre produit en fonction des allégations

souhaité et sélection de la matiére premiére la plus adaptée.

» Fabrication

Fabrication a grande échelle de notre complément alimentaire au format désire a

I’aide desgélules manuelles qui peut produire 400 gélules a la fois (Annexe V.2).

» Conditionnement
Accompagnement d’une boite en plastiques comme packaging pour nos
conditionnements(Annexe V.4).

> Etiquetage
Nous méme profiler notre étiquette grace a un logiciel et I’'imprimer dans un

papier autocollantde bonne qualité (Annexe V. 3).

> Contrdle qualité
Tracabilité des matieres dans les résultats précédent et contr6le minutieux du

processus defabrication.



http://www.laboratoireslebeau.com/complements-alimentaires/formats

111.2.6. Analyse microbiologique

L’analyse microbiologique pour la matiére premiere et de produit fini est une étape
indispensable dans notre projet afin d’assurer la qualit¢é de notre complément

alimentaire. Les résultats sont représentés dans le tableau X1 (Annexe V1) :

Tableau 9: Résultats d’analyses microbiologiques de la matiere premiere (Original)

Determination Essai Essai Essai Essai Essai Norme Spécification
1 2 3 4 5

Coliformes 00 /! 1l /! /! NF VV08- <100
thermotolérants 017

Levures et 2500 ISO 7954
Moisissures /g <10000

S.R Clostridium 00 NA 15176 <100
46°C
Salmonella / 25¢g ISO 6579 Abs dans 259

Staphylococcus ISO 6888-1 /
aureus

Selon la bonne pratique de la norme 1SO 22000 durant tout le processus de fabrication
de la matiére premiere au produit fini ce qui induit aux bons résultats et I’absences de
différentes espéces bactériennes mis a part les levures et moisissures qui sont la
conséquence d’une humidité élevée. Tous ces tests d’analyse sont exigés par la norme
ISO 22000.

Suite au bon séchage effectué pour notre matiére premiére, on a pu obtenir les résultats
suivants qui montre que le taux de levures et moisissures sont diminuer avec une valeur
de 1700 g (Tableau 10). Ce qui confirme I’origine et le seul probléme durant tout notre

travail.




Tableau 10 : Résultats d’analyses microbiologiques de produit final élaborer

Détermination Essai Essai Essai Essai Essai Norme Spécification
1 2 3 4 5

Coliformes 00 Il Il Il Il NF < 100
thermotoléran V08-

ts 017

Levures et 800 ISO 7954

Moisissures / <10000

g
Clostridium S.R 00 NA 15176 <100
a46°C
Salmonella / 259 Abs ISO 6579  Abs dans 25¢

Staphylococc 00 ISO 6888-1 /
usaureus

I11.2.6. L analyse des dangers

Pour notre cas, on remarque dans les analyses physico-chimiques que le taux de

I’humidité estélevé, donc la criticité de dangers biologique est :

Criticité = Gravité est de 2 x Fréquence d'apparition est de 4 car c’est trés fréquent = 8.
Donc, on détermine un PRPo ou on aura besoin d’un bon séchage avec un

déshydrateur pourne pas retomber dans un tel risque (Annexe V11.1).




Prototype du complément alimentaire
« Immune-Mori »




Conclusion et perspectives

Les compléments alimentaires sont des denrées alimentaires, dont le but est de
compléter le régime alimentaire normal et qui constituent une source concentrée de

nutriments : Vitamines, Magnésium, Fer, Calcium ....

Le travail que nous avons entrepris, nous a permis d’élargir nos connaissances dans le
domaine commercial « phyto-thérapeutique » d’effectué une étude consiste a la
formulation et la fabrication d’un complément alimentaire a base de la plante miracle
Moringa oleifera, dont son appellation « Immune-Mori» a partir des molécules s

bioactives de cette derniere a 1’échelle moléculaire.

L’application de la norme 22000 permet de démontrer une aptitude a identifier et a
maitriser les dangers liés a la sécurité des compléments alimentaires, cette norme est
lice a I’approche HACCP qui a pour objectif la prévention, 1’élimination ou la
réduction a un niveau acceptable de tout danger « biologique, chimique, et physique »
au regard de la sécurité des produits, mais aussi a fournir en permanence des produits

finis et sdrs.

En perspectives, nous souhaitons de :

1- Reconnaitre I’'importance des différents végétaux médicinaux pour lutter contre
la malnutrition et développer le tissu socio-économique du secteur agronomique
de I’Algérie
Mettre a disposition le Moringa Oleifera par un approvisionnement local pourrait
permettre I’émergence de solutions pour lutter contre la malnutrition susceptible
de toucher un nombre conséquent de foyers.

Evaluer la viabilité de la filiere et ses conditions, et de proposer des
recommandations d'actions comme désigner des producteurs pilotes,
programmer des volumes de production, fixer des prix de référence ou encore
créer des supports de sensibilisation

Etablir des laboratoires spécifiques et fournir, faciliter aux étudiants la
recherches phytothérapeutiques
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Business Model Canvas

Kev Partners
-Les centres de recherche et
dével opement
Les umversités
- Les fournisseurs

EKev Activities

Zozo pharm est engage
dans la recherche, le
développement, la
fabrication et la
commercialisation des
compléménts alimentaires
Les principales activités
somnt:

La fabrication des produits
parpharmaceuntiques

- Suppléments (vitamines
qui fournissent de meillenrs
soins pour le vieillissement
et I'amélioration de la santé
globale)

-E & D pour améliorer la
sante des patients
-Commercialisation et
Distribution

-Creéer de la valeur grice a
des partenariats
-Dizpomnibilité et
performance des
Compléments alimentaires

Designed for:

Value Propositions

- Notre produit vise a aider
les personnes atteintes des
maladies Immunitaires
JAunto-immunes et
inflammatoires,qui sont
dans l'attente d'un
traitement efficace grace

a la commbinaison des
données moléculaires et
techniques

-Produits bio et de qualité
et moins cher

- De nombreux
investizsements en B & D et
partenariats innovants
pour

rechercher et delivrer les
meillenrs iraitemenis

-Céer nos propres points de
vente

Designed by:

Customer Eelationships
-Conférences téléphonigues
et zessions individuelles.

- Participation dans les
salons et les séminaires

- Site Weh

Diestineés a tous les clients an
nivean national

-Service apreés vente
-Rencontres directes avec
tons les clients et les
medcins au nivean de nos
points de ventes

Customer Segments

Fhysique

- Les Patients (adultes a
partir de 13ans les enfants de
3ans a 12 ans

- Las pharmacies

- Les distnbuteurs
Geographique

- Partenaires et patients dans
l'est algénen
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Mémoire pour I’obtention du diplome de Master en Biotechnologie et génomique végétale

Intitulé
Lancement d’une start-up
Fabrication d’un complément alimentaire
« immune-Mori »

Résumé

Les compléments alimentaires sont des denrées alimentaires, dont le but est de compléter le régime
alimentaire normal et qui constituent une source concentrée de nutriments : Vitamines, Magnesium,
Fer, Calcium ....

Les travaux effectués dans le cadre de cette étude consistent a la formulation et la fabrication d’un
complément alimentaire a base de Moringa oleifera, a partir des molécules s bioactives de cette
derniére au niveau moléculaire.

L’application de la norme 22000 permet de démontrer une aptitude a identifier et & maitriser les
dangers liés a la sécurité des compléments alimentaires, cette norme est liée a I’approche HACCP
qui a pour objectif la prévention, 1’élimination ou la réduction a un niveau acceptable de tout danger
« biologique, chimique, et physique » au regard de la sécurité des produits, mais aussi a fournir en
permanence des produits finis et sars.

Au cours de notre étude, plusieurs techniques d’analyses ont été réalisées : 1’identification des
principes actifs, 1’évaluation des activités biologiques, dosage des flavonoides, analyses physico-
chimiques, et analyses microbiologiques.

Les résultats obtenus de ces analyses confirment la présence des flavonoides dans les feuilles
Moringa oleifera par une valeur de 12.547 mg EQ/g plus précisément les molécules bioactives
acide chlorogénnique et I’isoquecetine ; et assurent que la plante étudiée a des activités biologiques
(activité antioxydant de 0.040 mg/ml., anti-inflammatoire 0,154/ml , et antibactérienne avec toutes
les souches étudier mise appart /’Enterococcus faecalis ATCC 29212 , Salmonella typhimurium
ATCC 14028 , et Serratia marcescens, qui sont résistante au Moringa oleifera ) dans le but de
stabiliser la formule.

Mots-clefs : Moringa oleifera, Technique HPLC, activités biologiques, analyses
microbiologiques, complément alimentaire.

Laboratoires de recherche :
Génétique, Biochimie et Biotechnologies Végétales. (Université Freres Mentouri, Constantine 1).

Président : CHIBANI Salih (MCA. Université Fréres Mentouri, Constantine 1).
Encadrant : HAMMOUDA Dounia (Prof. Université Freres Mentouri, Constantine 1).

Examinateur: MOURI Fouzia (MCB Université Fréres Mentouri, Constantine 1).




