République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de ’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou
Faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques

Département de Biochimie-Microbiologie

Meémoire
De fin de cycle

En vue de I’obtention du Dipléme de Master Académique en Biotechnologies

spécialité : Biotechnologies microbienne

Théme

Caractérisation physicochimique et phytochimique des
extraits des graines de Moringa oleifera

Présenté par : Melle ABOUADAOU Laeticia & Melle BOUREBIA Leaticia

Soutenu le 22.09.2024, devant le jury composé de

Président Mr DERRIDJ A. Professeur UMMTO

Promotrice Mme BENAZZOUZ K. Maitre de conférences (B) UMMTO
Co-Promoteur  Mr SMAIL A. Maitre de conférences (B) UMMTO
Examinateur Mr BOUACEM K. Maitre de conférences (A) UMMTO

Promotion : 2023/2024



Remerciements

Nous tenons a exprimer notre profonde gratitude a notre promotrice Mme Benazzouz
K maitre de conférence B dans la faculté des sciences biologiques et agronomiques et
a notre Co promoteur Mr Smail A maitre de conférence B dans la faculté des sciences
biologiques et agronomiques pour leur guidance, leur expertise et leur soutien
inestimables tout au long de 1’¢laboration de ce mémoire. Leur dévouement, leurs
conseils éclairés et leur encouragement ont été des éléments essentiels qui ont
contribué a son aboutissement.

Nous souhaitons également adresser nos remerciements les plus sincéres aux membres
du jury Mr Derridj A. et Mr Bouacem K. pour avoir accepté d’évaluer ce travail. Leurs
commentaires constructifs, leur expertise et leur engagement seront d’une valeur
inestimable pour améliorer ce mémoire et en faire une contribution significative a
notre domaine d’études.

Nous sommes profondément reconnaissantes envers tous ceux qui ont contribué de pres
ou de loin & la réalisation de ce travail. Leur soutien indéfectible a été une source
d’inspiration tout au long de ce parcours académique.



Dédicaces

A Dieu, source de lumigre et de sagesse, je dédie ce mémoire en reconnaissance de Sa grace
infinie et de Sa présence constante dans ma vie. C'est par Sa volonté que j'ai pu surmonter les
défis et atteindre cette étape importante de mon parcours éducatif.

A mes chers parents, votre amour, votre soutien et votre dévouement ont été les piliers sur
lesquels j'ai construit mon chemin vers le succés académique. VVotre encouragement
inconditionnel a été ma force motrice.

A mon cher frére Yanis et & toute ma famille Bourebia et Gater, votre soutien indéfectible et
votre présence ont été une source d'inspiration et de réconfort tout au long de ce parcours.
Votre fierté et votre amour m'ont donné la force de perséverer.

Leaticia



Dédicaces

Avec I’aide d’Allah le tout puissant et miséricordieux qui m’a donné la force et la patience
J’ai pu accomplir cet humble travail que je dédie :

A mes chers parents

Je tenais a vous dédier ces quelques mots pour vous exprimer toute ma gratitude et
mon amour infini. VVous étes les piliers de ma vie, ceux qui m’ont soutenu et
encouragé a chaque étape de mon parcours. Votre amour inconditionnel et votre
soutien constant ont été des sources d’inspiration pour moi.

Vous m’avez appris la valeur du travail acharné, de la persévérance et de la
détermination. VVos sacrifices et votre dévouement ont été les fondations sur
lesquelles j’ai pu construire ma vie. Je suis si reconnaissante d’avoir des parents
aussi aimants et attentionnés que vous.

A ma chére sceur
Katia qui a toujours cru en moi, méme lorsque j’avais des doutes sur mes capacités.
Elle m’a encouragé a poursuivre mes réves et a ne jamais abandonner. Ses

encouragements constants et son optimisme contagieux m’ont donné la force de me
dépasser et de donner le meilleur de moi-méme dans mon travail de recherche.

Laeticia



Liste des figures et des tableaux

Figure 1 : Répartition de M. oleifera Lam dans le monde.

Figure 2 : Moringa oleifera adulte.

Figure 3 : Différents organes de M. oleifera.

Figure 4 : Essai de purification d’eau sale par les graines de Moringa oleifera.

Figure 5 : Quatre stades de développement du biofilm, représentés de gauche a droite.

Figure 6 : Etapes suivi pour obtenir la poudre des graines de Moringa oleifera.

Tableau | : Classification de M. oleifera.

Tableau Il : Souches bactériennes utilisées.

Tableau 111 : Paramétres physico-chimiques des graines de Moringa oleifera.

Tableau 1V : Résultats de 1’analyse phytochimique de la poudre des graines de M. oleifera.
Tableau V : Rendement en extrait sec de la poudre des graines de M. oleifera.

Tableau VI : Résultats de ’activité antibactérienne.

Tableau VII : Résultats de 1’antibiogramme de Staphylococcus aureus.

Tableau V111 : Résultats de I’antibiogramme d 'Escherichia coli.



Table de matiére

Table de matiere

Liste des figures et des tableaux

Liste des abréviations

[Fa) (oo L1163 o] o IU TP RERRTRRRRRTRRRRRRRRRN 01

Chapitre I : Synthese bibliographique

I- Présentation de Moringa OleIfera....... ..o s 05
R LT (<SPS 05
1.2. Systématique de Moringa OleIfera..........ccevviiiiecie e 06
1.3. Distribution biogéographiqUE. ..........cceeieiieiiicieceece e 07
[.4. DeSCription DOTANIGUE ........oiuiiiiiiieieieieit ettt bbb 08
I.5. Les différents organes de M. oleifera..............oooiiii i 08
1.6. Ecologie de MOFINGA OlEITEIa ...........ccevieeeieceeeeee ettt 10
1.6.1. EXigences dapho-ClIMALIQUES ..........cc.eiveiuiiieieesie ettt ens 10
A O U 1 SR 11
[.8. TeSt de GEIMINALION .......c.oitiitiitiiieiece et bbbt 11
I1- Métabolites primaires et SECONAAITES. .........c.ccveiviiieiieie et 12
1. Familles des métaboliteS SECONUAITES .........eiveiiiriiiiirieieieie et 12
1.1 POIYPRENOIS ...ttt anes 12
1.2, ACIAES PRENOTIGUES. ... ettt eene e 12
1.2.1. Propriétés des compoSsEs PRENOIIGUES ..........couieieiieiieiieiie et 13
1.3, FIAVONOTARS ...ttt sttt ettt st beebeeneene e e eneas 13
IR N (o (o] o S PSUSSSRSSR 13
1.5.TErpeNn0ides €t STEIOTARS ........oiiiiiiieieiei ettt bbbt 14
LB, COUMIAIINES ...ttt ettt ettt e bt e st e ekt e b e e s e e b e e bt e st e et e et e emeeebe e beeneeebeenbeeneenreas 14
L7 TAINNINS .ttt b bt e s bt bt e ke e s b e e bt e ke eR e e ekt e bt ane e ebe e beeneenbe e beeneenreas 14
1.8.TANNINS QAHIIGUES. ... .ceitieeiie ittt e et e e st e e e e s raeeree e 14
LLO.ANTNOCYANES ...ttt bbb bbb bbb b bbbt 14
1.10. GIUCOSIUES ....vveveeeeieneesieesieeie st e sie et e e sae st et e e st e taebeeseesse e teeseesseenseaneesseesteeneennensseeneenrens 14
I ST Vo To 111 PP ORI 15

3- Utilisations de Moringa oleifera en phytothérapie ..........cccocvveiiieieieiene e 15



Table de matiére

3.1. Activités antioxydantes et anti-inflammatoires ............cccooeiieiiieie i 15
3.2. Amélioration du microbiote iNteStINAL..........c.ccuerieriiieiiii e 15
3.3. Ameélioration du MICIODIOLE ........cc.eiiiiiiiisieieieee e 15
3.4. ACHVItE NEUIOPIOTECIIICE ..ovvievieeieeie ettt e st e et esbe et esneesreenneenes 15
3.5. Amélioration du syndrome mMeEtabolIQUE .........ccccveieiieiicccecce e 16
3.6, AULIES ACHIVITES .....veviiie ettt ettt sttt et e e et e e et e besteeneereenaeneeneenes 16
4- DEFINILION DIOTHIM Lo 17
4.1. Formation d’un Biofilm chez StaphylOCOCCUS QUIEUS ..........cccevveviiiiiiiee e, 17
5- ACLIVItE antiMICIODIENNE ..ot 19

Chapitre 11 : Matériel et méthodes

0 O To 13 (=) <1 RSP SSR 21
[ ® o] [=Tox (] il (= 1 [ USSR SS 21
IR T 1V =L T ISR 21
1.3.1. MALEriel VEQELAL ........c.eiiiieeieiie ettt 21
1.3.2. MAteriel DIOIOGIQUE ......ccveueeiiiieiiee et 21
L4 IMEBTNOME. ... bbbttt et bbbttt 22
[.4.1. Préparation de I’Echantillon .............coeiereieiiiisiieiee st 22
1.5. Analyses physicochimiques de la poudre des graines de Moringa oleifera ...............c......... 22
1.5.1. Détermination de la teneur en eau (HUMIdIt) .........ccoovriiiiiiiieiee e 22
[.5.2. IMESUIE A8 PH ... ettt et et sa e et e re e s beenbearaesreereenes 24
1.5.3. Détermination de 1a teNeur €N CENAIES ........ccviiiieiiierie e e 24
1.5.4. Détermination de 1’acidité titrable ...........cccceiviieieiec e 25
[.5.5. DOSAGE TS SUCTES .....vevveeetisteitieteeieetete sttt sttt ettt se bbbt eb et e et et e b ettt ene e e e e 26
1.6. Analyses phytochimiques de la poudre des graines de Moringa oleifera...............c.cccocu...... 29
1.6.1. Préparation de IINFUSE ........ccceiieiiieieie et 29
I.7. Préparation de I’Extrait sec de M. OleIfera...........ccooeiriiiiiiiiieeeee e 30
1.8. Dosage des cOMPOSES PHENOIIGUES ........oveiiriiiiiiiiirece e 31
1.9. Evaluation de 1’activité antibactérienne de 1’extrait aqueux des graines de M. oleifera....... 32
1.9.1. Evaluation de 1’activité antimiCroDIENNE..............co.ervervreereieeeseeeesee e en s 32
I1. L’activité antimICrODIENNE ..........oiiiiiiieiiee et 32
1. Evaluation de I’ ACtivité antibiofilim..........covveeeeeeeeseeeeeeeeeeeeee e e e e e s es e eee e eenneeeas 33

IV. Evaluation de 1’activité antifongique ...........cccoeeeeeeveereererrserereesiessssssseessesssessessessessssessesnens 34



Table de matiére

Chapitre 111 : Résultats et discussion

L= RASUITALS. ...t bbbttt et bbb bt e et e e e 36
I.1. Résultats des analyses physico-chimiques des graines de Moringa oleifera........................ 36
1.2. Résultats des analyses phytochimiques de la poudre des graines de Moringa oleifera........ 36
[.3. RENEMENT €N EXEFAIT SEC ....eviiviiieiieiieie ettt bbb 37
I.4. Résultats de dosage des POlyphénols totauX ..........ccccccveieeieiieiiece e 38
1.5, ACLIVITE ANtIDACIEIIENNE.......eiviiiiiieieiee ettt 38
1.6. ACtiVIte antiDIOFilM .......ooviiiie e 38
1.7, ACHIVILE ANTIFONGIGUE ......evieieiiiteieee et 39
I 1ot U 1] T o RSP 40
CONCIUSION L PEISPECLIVES.......eivivieeceetcteie ettt b bbb b e e e e e e e 46
Références bibliographiqUES...........c.civiii i e 48

Annexes



Introduction



Introduction

1- Introduction

La phytothérapie est une médecine alternative qui promet de soigner naturellement avec les
plantes. Cette thérapeutique utilise I’ensemble des éléments d’une plante. La phytothérapie est
reconnue comme I’un des fondements de la médecine traditionnelle. Cette médecine présente
en effet un champ d’application trés large, d’autres parts 1’aromathérapie est une discipline
proche, mais qui s’appuie surtout sur les extraits aromatiques des plantes.

Une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés thérapeutiques. Ce qui
signifie que ses composés (feuille, bulbe, racine, graines, fruits, fleurs) peuvent étre utilisés
dans le but de guérir. Leur utilisation est trés ancienne, ou I’homme les utilisées pour se
soigner. Auparavant, le choix des plantes se faisait spontanément, ce qui a permis de
démontrer petit a petit celles qui pouvaient étre utilisées, et celles qui s’avéraient toxiques.
Actuellement, elles sont la base de la phytothérapie et de I’homéopathie (Frantisek et Vaclar,
1973).

De plus, on distingue les plantes herboristes qui sont utilisées de maniére traditionnelle, et
d’autres qui constituent une matiére premiere destinés pour 1’industrie pharmaceutique.

En Algérie le Moringa oleifera est un arbre peu connu, actuellement son introduction a réussi
dans plusieurs régions a savoir : Ouargla, Bechar, Oran, Alger, Blida, Adrar, etc (Derdour,
2019).

La phytothérapie est une médecine alternative qui promet de soigner naturellement avec les
plantes. Cette thérapeutique utilise I’ensemble des ¢léments d’une plante. L’aromathérapie est
une discipline proche, mais qui s’appuie surtout sur les extraits aromatiques des plantes. La
phytothérapie est reconnue comme 1’un des fondements de la médecine traditionnelle. Cette
medecine présente en effet un champ d’application trés large (Charline, 2017).

Il est impossible de savoir précisément a quand remonte les premiéres utilisations des plantes
médicinales, mais il y a fort a parier que les hommes préhistoriques y avaient déja recours.
Ainsi, par intuition et par expérimentation, ils auraient sélectionné les plantes utiles pour

soigner, nourrir, voir tuer (Charline, 2017).

L’histoire des plantes a donc commencé a Sumer puis a traversé I’Egypte puis la Greéce pour
finalement se répandre dans d’autres continents. La Chine par exemple est reconnue comme

pionniere de la phytothérapie (Charline, 2017).
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Depuis, la phytothérapie rencontre un succes qui ne faiblit pas, méme si I’avénement de la
chimie moderne a la fin du XIXe siécle et la découverte des antibiotiques 1’ont reléguée, un
temps, au second plan. Cette mise a 1’écart n’a pas duré longtemps puisque les adeptes du
naturel ou les décus de 1’allopathie (terme médical réservé a la médecine conventionnelle) ont
vite recommencé a s’intéresser aux plantes. Prés d’un Frangais sur deux est favorable a la
phytothérapie, évidemment, sous réserve de faire appel a un spécialiste (Charline, 2017).
La phytothérapie a été publiquement reconnue par le ministére de la santé frangais comme une
médecine a part entiere dans les années 80. Les medicaments de phytothérapie sont titrés en
principes actifs. Autrement dit, ils contiennent une concentration plus ou moins importante,
mais toujours connue, de substances actives (Charline, 2017).
Comme son étymologie l'indique, la phytothérapie consiste a utiliser des plantes sous
différentes formes (ou galénique) :
*Tisanes ; Décoctions ; Infusions ; Extraits a chaud ou a froid de la plante ou d’une partie
définie : racines, tiges, feuilles, fleurs, graines, écorce.
Les plantes médicinales contiennent des principes actifs qui possédent une action biologique
directe sur I’organisme. Chaque plante renferme plus d’une centaine de composants différents.
La phytothérapie possede des indications tres variées. Elle peut étre indiquée pour les douleurs
articulaires, les troubles de I’humeur, le transit, le systéme immunitaire, la circulation sanguine
et la concentration ou la mémoire (Charline, 2017).
Comme I’homéopathie et 1’aromathérapie, la phytothérapie soigne de nombreux maux du
quotidien. Elle n’a en revanche aucune indication dans le traitement des maladies graves ou

chroniques. Elle peut seulement aider a atténuer les symptémes (Charline, 2017).

Une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés thérapeutiques. Ce qui signifie
que ses composés (feuille, bulbe, racine, graines, fruits, fleurs) peuvent étre utilisés dans le but
de guérir. Leur utilisation remonte a plusieurs années, ou I’homme les utilisées pour se soigner.
Auparavant, le choix des plantes se faisait spontanément, ce qui a permis de demontrer petit a
petit celles qui pouvaient étre utilisées, et celles qui s’avéraient toxiques.

Actuellement, elles sont la base de la phytothérapie et de I’homéopathie. Il existe la cueillette et
la récolte de plusieurs especes différentes. En effet, les plantes sont des véritables pharmacies
naturelle que la nature a établie sur cette terre afin d’entretenir notre santé (Frantisek et Vaclar,

1973).
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De plus, on distingue les plantes herboristes qui sont utilisées de maniere « traditionnelle », et
d’autres qui constituent une matiére premiere destinés pour 1’industrie pharmaceutique.

Par ailleurs, 1’utilité des extraits de plantes dans le traitement des eaux usées ont été révéle

dans plusieurs revues scientifiques (Yusuf et al., 2015). Ce dernier a poussé le développement
d’un nouveau traitement révolutionnaire, qui est naturel et respectueux de I’environnement sans
toucher a la santé de I’homme (Idris et al., 2016).

Le desert du Sahara algérien posséde une diversité végétale particuliere, environ 500 especes
végétales. Ce sont en fait des réservoirs substances naturelles de premier intérét. Moringa
oleifera est une espece introduite dans des régions arides du Sahara algérien, notamment la
région d’Adrar, indigéne pour ses apports nutritionnels et médicinaux, et tolérant a la
sécheresse (Ozanda, 1991).

Le but principal de ce présent travail, est la caractérisation physique, chimique et

microbiologique de la graine de Moringa oleifera.
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I. Présentation de Moringa oleifera
1.1. Généralités

Le mot « Moringa » vient de Muringa en malayalam une langue indienne. La plupart des
langues utilisent un dérivé phonétique de ce mot pour désigner la plante (Theophile, 2014).

Moringa oleifera est un arbre connu sous diverses appellations. En Inde, il est appelé
indifferemment Drumstick pour rappeler la forme du fruit qui ressemble a une baguette de
tambour, ou bien Radish tree pour évoquer la forme mince de la silique a peine mdre trés
proche de celle du radis. En Afrique francophone, le nom le plus général est Nébeday, nom
vraisemblablement dérivé de I'anglais "Never die" (immortel), en référence a sa capacité de
résistance a la sécheresse, a son aptitude a se propager rapidement a partir de semis ou de

boutures et a se régénérer méme apres des coupes trés séveres (Fuglie, 2001).

Le Moringa a été introduit en Afrique de I’Est au début du 20°™ siécle par le biais du
commerce et des échanges maritimes durant cette période (Foidl et al., 2001). Cet arbre est

maintenant autochtone dans de nombreux pays d’Afrique (Soudan, Tanzanie, Kenya, Afrique

du sud, Ethiopie) (Louni, 2009).

Moringa oleifera est une plante médicinale qui se retrouve majoritairement dans les pays
tropicaux et subtropicaux. Il existe d’autres termes pour le Moringa : Raifort, Mulangay,
Mlonge, Benzolive, Arbre a pilon, Sajna, Kelor, Saijihan et Marango, Moringa oleifera LV
(Fahey, 2005).

Parfois il est appelé « arbre de vie » ou « arbre du paradis » en raison de sa valeur
environnementale, médicinale et nutritionnel. Le Moringa est un arbre aux multiples
utilisations, ses feuilles, fleurs, fruits, écorces et racines peuvent étre consommé directement.
Sa qualité est de plus en plus reconnue et peut représenter une solution efficace pour lutter

contre la malnutrition (Fahey, 2005).

Ces dernieres années, M. oleifera attire de plus en plus I'attention des chercheurs en raison de
ses propriétés nutritionnelles, antioxydantes et médicinales. L'huile de Moringa apporte 9 fois
plus de protéines que le yaourt, 17 fois plus de calcium que le lait, 7 fois plus de vitamine C
que les oranges, 10 fois plus de vitamine A que les carottes, 25 fois plus de fer que les
épinards et 15 fois plus de potassium que les bananes. De plus, la consommation de feuilles
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de Moringa oleifera améliore la réponse neuronale et la fonction immunitaire et contient de
grandes quantités d'oligo-éléments et d'antioxydants polyphénols pour améliorer la santé
(Xiaoyang, 2020).

Les feuilles, les fruits, les jeunes tiges, les racines et les fleurs sont consommables et se
consomment partout dans le monde. Les feuilles peuvent se consommer fraiches ou en poudre
(Broin, 2005) et méme associées aux épices comme le piment. Elles peuvent également étre
préparées en soupe ou en salade selon Foidl et al., (2001). Les jeunes gousses vertes peuvent
étre consommees bouillies comme des haricots. Les graines seches peuvent étre réduites en
poudre et utilisées pour assaisonner les sauces. Selon le méme auteur, les fleurs peuvent

également étre utilisées comme ingrédient d’une salade.

Le Moringa est également disponible sous forme de produits a haute valeur ajoutées tel que

I’huile de Moringa (Saint Sauveur et Broin, 2010).

Au niveau industriel, les graines de Moringa contiennent 42% d'huile et le profil de I'acide
gras de I'huile démontre qu'elles contiennent 70% d'acide oléique. La teneur en acides gras
saturés est de 13%, en acides gras insaturés 82% et celle en acides gras libres varie de 0,5 a
3% (Foidl et al., 2001).

1.2. Systématique de Moringa oleifera

La classification systématique de Moringa oleifera est présentée dans le tableau ci-dessous :
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Tableau | : Classification de M. oleifera (Laleye et al., 2015).

Régne Végétal
Embranchement Spermatophytes
Sous-embranchement Angiosperme
Classe Dicotylédones
Sous classe Dillenidae
Ordre Capparales
(capparidacées)
Famille Moringaceae
Genre Moringa
Espéce Moringa oleifera

1.3. Distribution biogéographique

Moringa oleifera est 1’'une des 13 espeéces de Moringacées qui ont été recensées dans le
monde. L’histoire du Moringa oleifera remonte a une période trés ancienne dans la région
Nord de I’'Inde. L’Inde est toujours le plus grand pays consommateur des produits de
Moringa. Il est également le principal exportateur des produits de Moringa vers I’Europe et
les Etats-Unis. En Afrique, la Tanzanie, le Niger, le Kenya et le Sénégal sont des pays trés
avancés en matiere de culture et consommation des produits de Moringa (Figure 1) (Fakeye,
2008).

Figure 1 : Répartition de M. oleifera Lam dans le monde (Koul et Chase, 2015).

-Zone de culture de Moringa oleifera
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1.4. Description botanique

Selon Rajangam et al., (2001) Moringa oleifera est une plante qui a I'aspect d'un arbuste dont
la hauteur peut atteindre 4 a 5m. Le diametre du tronc varie entre 20 et 40 cm selon Foidl et
al., (2001). Le tronc est genéralement droit, mais il est parfois tres peu développé. En général,
il se ramifie lorsque la hauteur atteint 1.5 a 2m. Les branches poussent de maniére

désorganisee et la canopée est en forme de parasol (Figure 2) (Foidl et al., 2001).

Figure 2 : Moringa oleifera adulte (Madi et Bourou, 2012).

I.5. Les différents organes de M. oleifera

1. Tronc

Le tronc peut généralement atteindre 1,5 a 2 meétres de haut, et 20 a 40 cm de diametre
(Figure 3a) (Foidl et al., 2001).

2. Racines

Ses racines sont tubéreuses a odeur piquante caractéristique, dotée de racines latérales plutdt
clairsemées (Figure 3b) (Roloff et al., 2009).

3. Feuilles

Les feuilles sont de forme ovale et imparipennée, ayant une couleur verte clair d’environ 1

cm de long (Figure 3c) (Saint-Sauveur et Broin, 2010).
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4. Fleurs

Les fleurs sont de 2,5 cm de large, se développent en panicules axillaires et tombantes de 10
a 25 cm. Elles sont odorantes, de couleur blanche ou crémeuse, avec des points jaunes a la
base (Figure 3d) (Foidl et al., 2001).

5. Fruits

Les fruits forment des gousses a trois lobes, mesurant 20 & 60 cm de long, qui pendent des

branches. Lorsqu’ils sont secs, ils s’ouvrent en trois parties. Chaque gousse contient entre 12

et 35 graines (Figure 3e) (Louni, 2009).

6. Graines

Les graines sont rondes, avec une coque marron semi-perméable. La coque présente trois
ailes blanches qui s’étendent de la base au sommet a 120 degrés d’intervalle. Un arbre peut
produire 15000 a 25000 graines par an. Une graine pese en moyenne 0,3 g et la coque
représente 25% du poids de la graine (Figure 3) (Foidl et al., 2001 ; Makker et Becker,
1997).

La figure 3 illustre les différents organes de Moringa oliefera
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Figure 3 : Différents organes de M. oleifera : (A) Tronc d’un arbre adulte (Parrotta, 2009) ; (B)
Graine (Agroconsult, 2016); (C) Fleur (Parrotta, 2009) ; (D) Feuille composée du Moringa et coté

plus pale d’une foliole (a gauche) (Parrotta, 2009); (E) Racine (Kaki et Mimouni 2018); (F)
Gousse (siliques) (Parrotta, 2009).

1.6. Ecologie de Moringa
1.6.1. Exigences édapho-climatiques

Le Moringa pousse dans n'importe quel type de sol, mais il préfére des sols limoneux,
sableux ou sablo-limoneux, avec un pH compris entre 4.5 et 8, neutres a acide. (Palada,
1996 ; Louni, 2009; Nouman et al., 2014).
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Le Moringa est une plante de climat tropical ou subtropical une exposition au soleil sera
meilleure et les températures idéales varie entre 20° C a 35°C (Saint sauveur et Broin,
2010).

1.7. Culture

Moringa oleifera est un arbre de croissance rapide (environ 3 ans aprés sa plantation, il
commence a donner des fruits), peut étre planté par semis ou par repiquage, en plein champ
ou par bouture. Il peut étre cultivé d’une facon extensive pour la production des graines
(semence ou production d’huile) ou d’une fagon intensive irriguée pour une production

optimale des feuilles avec une récolte toutes les six semaines (Barth, 1982; Louni, 2009).

Les fleurs et les gousses sont généralement produites au cours de la deuxiéme année de
croissance de I’arbre. Durant les deux premiéres années le rendement sera faible, mais a partir
de la troisieme année un seul arbre peut produire 600 a 1600 fruits (gousses) par an
(Boukandoul, 2019).

1.8. Test de germination :

Le taux de germination de M. oleifera est habituellement tres élevé mais peut tomber a 0 %
apres 2 ans de conservation. Des travaux réalisés au Soudan montrent que les graines de
toutes les espéces de Moringa germent mieux a mi-ombre. Dans le climat chaud de la mi-
avril, les taux de germination de M. stenopetala et M. oleifera ne sont que de 54 a 40 % en
plein soleil, comparativement a 92 et 94 % a mi-ombre. Durant la saison séche et fraiche, on

observe peu de difficultés de germination (Ibrahim et al., 2021).

11
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I1-Métabolites primaires et secondaires

Un métabolite primaire est un type de métabolite qui est directement impliqué dans la
croissance, le développement et la reproduction, normale d’un organisme ou d’une cellule. Ce
composé a généralement une fonction physiologique dans cet organisme, c’est-a-dire une
fonction intrinseque. Métabolites primaires rassemblent les acides aminés (source primaire de
construction des protéines), les lipides (réserves d’énergie, membrane cellulaire), les glucides

(réserves d’énergie, paroi cellulaire) et les acides nucléiques.

Inversement, un métabolite secondaire n’est pas directement impliqué dans ces processus
physiologiques fondamentaux d’un organisme mais possede typiquement une fonction
écologique importante (c’est-a-dire une fonction relationnelle.) un métabolite secondaire est
typiquement présent dans un ensemble taxonomiquement restreint d’organismes (plantes,

champignons, bactéries, etc.) (Labbani, 2022).

Les métabolites secondaires ont des intéréts multiples, ils sont mis a profit aussi bien dans
I’industrie alimentaire, cosmétique que pharmaceutique. lls sont largement utilisés en thérapie
comme vasculo-protecteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et

anti-radicalaires (Bruneton, 1993).
1- Familles des métabolites secondaires
1.1. Polyphénols

Les polyphénols, groupe de composes structurellement hétérogenes, sont largement utilisés
depuis longtemps en phytothérapie (Hennebelle et al., 2004) s’impliquant dans certains

criteres de qualité des végétaux, entre autre la couleur, le golt, ’amertume et I’astringence

(Milane, 2004 ; Macheix et Fleuriet, 2006).

1.2. Acides phénoliques
a. Acides hydroxy-benzoiques

Ce sont des dérivés de I’acide benzoique, ils ont une structure générale de base de type (C6-

C1), ils existent souvent en forme d’esters ou de glucosides (Sarni et Cheynier, 20006).
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b. Acide hydroxy-cinnamique

Ils dérivent de I’acide cinnamique et possédent une structure générale de base de type C6 C3,
ils existent souvent sous forme combiné avec des molécules organiques (Sarni et Cheynier,
2006).

1.2.1 Propriétés des composés phénoliques

1/ Propriétés physico-chimiques

Les polyphénols sont des molécules aromatiques solubles dans les solvants polaires tels
que 1’éthanol, le méthanol et I’ecau. Tandis que les moins polaires comme les isoflavones, les
flavonone, les flavones et les flavonols sont plus solubles dans d’autres solvants organiques

tels que 1’éther (Benkrief, 1990).

2/ Propriétés biologiques

Chez les plantes, les composes phénoliques sont impliqués dans différents processus comme la
germination des graines et la croissance des plantes (Macheix et al., 2006). Ces derniéres
années les recherches sur les composés phénoliques se sont accentuées en raison de leurs
activités  anti-inflammatoires, antibactériennes, antifongiques, antioxydant et méme

anticancéreuse (Montoro et al., 2005).

1.3. Flavonoides

Le nom flavonoide est dérivé du mot «Flavus» en latin, qui signifie jaune. lls sont les plus
représentatifs des composés phénoliques, ces molécules ont des structures chimiques variées et
des caractéristiques propres (Benhammou, 2011).

Les flavonoides sont souvent produits dans les tissus végétaux dans des conditions de stress
comme la lumiére d’intensité élevée, la basse température, la carence en éléments nutritifs et
I’attaque d’un pathogene ou de la sénescence (Gutha et al., 2010).

1.4. Alcaloides

Les feuilles de Moringa contiennent plusieurs composés alcaloidique tels que N,a-L-
rhamnopyranosyl Vincosamide, cependant, leurs quantités dans les feuilles sont encore

inconnus (Zemmeli, 2023).

Les alcaloides représentent un ensemble de molécules d'origine naturelle, renfermant du
carbone, de I'hydrogéne et, plus spécialement, de l'azote. La plupart possedent une activité
biologique (Poisson, 2024).

13
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1.5. Terpenoides et stéroides

Les terpénes sont des métabolites secondaires, ils peuvent étre considérés comme étant des
dérivés de l'isoprene d'ou le nom d’isoprénoide, et sont classés selon le nombre de leurs unités

isoprénes (Raven et al., 2003).
1.6. Coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés (Iwueke et al., 2008). Ils ont été isolés pour la
premiére fois par Vogel en 1820, dans le Coumarouna odorata. Aujourd’hui, les composés
coumariniques sont isolés dans plus de 800 espéces de plantes et dans les microorganismes
(Onwukaema, 1999).

1.7. Tannins

Le mot Tanin est un terme provenant d'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de
plantes pour tanner les peaux d'animaux (Hopkins, 2003). lls se retrouvent dans différents
organes chez les végétaux, surtout dans les racines et les rhizomes, dans I’écorce, dans le bois

et les feuilles, dans les fleurs (rose rouge) et dans les graines (Mansour, 2017).
1.8. Tanins galliques

Un tanin, ou tannin, ou acide gallique, est une substance amorphe trés répandue dans le bois,
I'écorce, les feuilles et/ou les racines de nombreux végétaux, apte a transformer la peau en
cuir. Le tanin est astringent, un composé polyphénolique végétal amer. Les tanins ont une
Iégere odeur caractéristique, un goQt amer et astringent, et leur couleur varie du jaune au brun
foncé (Site web 1).

1.9. Anthocyanes

Les anthocyanes sont des métabolites secondaires responsables en grande partie de la
coloration allant du rouge au violet présente dans les fruits, les fleurs et les feuilles des

végétaux (Gomez, 2009).

1.10. Glucosides

Les glucosides sont des analogues d’hydrates de carbone résultant de la condensation d’oses
et de substances non glucidiques aglycones (Mbarek, 2011). Beaucoup de plantes stockent ces
glucosides sous une forme inactive. Ces molécules sont constituées de 2 parties distinctes : le
glycone, qui correspond au groupement glucidique (constitué d’une ou plusieurs fonctions

glucidiques), et I’aglycone, qui est la partie non glucidique de la molécule (Calatayud et al.,
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2013).
1.11. Saponines

Les saponines sont des composés moussants une fois agités avec de I’eau. Comme définition,
on dirait qu’une saponine est un glycoside de stéroide ou de triterpene. Fondamentalement, on
distingue les saponines stéroidiennes et les saponines tri-terpéniques (Manach et al., 2004).

3- Utilisations de Moringa oleifera en phytothérapie
3.1 Activité antioxydante et anti-inflammatoire

Des études antérieures ont suggéré que les flavonoides et les polyphénols contenus dans M.
oleifera, tels que la rutine et la myricétine sont les principaux ingrédients actifs qui exercent
des fonctions antioxydantes et anti-inflammatoires, et aussi les isothiocyanates, qui sont
abondants dans les graines de M. oleifera présentent également ces effets a la fois in vitro et

in vivo (Xinyue et al., 2023).
3.2 Activité anti tumoral

Les feuilles de M. oleifera peuvent combattre différents types de cellules cancéreuses.
L'extrait aqueux de feuilles de M. oleifera (MOE) a des effets anticancéreux significatifs sur
les cellules de mélanome in vitro, mais n'a presque aucun effet sur les fibroblastes humains
normaux. Les alcaloides, qui sont des composés organiques contenant de l'azote, ont

démontré des effets anti tumoraux (Xinyue et al., 2023).
3.3 Amélioration du microbiote intestinal

Le déséquilibre de la flore intestinale est associé a certaines maladies, comme le diabéte,
I’obésité, les maladies rénales chroniques et la colite. A 1’aide d’une expérimentation ont
suggeré que I'extrait de graines de M. oleifera peut améliorer la santé métabolique grace a
une recombinaison du microbiote intestinal de type antibiotique (Xinyue et al., 2023).

3.4 Activité neuroprotectrice

La phytothérapie est largement utilisée dans le traitement de nombreuses maladies en raison
de sa faible toxicite et de son bon effet curatif. M. oleifera a diverses fonctions, notamment
des effets protecteurs sur le systeme nerveux, grace a ses riches principes actifs.

M.oeifera est riche en flavonoides et polyphénols, qui ont des effets neuroprotecteurs (Xinyue
et al., 2023).
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3.5 Amélioration du syndrome métabolique

Le syndrome métabolique est un groupe de syndromes cliniques comprenant (I'nypertension,
I'obésité centrale, le diabéte, etc.). La recherche montre que M. oleifera peut jouer un réle
important dans le traitement de ces maladies. M. oleifera est constitué de la niazirine qui a un
glycoside phénolique isolé de graines, permet d’améliorer la résistance a l'insuline,
I'nyperglycémie, I'hyperlipidémie et la stéatose hépatique non alcoolique (Xinyue et al.,
2023).

3.6 Autres activités

Les herboristes du Nigeria et d'autres pays tropicaux utilisent couramment M. oleifera pour
traiter I'infertilité masculine et les troubles de la reproduction féminine.

Les plantes médicinales traditionnelles sont utilisées depuis 1’Antiquité pour soigner les
blessures. Outre les problémes tels que l'utilisation de médicaments chimiques, les prix élevés
et les effets secondaires, les plantes médicinales ont également attiré I'attention du public. M.
oleifera est largement utilisée dans le traitement des plaies en raison de ses faibles effets
secondaires et de son excellente activité antioxydante et antibactérienne. M. oleifera peut
également étre utilisé pour la protection des os, favoriser la coagulation... etc. (Xinyue et al.,
2023).

a) Clarification ou traitement de I’eau

Selon Foidl et al., (2001) La poudre des graines de M. oleifera constitue un floculant naturel
qui peut clarifier les eaux troubles, dissipant de ce fait 99% des matiéres colloidales. Il a
démontré également que ce mélange de graines constitue un coagulant de premier ordre pour
le traitement de I'eau des riviéres possédant un haut niveau de matériel solide en suspension.
La coagulation est la premiere étape du traitement de I'eau. Les produits les plus couramment
utilisés pour la coagulation dans le traitement des eaux sont l'alun ou le sulfate d’aluminium.
Cependant, l'utilisation de sulfate d'aluminium dans le traitement de I'eau rend l'eau traitée

acide et surchargée en ions aluminium.

Au cours du processus, les coagulants chimiques créent des résidus de boues non

biodégradables qui peuvent causer des problémes de santé et des impacts environnementaux.

Des recherches antérieures ont montré que Moringa oleifera peut produire de bons coagulants
pour le traitement de I'eau (Figure 4) (Mahoudo et al., 2023).
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Figure 4 : Essai de purification d’eau sale par les graines de Moringa oleifera (Site web 2).

4- Définition biofilm

Le biofilm est une communauté de microorganismes structurée de cellules enrobées dans une
matrice extracellulaire hydratée, riche en polymeéres extracellulaires, et en contact avec une
surface (Lebeaux et Ghigo, 2012 ; Yong et al. 2019).

La matrice du biofilm est hautement hydratée et peut contenir jusqu'a 97 % d'eau. Elle peut étre
constituée de polysaccharides, de protéines, d'acides nucléiques, d'agents tensioactifs, de
lipides, de glycolipides et de cations. La composition de la matrice varie selon I'espece
bactérienne et les conditions de croissance (Karatan et Watnick, 2009 ; Flemming et
Wingender, 2010).

4.1. Formation d’un Biofilm chez Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus continue d'étre I'une des bactéries les plus impliquées dans les maladies
humaines. Cette bactérie se trouve dans le microbiote cutané normal des animaux et des
humains, avec un taux de portage compris entre 20 et 30 % dans la population humaine en

bonne santé (Hanselman et al., 2009).

Les abceés, les infections pulmonaires, la bactériémie, I'endocardite et I'ostéomyelite sont tous

causés par des infections a S. aureus chez I'Homme (Tong et al., 2015).

S. aureus développe un biofilm pour ralentir ou empécher la diffusion des médicaments
antimicrobiens, empéchant ainsi I'accés des médicaments aux cellules résidant a l'intérieur du
biofilm (Donlan, 2002). Etant donné que le biofilm protége les cellules enfermées, S. aureus

I'a donc adopté comme I'un de ses outils pour résister aux antibiotiques qui sont généralement
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bactéricides pour les cellules sous leur forme planctonique flottante (Ou et al., 2020).

4.1.1 Formation d’un biofilm chez Staphylococcus aureus

La formation du biofilm chez S. aureus passe par quatre étapes différentes (Tang et al.,
2012 ; Jefferson et al., 2004).

A — Adhésion de bactéries planctoniques, d’abord de maniére réversible, puis irréversible.
B — Accumulation de biomasse pour former des microcolonies.

C — Maturation du biofilm. La structure prend sa forme 3-D complexe et les hétérogénéités

apparaissent au sein du biofilm.

D — Dispersion, le biofilm relache de maniére partiellement contrélée des bactéries dans

I’environnement. Ces derniéres peuvent recoloniser de nouvelles surfaces pour

recommencer un cycle (Figure 5) (Tang et al., 2012 ; Jefferson et al., 2004).
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Figure 5: Quatre stades de développement du biofilm, représentés de gauche a droite (Tang et
al., 2012 ; Jefferson et al., 2004).
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5- Activité antimicrobienne

Les agents antibactériens, sont obtenus a partir de bactéries ou de champignons ou par
synthese de novo. Techniquement, le terme “antibiotiques” ne correspond qu'aux
antimicrobiens produits par des bactéries ou des champignons.

Les extraits de diverses plantes restant un grand intérét pour la valorisation des ressources
naturelles, ils sont utilisés comme remedes alternatifs dans le traitement de nombreuses
maladies infectieuses, ils peuvent aussi étre utilisés comme moyens de conservation des
aliments (Kelen, 2008).

M. oleifera Lam semble avoir des effets antidiabétiques, probablement grace a des
composants végétaux bénéfiques retrouvés dans les feuilles, parmi lesquels les
isothiocyanates. Des études ont confirmé les propriétés hypoglycémiantes chez les patients
atteints de diabéte de type Il suite a une consommation des feuilles de M. Oleifera Lam sur
une période de 40 jours (Ghasi et al., 2000 ; Kumari, 2010 ; Giridhari et al., 2011).

Les isothiocyanates, les glucosinates et les pterygospermines présents dans les feuilles, les
graines, les racines et I’écorce de M. oleifera Lam ont des propriétés antimicrobiennes (Anwar
et al., 2007).

Tandis que, Les polyphénols contenus dans les feuilles, racines, fruits et graines de M.

oleifera Lam protégent I’organisme du stress oxydant (Atawodi et al., 2010).
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I.1. Cadre de I’étude

Notre travail expérimental a été réalisé au niveau des laboratoires pédagogiques communs (1)
d’analyse physicochimique et de microbiologie de département Biochimie -Microbiologie,
Faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques de 1’Université Mouloud
Mammeri de Tizi-Ouzou (UMMTO), durant la période du 18 mars 2024 au 16 Mai 2024.

1.2. Objectif de I’étude

L’objectif visé par notre étude expérimentale est de mettre en évidence les caractéristiques

physicochimiques, phytochimiques, et 1’activité antimicrobienne des extraits de graines de

Moringa oleifera.

1.3. Matériel
1.3.1. Matériel végétal

Les graines de Moringa oleifera ont été achetées aupres d’un Herboriste, importé d Egypte.

1.3.2. Matériel biologique

Les bactéries utilisées dans la réalisation des activités biologiques, de 1’extrait de Moringa

oleifera sont citées dans le tableau 1.

Tableau Il : Souches bactériennes testées

Souche testées Type de Gram | Aspect Références

morphologique

Staphylococcus Bactérie a Gram | Cocci en grappe de | ATCC 25923

aureus positif + raisin

Escherichia coli Bactérie a Gram | Coccobacilles ATCC 25922
négatif -
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1.4. Méthodes

1.4.1. Préparation de I'échantillon

Les graines de Moringa oleifera sont couvertes d'une couche dure qui est décortiquée
manuellement. Le concassage est réalisé manuellement. Par la suite, les graines sont séchées a
I'abri de la lumiére et de I'humidité pendant 48 heures. Les graines séchées sont ensuite
broyées a deux reprises a 1’aide d’un broyeur électrique. La poudre obtenue est tamisée et

conservée, a I’abri de la lumicre, dans des flacons en verre pour des analyses ultérieures.

Figure 6 : Préparation de la poudre des graines de Moringa oleifera : (A) Graines de M. oleifera ;
(B) Graines décortiqués de M. oleifera ; (C) Poudre des graines de M. oleifera aprés broyage et

tamisage.

1.5. Analyses physicochimiques de la poudre des graines de Moringa oleifera

1.5.1. Détermination de la teneur en eau (Humidité) (AFNOR, 1986)

Principe

La teneur en eau a été déterminée sur des échantillons de poudre des graines de Moringa
oleifera qui sont introduites dans des capsules en porcelaine pour les faire subir un séchage
dans une étuve réglée a 105°C pendant 15 min. L’échantillon est pesé avec une balance de

précision (0,001g). L’opération est répétée jusqu’a avoir un poids constant.
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Mode opératoire

La détermination de la teneur en eau a été réalisée de la maniére suivante :

1- Les capsules en porcelaine ont été pesées avec 5 g de I’échantillon dans chacune.

2- Ensuite, le poids indique sur la balance a été noté pour chaque capsule avant que
celles-ci ne soient placées dans I’étuve.

3- Puis, les capsules ont été retirées de 1I’é¢tuve et déposées dans un dessiccateur afin
d’¢éviter la réhydratation.

4- Apres refroidissement, elles ont été pesées, et I’opération a été répétée pour le méme

¢chantillon jusqu’a I’obtention d’un poids constant.

Expression des résultats

La teneur en eau a été déterminée selon la formule ci- dessous :

M1-M2

H% = * 100

H : Humidité (%)
M1 : Masse de la capsule (vide) + la matiére fraiche avant séchage (poudre) en g.
M2 : Masse de I’ensemble aprés séchage en g.

M : Masse de la prise d’essai en g.

A partir de la teneur en eau, on détermine le taux de la matiere séche qui a été calculé par la

formule suivante :
MS(%)=100-H (%)

Ms (%) : Taux de la matiére séche (%).
H (%) : Taux d’humidité (%).
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1.5.2. Mesure de pH

Principe
La détermination du potentiel d’hydrogene (pH) a été réalisée par la méthode

potentiométrique a I’aide d’un pH métre.
1.5.3. Détermination de la teneur en cendres (NF V 05-113,1972)

Principe
Chaque échantillon est calciné a 550°C dans un four a moufle jusqu’a I’obtention des cendres

de couleur blanchétre ou grise de poids constant.

Mode opératoire

1- 5 g de I’échantillon ont été posés dans des capsules en porcelaine.

2- Les capsules ont été placées dans un four a moufle a 550 °C pendant 5 heures, la
température été augmentée progressivement afin d’éviter une calcination violente du
produit.

3- Ensuite, les capsules ont été retirées et mises dans un dessiccateur.

4- Apres refroidissement, elles ont été pesées a I’aide d’une balance de précision (0,001

9).

Expression des résultats
La matiere organique est calculée par la formule ci-dessous :

M1 — M2
MO% :T* 100

MO : Matiére organique en g.
M1 : Masse de creuset + la prise d’essai en g.
M2 : Masse de creuset apres incinération en g.

P : Masse de la prise d’essai en g.

La détermination de la teneur en cendre est calculée comme suit :

24



Chapitre 11 Matériel et méthodes

TC(%) = 100 — MO(%)

Tc (%) : Teneur en cendre (%).
MO (%) : Matiére organique (%).

1.5.4. Détermination de I’acidité titrable (NF V 05-101,1974)

Principe

Le principe de cette méthode consiste en un titrage de ’acidité avec une solution de NaOH

(0.1N) en présence de phénolphtaléine comme indicateur de couleur.

Mode opératoire

1- 2,5 g de la poudre ont été pesés.

2- L’échantillon a été placé dans un bécher, puis 25 mL d’eau distillée chaude,
récemment bouillie, ont été ajoutés et mélangés jusqu'a obtention d'un mélange
homogeéne.

3- Le mélange a été chauffé au bain-marie pendant 15 minutes.

4- Apres refroidissement, le contenu a été versé dans une fiole jaugée de 125 mL, puis
complété avec de 1’eau distillée récemment bouillie et refroidie.

5- Le mélange a été homogénéisé puis filtré a I'aide d'une passoire et d'un papier filtre.

6- Un volume de 25 mL a été prélevé, auquel 3 a 5 gouttes de phénolphtaléine ont été
ajoutées.

7- La solution de NaOH (0,1 N) a été versée a 1’aide d’une burette tout en agitant le
contenu jusqu'a 1’apparition d’une couleur rose persistante pendant 30 secondes.

8- Le volume de NaOH ayant neutralisé la solution a été déterminée en effectuant la

lecture sur la burette graduée.
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Expression des résultats

La détermination de 1’acidité titrable est en gramme d’acide citrique pour 100 g d’échantillon,

elle est calculée selon la formule ci-dessous :

250 * V1 x 100
A(%) = M 270+ 10 * 0.07

A % : Pourcentage d’acidité titrable

V0 : Volume de la prise d’essai, exprimé en ml.

V1 : Volume de NaOH (0.1 N) versé, exprime en millilitre
M : La masse de I’échantillon a analyser en gramme.

0.07 : Le facteur de conversion de 1’acidité titrable en équivalent de 1’acide citrique.

1.5.5. Dosage des sucres

Pour ce dosage, on met en évidence trois catégories de sucres a savoir : les sucres totaux, les
sucres réducteurs et le saccharose.
Avant de procéder aux différents dosages, on prépare les solutions de Fehling A et B et les

deux filtrats (1) et (2) de compositions suivantes :

% Filtrat (1)

1- 10 g de I’échantillon ont été pesés dans un bécher de 100 mL.

2- Ensuite, 2,5 mL d’acétate de zinc ont été ajoutés.

3- Le bécher a été rempli jusqu'aux 2/3 de son volume avec de I’eau distillée.

4- Le mélange a été agité a plusieurs reprises puis a éte laissé reposer pendant 15
minutes.

5- La solution a été ajustée avec de ’eau distillée jusqu’a 100 mL.

6- Le filtrat a été homogeénéisé, filtré sur un papier filtre et le filtrat a été récupére.
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 Filtrat (2)

1- 25 mL du filtrat (1) ont été prélevés et 2,5 mL d’HCI concentré ont été ajoutés.

2- Le mélange a eté chauffé au bain-marie a 70 °C pendant 5 minutes.

3- Puis, le mélange a été neutralisé avec NaOH (10 N) en présence de phénolphtaléine a
1 %.

> Dosage des sucres totaux

Mode opératoire

1- 2,5 mL de la solution Fehling A et 2,5 mL de la solution Fehling B ont été prélevés.

2- Puis, le volume a été ajusté jusqu’a 50 mL avec de I’eau de robinet.

3- Le contenu a été chauffé jusqu’a ébullition durant 2 minutes.

4- Le filtrat (2) a été titré jusqu’a la disparition de la couleur bleue.

5- 2 gouttes de bleu de méthylene ont été ajoutées jusqu’a ce que la coloration bleue soit
remplacée par une coloration marron cuivrée.

6- Le volume de filtrat (2) V2 a été noté.

Expression des résultats

La quantité des sucres totaux dans la prise d’essai est estimée par la formule suivante :

500

T =
=y w2=005"

10

ST : Quantité des sucres totaux (g/100mL).
V : Volume de la prise d’essai.

V2 : Volume du filtrat (2) dépensé pour le titrage.

> Dosage des sucres réducteurs

Mode opératoire
1- 2,5 mL de la solution Fehling A et 2,5mL de la solution Fehling B dans un bécher de 500

mL ont été introduit ;
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2- On a ajustés jusqu’a 50 mL avec 1’eau de robinet ;

3- Le contenu a été chauffé jusqu’a 1’ébullition durant 2mn ;

4- On a titrés par le filtrat (1) jusqu’a ce que la teinte bleue disparaisse ;

5- 2 gouttes de bleu de méthylene ont été ajoutées puis on a continué le titrage jusqu’a ce que
la coloration bleue devienne rouge brique ;

6- Le titrage a été arrété puis on a notés le volume du filtrat (1) dépensé V1.
Expression des résultats

La quantité de sucres réducteurs dans la prise d’essai est donnée par la formule suivante :

_ 240
~ V% (V1-0.05)

SR

SR : quantité des sucres réducteurs (g/100mL).
V : volume de la prise d’essai (mL).

V1 : volume du filtrat (1) utilisé au titrage.

> Taux de saccharose

La quantité de saccharose est calculée selon la formule suivante :

§=(St—Sr) X 0.95

S : quantité de saccharose en g/L.
ST : quantité des sucres totaux en g/L.

SR : quantité des sucres réducteurs en g/L.
1.6. Analyses phytochimiques de la poudre des graines de Moringa oleifera

Les différentes classes de métabolites secondaires issues de la poudre sont mises en evidence

grace aux méthodes standards du screening phytochimique (Dohou et al., 2003).
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1.6.1. Préparation de I’infusé

10 grammes de la poudre ont été ajoutés a 50 mL d’eau distillée. Ensuite, le mélange a été
porté au bain-marie pendant 15 minutes. Apreés filtration, le filtrat a été ajusté a 100 mL avec

de I’eau distillée. L’infusé obtenu a été utilisé pour I’analyse phytochimique.
+ Anthocyanes

Dans un Erlenmeyer, 5 mL d’infusé ont été introduits, puis quelques gouttes d’HCI ont été

ajoutées. La présence d’anthocyanes est indiquée par 1’apparition d’une coloration rouge.
+ Tanins

5 mL d’infusé ont été prélevés, auxquels quelques gouttes de la solution de FeCl3 (5 %) ont

été ajoutées. La présence de tanins est indiquée par la coloration bleu noir.
+ Tanins galliques

Le filtrat a été saturé avec de 1’acétate de sodium (CH3COONa), puis quelques gouttes de

FeClI3 ont été ajoutées. Une coloration bleu foncé indique une réaction positive.

+ Saponosides

Deux tubes a essai fermés ont été pris. Au premier tube, 5 ml d’HCI (0,1 N) ont été ajoutés, et
dans le deuxieme tube, 5 mL de NaOH (0,1 N) ont été ajoutés. Dans chacun des tubes, 2 a 3
gouttes d’infusé ont été introduites, puis les tubes ont été agités verticalement pendant
quelques secondes et laissés reposer pendant 15 minutes. La présence de saponosides est

indiquée par 1’apparition d’une mousse persistante.
Deux cas probables ont été observés :

1. Dans le premier cas, si le méme volume de mousse est obtenu dans les deux tubes,
cela indique la présence de saponosides stéroidiens.
2. Dans le deuxieme cas, si une mousse plus grande et plus stable est formée dans le

milieu basique, cela indigque la présence de saponines tri-terpéniques.
+ Flavonoides

5 mL d’HCI ont été ajoutés a 5 mL de I’infusé, puis un copeau de magnésium (Mg) et 1 mL
d’alcool iso-butanol ont été ajoutés. La réaction est considérée comme positive lorsqu’une

coloration rouge orangé apparait.
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+ Glucosides

Quelques gouttes d’H2SO4 ont été ajoutées a 2 g de poudre végétale. L’apparition d’une

couleur rouge brique, puis violette, indique la présence de glucosides.
+ Stéroides

A 2,5 mL d’infusé, 2,5 mL d’anhydride acétique ont été ajoutés, puis 2,5 mL d’acide
sulfurique (H2SO4) ont été ajoutés. L’apparition d’une couleur verte indique la présence de

stéroides.
+ Coumarines

2 mL de I’infusé ont été mélangés avec 3 mL de NaOH (10 %). L’apparition d’une coloration

jaune indique une réaction positive.

L.7. Préparation de I’extrait sec de M. oleifera
Mode opératoire

10 g de la poudre tamisée ont été macérés dans 100 mL d’eau distillée chaude pendant 24
heures avec agitation. Apres filtration, le filtrat obtenu a été placé dans un cristallisoir et mis a
I’étuve a 40 °C pendant 48 heures, jusqu’a évaporation de I’eau. Par la suite, 1’extrait sec a été

raclé et conservé dans un flacon en verre a 4 °C jusqu’a utilisation ultérieure.

Le rendement d’extraction est déterminé par la formule suivante :

1
R%=§—2*100

R % : Rendement d’extraction.
P1 : Poids de I’extrait aprés évaporation de solvant.

P2 : Poids de la poudre utilisée pour I’extraction.
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1.8. Dosage des composés phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires amplement répandues dans le régne végétal
(Xiuzhen et al., 2007), s’impliquant dans certains criteres de qualité des végétaux, entre autre

la couleur, le gofit, I’amertume et 1’astringence (Milane, 2004; Macheix et al., 2006).

Principe

Le Folin-Ciocalteu est une méthode de quantification des composes phéenoliques, il s'agit
d’une méthode analytique biochimique nécessitant la prise d'échantillons, I'extraction des
composes phénoliques a partir de ces échantillons puis d'une mesure spectrocolorimétrique
des extraits (Boizot et charpentier, 2006). Les composes phénoliques réagissent avec le réactif
Folin-Ciocalteu et forment un complexe phosphotungstique/phospho-molybdéne de couleur
bleue, et l'absorption maximale dépend de la concentration des composés phénoliques. Le
changement de couleur du jaune au bleu indique la réaction et la formation du complexe
(Sharma et al., 2020).

L'acide gallique a été utilis¢ comme standard d’étalonnage pour déterminer la concentration
en composés phénoliques en se référent a la courbe d’étalonnage obtenue, et les valeurs sont

exprimées en mg équivalent d'acide gallique par gramme d'extrait sec (mg GAE/g MS).

Mode opératoire

% Préparation de I’échantillon

4 mg de I’extrait sec précédemment préparé ont ét¢ dissous dans 1000 pL d’eau distillée, ainsi
que la préparation du standard (acide gallique) qui a été traitée selon les étapes ci-dessous,

dans le but de déterminer la concentration en polyphénols des graines de Moringa oleifera.

1 mL du réactif de Folin (dilué 10 fois) a été ajouté a 200 puL d’échantillon ou de standard
avec des dilutions convenables.
*Aprés 4 minutes, 800 puL d’une solution de carbonate de sodium (75 mg/mL) ont été ajoutés

au milieu réactionnel.

* Le mélange a été incubé pendant une heure a température ambiante et a I’abri de la lumicre.

» [’absorbance a été mesurée a 760 nm.
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1.9. Evaluation de Pactivité antimicrobienne de D’extrait aqueux des graines de M.

oleifera

1.9.1 Evaluation de I’Activité antibactérienne
Le but de cette évaluation consiste a tester la sensibilité des souches étudiées (Staphylococcus
aureus ; Escherichia coli) a I’extrait aqueux de la poudre des graines de Moringa oleifera.

a. Repiquage des bactéries sur gélose nutritive

A T’aide d’une pipette Pasteur stérile, quelques colonies de Staphylococcus aureus sont
prélevées puis ensemencées sur gélose nutritive par la technique de quatre quadrants ensuite
incubées pendant 24h a 37°C.

Les mémes opérations sont répétées pour le repiquage d’Escherichia coli.

b. Coloration de Gram
v’ Préparation du frottis bactérien

Déposer une goutte d’eau, prélever une colonie bactérienne et étaler-la sur une lame, fixer
ensuite la lame a la chaleur. Recouvrez le frottis avec une solution de violet de Gentiane et
laisser agir pendant 60 secondes. Rincer ensuite a 1’eau, puis ajouter du Lugol et laisser agir
pendant 60 secondes. Décolorer avec I’éthanol pendant 45 secondes, rincer a ’eau. Ajouter
ensuite la fuschine et laisser agir pendant 60 secondes, rincer a I’eau puis sécher avec du
papier absorbant. Enfin, observer au microscope optique en utilisant I’huile d’immersion avec

un grossissement de 1000x.

Il. L’activité antimicrobienne
v Préparation de I’extrait aqueux

0.4 g de I’extrait sec de Moringa est dilué dans ImL du DMSO afin d’obtenir une solution

homogeéne.
v Préparation de la suspension bactérienne

A T’aide d’une pipette Pasteur stérile, des colonies de Staphylococcus aureus ou d’Escherichia
coli sont prélevées et trempées dans 1’eau physiologique tout en mélangeant jusqu’a
I’obtention d’une suspension mére troublée. La standardisation de la suspension bactérienne

est réalisée a I’aide d’un spectrophotometre a une longueur d’ondes de 620nm.
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Ensemencement des souches

Un écouvillon stérile est trempé dans la suspension bactérienne, I’excés d’inoculum est enlevé
par pression sur les bords du tube, I’écouvillonnage est réalisé¢ réguliérement sur la gélose
Mueller Hinton en tournant la boite 60° jusqu’a I’ensemencement de la totalité de la surface.
Ensuite a I’aide d’une pince stérile 4 disques du papier wattman sont déposés et imprégnes par
la solution de I’extrait de Moringa a 1’aide d’une micropipette de 10 puL. Un, disque de papier
wattman stérile imbibé de 10uL de DMSO est considéré comme témoin négatif. L’opération

est réalisée on duplicata pour les deux souches.

Antibiogramme

Dans le but de déterminer la sensibilité des deux souches bactériennes vis-a-vis des
antibiotiques, celles-ci ont été ensemencées par écouvillonnage sur gélose Mueller Hinton.
Ensuite, a I’aide d’une pince stérile des disques d’antibiotiques sont déposés.

Staphylococcus aureus a été testée avec les antibiotiques suivants : Gentamicine (CN),
Amikacine (AK), Cephalotine (CF), Penicillin (P), Augmentin (AMC), Imipinem (IMP),
tandis que Escherichia coli a été testée avec la Gentamicine(CN), Colistine (CLM),
Ceftazidine (CAZ), Amoxicilline (AX), Ciprofloxacine (CIP), Augmentin (AMC).

I11. Evaluation de I’activité antibiofilm

Dans le but de détecter les souches formatrices de biofilm, la méthode de 1’ensemencement
sur la gélose Rouge Congo agar (RCA) a éte utilisée.

Chaque souche standardisée, est ensemencée séparément et aseptiquement par la méthode de
quatre quadrants en surface sur une boite du Rouge Congo, ensuite les boites sont placées
dans I’étuve a 37° C pendant 24 h.

Les bactéries formatrices de biofilm apparaissent noires avec une surface rugueuse et
un cristallin de consistance seche ou le colorant Rouge Congo interagit directement avec
certains polysaccharides bactériens formant un slime contrairement aux colonies non

formatrices qui restent rouge avec une surface lisse.

La méthode de diffusion sur gélose a été également utilisée pour déterminer I’activité
antiadhésive de I’extrait aqueux de la poudre de Moringa oleifera vis-a-vis de S. aureus, sur le
milieu Rouge Congo Agar (RCA).

Deux boites de Pétri contenant la gelose Rouge Congo Agar ont eté ensemencées avec la

suspension standardisee de la souche S. aureus ATCC 25923, par stries a 1’aide d’un
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écouvillon. Ensuite, des disques de papier wattman stériles ont été déposes aseptiquement sur
la surface de la gélose et imprégnés par 10 puL de I’extrait. L’incubation a été réalisée a 37° C
pendant 24 h. L’évaluation de I’activité antibactérienne et anti biofilm a été apprécié par la

mesure de diametre des zones claires (mm) qui se forme autour des disques.

IV. Evaluation de I’ activité antifongique

v" Repiquage d’Alternaria sp. sur gélose Sabouraud

A I’aide d’une anse a boucle stérile un fragment du mycélium d’Alternaria sp est déposé au
milieu d’une boite de Pétri contenant la gélose Sabouraud, puis incubées a 28°C pendant 6

jours.
v' Ensemencement des boites sur gélose PCA

A T’aide d’une pipette Pasteur stérile un disque du champignon d’Alternaria est déposé au
milieu d’une boite de Pétri contenant la gélose PCA, Ensuite a I’aide d’une pince stérile, 4
disques de papier wattman stériles sont déposés et imbibés par 10 pL de I’extrait aqueux de
Moringa. Un témoin négatif a été préparé sans 1’extrait.

L’incubation a été réalisée a 28°C pendant 6 jours.

Le pourcentage d’inhibition a été calculé comme suit :

P% : Pourcentage d’inhibition
Dt : Diamétre de la colonie du témoin

D : Diamétre de la colonie en présence de I’extrait
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Résultats et discussion

I-Résultats

I.1. Résultats d’analyse physico-chimique des graines de Moringa oleifera

Les résultats de quelques parametres physico-chimiques des graines de Moringa oleifera

sont résumés dans le tableau 11, Il est présenté sous forme de moyenne de deux essais +

I’écart- type (ET).

Tableau 111 : Paramétres physico-chimiques des graines de Moringa oleifera.
Parametres Teneur en moyenne
Taux d’humidité (%0) 5+1,6

pH 6,4+0,34

Teneur en cendres (%) 3,59+0,02

Acidité titrable (%0) 3,5+1,4
Matiere organique (%) 96,41+0,02

Taux des sucres totaux (g/L) 4,11+0,5

Taux des sucres réducteurs (g/L) 00

Taux de saccharose (g/L) 3,90+0,48

I.2. Résultats d’analyse phytochimique de la poudre des graines de Moringa oleifera

L'analyse phytochimique est I'étude de la composition chimique des plantes, vise a

identifier et a caracteriser les différents composés présents dans les végétaux, appelés

métabolites secondaires. Ces métabolites ne sont pas directement impliqués dans la

croissance et la survie de la plante, mais ils jouent de nombreux réles importants dans la

thérapie. Les résultats de I’analyse phytochimique sont présentés dans le tableau suivant :
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Tableau 1V : Résultats de I’analyse phytochimique de la poudre des graines de M. oleifera.

Métabolites secondaires

Couleur ou caractere

Quantité dans les graines

Anthocyanes Rouge +
Tanins Bleu - -
Tanins galliques Orange - -
Saponines stéroidiennes :
Saponosides méme volume - -
Saponines tri-terpéniques : +++
Milieu Basique >
Glucosides Rouge brique +++
Flavonoides Rouge orangé -
Coumarines Jaune -
Stéroides Rouge brique -

Soit : (-) : négatif ; (+) : faiblement positif ; (++) : Positif ; (+++) : Fortement positif.

1.3. Rendement en extrait sec

Les rendements obtenus en extrait sec des graines de Moringa oleifera sont cités dans

le tableau ci-dessous

Tableau V : Rendement en extrait sec de la poudre des graines de Moringa oleifera.

Poids de I’extrait apres évaporation (g)

Rendement (%)

4,39

1.4. Dosage des Polyphénols totaux

Le taux de polyphénols totaux de I’extrait aqueux calculé est de 40,32+ 6,79 (mg EAG/gMS).
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1.5. Activité antibactérienne

Les résultats de 1’activité antibactérienne sont présentes dans le tableau ci-dessous.

Tableau VI : Résultat de 1’activité antibactérienne

Bactérie Diametre des zones d’inhibition (mm)
Escherichia coli ATCC 25922 11,33+1,52

Staphylococcus aureus ATCC 72
25923

1.6. Activité antibiofilm

L’effet antibiofilm de I’extrait aqueux de Moringa oleifera sur S. aureus ATCC 25923

calculé est de 14,5 + 1,94mm.

Tableau V11 : Résultats de I’antibiogramme de Staphylococcus aureus

Antibiotiques Zones d’inhibitions (en mm)
AK 20

CF 33

AMC 20

IMP 0

P 0

CN 29

Tableau V111 : Résultats de I’antibiogramme d’Escherichia coli.

Antibiotiques Zones d’inhibitions en (mm)
CLM 17
CAZ 27
CIpP 43
AX 20
AMC 27
CN 25
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1.7. Activité antifongique.
L’activité antifongique de 1’extrait aqueux de M. oleifera a montré une capacité inhibitrice de

14,70 % sur Alternaria sp.
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I1-Discussion

La teneur en eau reste un élément crucial a inclure dans une table de composition des
aliments, étant donné sa variabilité, notamment dans les aliments d'origine végétale, ce qui
influence la composition globale de I'aliment (Greenfield et Southgate, 2003). Selon les
résultats des analyses physico-chimiques obtenus dans cette étude, le taux d'humidité est de 5
%. Ces résultats concordent avec ceux rapportés dans la littérature. Par exemple, selon Ben
Aldjia et Bichari (2005), les graines oléagineuses présentent des taux d’humidité variant entre
3 et 9 % selon I'espéce et la variété. Pour les graines de Moringa oleifera, la teneur en eau est
estimée a 6,3%, une valeur relativement basse qui contribue a réduire l'activité de I'eau,
responsable des réactions d'altération, favorisant ainsi un bon stockage des graines. Des
recherches ont également déemontré qu'une réduction de la teneur en eau conduit a un meilleur
rendement en huile. Des variations sont attribuées a des facteurs tels que la géographie, la
composition du sol, le climat de culture, le stade de maturation et le moment de la récolte des

graines, ainsi que la méthode d'extraction utilisée (Compaoré et al., 2011).

Les variations du pH indiquent une activité métabolique de la microflore impliquée. Dans ce
contexte, une valeur de pH légérement acide, proche de la neutralité, a été enregistrée, avec
une mesure de 6,4. Cette valeur suggére une activité métabolique active mais équilibrée,
typique des phases intermédiaires de nombreuses fermentations ou I'acidité n'est pas excessive
et ou les conditions sont favorables pour le maintien d'une diversité microbienne bénéfique
(Ould El Hadj et al., 2001).

L'humidité excessive des graines de Moringa oleifera peut entrainer des changements dans le
pH en favorisant la croissance de microorganismes qui produisent des métabolites acides ou
alcalins. Par exemple, des conditions de stockage humides peuvent augmenter la prolifération

microbienne, modifiant ainsi le pH des graines (Bais et Srivastava, 2017).

La teneur en cendres des graines de Moringa oleifera est de 3,59 %, une valeur proche de celle
rapportée dans une étude antérieure réalisée par Yehe et Gbassi (2019), qui indique un
pourcentage de I'ordre de 3,32 + 0,19%. Cette similitude souligne la haute concentration en
minéraux présents dans les graines de Moringa oleifera. D’apres le journal africain sur
I'alimentation, l'agriculture, la nutrition et le développement, le Moringa est trés riche en
protéines, en micronutriments et en éléments minéraux.

La matiere organique des graines de Moringa oleifera est estimée a 96,41%, ce qui témoigne

de leur richesse en nutriments essentiels comme les vitamines, les protéines et les
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antioxydants. Cette composition unique en éléments organiques en fait une plante

particulierement bénéfique pour la santé (Brosché et Schmitz-Eiberger, 2018).

Les graines de Moringa oleifera ont une teneur en sucres trés faible (3,90+0,48), ce qui leur
confére une certaine amertume. Selon Olagbemide et Alikwe (2014), cette amertume est
principalement due a la présence de composés phytochimiques tels que les alcaloides, les
flavonoides et les tanins. Ces composes sont responsables du godt distinctif du Moringa. De
plus, la concentration en nutriments et en antioxydants peut également influencer ce godt

spécifique.

Les résultats de notre étude révélent que les graines de Moringa oleifera sont relativement
riches en divers métabolites secondaires, y compris les anthocyanes, les saponosides, les
glucosides. En revanche, nous n'avons pas détecté de tanins, de tanins galliques, stéroides ni
de coumarines ou de flavonoides. Cette absence de flavonoides peut étre attribuée a des
processus physiologiques tels que la reproduction, la croissance cellulaire et la maturation des
fruits (Boizot et Charpentier, 2006).

L'analyse phytochimique des graines de Moringa oleifera, a démontré une concentration
notable en phénols totaux qui est de 40,32+6,79, ce qui concorde avec les résultats obtenus par
Bennett et al., (2003). Les coumarines et les tannins étaient présents a des niveaux minimes.
Ces résultats corroborent les conclusions d'études antérieures menées au Malawi, soulignant
I'influence de facteurs environnementaux tels que I'origine géographique et la saison de récolte
sur la composition phytochimique des graines. Par ailleurs, I'étude récente de Chigurupati et
al., (2022) sur les feuilles de la plante a identifié la présence significative de saponines et de
glycosides phénoliques, mettant en évidence la diversité des métabolites secondaires dans
differentes parties de la plante et leur potentiel pour des applications pharmacologiques et

nutritionnelles.

L'activité antimicrobienne de I'extrait aqueux des graines de Moringa oleifera a été évaluée
par la méthode des disques imbibés, révélant des résultats variables quant a I'inhibition de la
croissance microbienne. Nos observations ont montré des zones d'inhibition variables sur
Staphylococcus aureus ATCC (25923) (7£2mm) et Escherichia coli ATCC (25922) avec des
zones plus larges (11,33+1,52mm).Ces résultats sont cohérents avec les études antérieures qui

mettent en évidence les propriétés bioactives des composés présents dans les graines de
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Moringa oleifera, justifiant ainsi la poursuite des investigations pour leur exploitation dans le

domaine de la médecine et de la santé publique.

Cette observation contraste avec les résultats plus significatifs rapportés par Dewangan et al.,
(2010) ; Abdulmoneim et Abu Zaid (2011), indiquant une différence dans I'efficacité
antimicrobienne en fonction des extraits utilisés et des conditions expérimentales appliquées.
Ces comparaisons soulignent la nécessité d'une exploration approfondie des mécanismes
d'action des extraits de Moringa oleifera et de leur potentiel pour le développement d'agents

antimicrobiens efficaces.

Dans une autre étude réalisée par Sahar et al., (2014) sur I’activité antibacterienne et les
caractéristiques phytochimiques du Moringa oleifera, (graines, feuilles et fleurs), il a été
constaté que la souche bactérienne S. aureus est trés sensible a forte concentration de 1’extrait
de fleurs de Moringa ou le diamétre moyen d’inhibition a été estimé de (9mm) contre (7mm)

dans notre cas.

L’extrait aqueux des graines de Moringa oleifera a démontré un effet inhibiteur marqué sur la
formation de biofilm de Staphylococcus aureus ATCC 25923, avec des diametres de zones
d’inhibition de I’ordre de (14,5+1,94mm). Ce résultat met en évidence le potentiel des extraits

de graines de Moringa oleifera comme agents antibiofilm contre cette bactérie pathogene.

Dans I’étude d’Anggia et al., (2022) I’inhibition du développement et de la formation de
biofilm se produit en 24 heures grace a I’extrait de feuille de Moringa & une concentration de
75 % et ’extrait de feuille de Moringa de montagne, a la méme concentration.

Nos observations rejoignent celles d'Anggia et al., (2022), qui ont étudié I'effet des extraits de
feuilles de Moringa sur la formation de biofilm. Ces résultats soulignent I'importance de la
concentration et du type d'extrait dans I'efficacité contre la formation de biofilm.

En résumé, notre etude et les recherches mentionnées appuient I'idée que les extraits de
Moringa oleifera, notamment ceux provenant des graines, possedent des propriétés
potentielles pour lutter contre la formation de biofilm de Staphylococcus aureus. Cependant,
la standardisation des méthodes d'extraction, la concentration optimale d'extrait et la
variabilité géographique de la plante sont des aspects critiques a considérer pour maximiser

leur efficacité dans diverses applications médicales et industrielles.
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Les résultats obtenus sur 1’antibiogramme montrent que Staphylococcus aureus présente une
sensibilité notable a plusieurs antibiotiques, comme en témoignent les diametres des zones
d’inhibition observés : la CN avec un diameétre de 29 mm, AK avec 20 mm, CF avec 33 mm,
et AMC avec 20 mm. En revanche, cette espéce s'est révelée complétement résistante a IMP

et P avec des diamétres d’inhibition nuls (0 mm).

Pour Escherichia coli, nos observations indiquent une grande sensibilité a CIP avec 43mm et
a CAZ et AMC avec 27mm. Une sensibilitt moyenne & CN qui est de 25mm, et une

sensibilitée légerement faible a AX avec 20 mm et CLM avec 17mm.

Dans notre étude, nous avons observé des différences dans les résultats d'activité
antibactérienne de I'extrait aqueux des graines de Moringa oleifera par rapport a d'autres
recherches antérieures. Ces variations peuvent étre expliquees par plusieurs facteurs liés aux
conditions expérimentales et aux méthodologies utilisées. Premierement, les conditions de
croissance des microorganismes utilisés pour évaluer I'activité antibactérienne peuvent varier
d'une étude a l'autre. Les différences dans le milieu de culture, la température, et d'autres
parameétres peuvent influencer la croissance bactérienne et, par conséquent, I'efficacité percue
de I'extrait de Moringa (Bennett et al., 2003). Deuxiemement, les méthodes de préparation des
extraits de Moringa peuvent différer considérablement entre les études. Des variations dans
les techniques d'extraction, telles que l'utilisation de différents solvants, les ratios plante-
solvant, et les conditions de température et la durée d'extraction, peuvent affecter la leur
activité biologique des extraits et donc leur activité biologique (Bennett et al., 2003).

Troisiemement, la qualité des extraits de Moringa peut étre influencée par des facteurs tels
que la variété de la plante, les conditions de culture, et les méthodes de stockage. Ces
variables peuvent introduire des variations dans la concentration et la composition des
composés actifs présents dans les extraits, ce qui peut avoir un impact direct sur leur efficacité

antibactérienne observée (Bennett et al., 2003).
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Enfin, les protocoles expérimentaux utilisés pour évaluer I'activité antimicrobienne peuvent
également varier d'une étude a l'autre. Des différences dans les techniques de test de
sensibilité des microorganismes, telles que la méthode de diffusion sur gélose, les
concentrations d'échantillon testées, et les critéres d'interprétation des résultats, peuvent

contribuer aux variations observées dans les diameétres d'inhibition (Bennett et al., 2003).

Dans notre étude, nous avons observé une activité antifongique faible de I'extrait des graines de

Moringa oleifera sur Alternaria, avec une inhibition mesurée a 14,70%.

Nos résultats sont différents de ceux rapportés par EI-Mohamedy et Aboelfetoh (2014) dans
leur étude sur l'activité antifongique de diverses parties de la plante Moringa oleifera. Ces
auteurs ont démontré que les racines, les feuilles et les enveloppes des gousses de Moringa
oleifera présentaient une activité antifongique significative contre plusieurs agents pathogénes
responsables de la pourriture des racines et des maladies foliaires, a toutes les concentrations
testées. Toutefois, il est important de noter que les différences dans les méthodologies
expérimentales, telles que les concentrations d'extrait utilisées, les techniques de test
antifongique et les souches de champignons spécifiques évaluées, peuvent influencer les
résultats obtenus. Une standardisation rigoureuse des méthodes expérimentales est donc

essentielle pour assurer la comparabilité et la validité des résultats entre les différentes études.

Ces résultats mettent en évidence la variabilité de la sensibilité des souches bactériennes aux
antibiotiques testes, ce qui peut étre influencé par plusieurs facteurs tels que la résistance
acquise, les mécanismes de résistance spécifiques a chaque antibiotique, ainsi que la
concentration et la formulation des agents antimicrobiens utilisés dans les tests.
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Conclusion et perspectives

La plupart des espéces végétales possedent des vertus thérapeutiques, et présentent une source
inépuisable de composés naturels, bioactifs qui agissent directement sur l'organisme. Ces
espéces vegetales dites plantes médicinales, jouent un réle déterminant dans la préservation de
la santé humaine. Parmi ces plantes, Moringa oleifera, qui est une plante consommeée dans la
plupart des régions du monde pour ses nombreux bienfaits. Les graines de cette plante
possedent des propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales, antidiabétiques,
antihypertensives et antioxydantes. A cet effet, plusieurs analyses de caractérisations ont été
réalisées sur ses graines a savoir : I’analyse physicochimique, le dosage des composés

phénoliques, ainsi que les effets anti biofilm, antibactérien et antifongique.

L’analyse phytochimique révele que les graines de Moringa oleifera renferment une quantité
importante de métabolites secondaires tels que les polyphénols 40,32+6,79mg EAG/g MS, les
anthocyanes, les glucosides et les saponosides, connus pour leurs propriétés biologiques et
thérapeutiques bénéfiques. De plus, I'¢tude de l'activité antibactérienne indique que 1’extrait
aqueux des graines a un effet modérée vis-a-vis de Staphylococcus aureus ATCC 25923 avec
un diametre de (7+2mm), ainsi que, un effet marqué vis- a- vis d’Escherichia coli ATCC
25922 avec une zone d’inhibition de (11,33 + 1,52mm).

De méme, l'analyse de l'activité anti biofilm montre que I’extrait aqueux, présente un large
spectre d'action contre les biofilms formés par la souche de Staphylococcus aureus ATCC
25923, avec une zone d'inhibition de (14,5+1,94mm).

La comparaison des résultats obtenus dans cette étude avec ceux des études antérieures

suggere que l'extraction aqueuse par macération permet d‘atteindre un rendement supérieur.

L'objectif principal de cette recherche était de valoriser la médecine traditionnelle de la plante
Moringa oleifera et de fournir des preuves scientifiques de ses effets anti biofilms et ses

propriétés antimicrobiennes, potentiellement exploitables dans I'industrie pharmaceutique.
Pour enrichir cette étude, nous suggérons d'explorer les perspectives suivantes :
-Promouvoir la culture du Moringa dans les régions adaptées climatiquement.

-1l serait intéressant de travailler sur d’autres parties de la plante étudiée avec d’autres especes

microbiennes.
-Evaluation de Iactivité biologique de cette plante par d’autres méthodes in vitro.
-Exploiter les propriétés médicinales du Moringa, notamment ses effets anti-inflammatoires et

antioxydants.
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Annexe

Annexel: réactifs et solvants, appareillage, verrerie et autres matériel (tableau 1X).

Reactifs et solvants Appareillage Verrerie et autres materiel
-Eau physiologique - Agitateur -Boites de pétri 2 90 mm
-Eau distillée - Autoclave de paillasse de diamétre
-FeCl; - Bain marie - Ecouvillon
-Acétate de sodium - Balance - I?ntonnoir
-Magnésium - Balance de précision - Eprouvettes graduées
-Ammoniaque 0,001g - Flacons stériles

-Chloroforme

-NaOH

-Alcool isobutanol

- H,SO4

- Lugol

- HCI

- Carbonate de sodium
Na,CO3

- Acétate de zinc

- Folin-Ciocalteu

- Anhydride acétique

- Etuve

- Four a moufle
- pH-métre

- Réfrigérateur

- Spectrophotometre
visible

- Broyeur
- Agitateur magnétique
- Bec bunsen

- Dessiccateur

- Micropipettes (de
10pL a 1000pL)

- Anse a boucle

- Papier aluminium

- Tubes & essai stériles
- Béchers

- Erlenmeyer

- Fiole jaugé

- Entonnoirs

- Cristallisoirs

- Burette de graduation
- Pipettes Pasteur

- Papiers Wattman.

- Papiers filtre

- Passoir

- Spatule

- Verre de montre.

- Capsule en porcelaine.
- Barreau magnétique.

- Pince stérile




Annexe

Annexe 2 : Résultats de I’analyse phytochimique (tableau X).

Tests

Observations

Anthocyanes

Tannins

Tannins galliques

Résultats




Saponosides

Annexe

Flavonoides

+++

Glucosides

Stéroides

+++




Annexe

Coumarines

Annexe3 : Résultats de certains parameétres physicochimiques des graines de la plante
étudiée (tableau XI).

Sucres totaux Sucres réducteurs Acidité titrable

®
JOAN LAB
|

BORO3.3

B 250m|

Annexe 4 : milieux de culture utilisés (tableau XII).

Milieux de Utilisation Composition
cultures
Muller Gélose riche pour la Infusion de viande de boeuf : 300ml
Hinton réalisation de Peptone de caséine : 17,59 Amidon : 1,5
I’antibiogramme standard
Agar :17,0g pH :7,4




Annexe

Gélose
Rouge- Congo

Milieu de culture Utilisé
Pour
I’étude des biofilms

Poudre BHIB : 18,59 Agar : 59
Saccharose : 25g Rouge Congo : 0,4 g
pH: 7,4

Gélose PCA

Milieu de culture utilisé
pour
I’étude de I’activité
antifongique.

Poudre de caséine : 5g Extrait de levure :
2,5g Glucose : 1g
Agar : 159




Annexe

Annexe 5 : Courbe d’étalonnage du dosage des polyphénols totaux

v Préparation de la gamme étalon

Une courbe d'étalonnage est préparée a partir de la solution mere (SM) 100 pg/ml, on prépare
des dilutions allant de 10 a 100mg/ml selon le tableau suivant :

v’ Préparation des dilutions d’acide gallique

Concentration pg/ml {100 |90 |80 |70 |60 |50 |40 |30 |20 |10 |O
Volume SM (ul) 1000 | 900 | 800 | 700 | 600 | 500 | 400 | 300 | 200 | 100 | O
Volume E.D (ul) 0 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800 | 900 | 1000

Ensuite chaque dilution est traitée selon le protocole décrit ci-dessous :

1/200 pl de I’échantillon + 1000 pl du réactif de Folin (dilué 10 fois) + 800 ul de Na2CO3
(7,5%).

2/Incubation a T° ambiante et a 1I’obscurité pendant 60min

3/Lecture des DO a 760 nm



Annexe 6 : Résultats du dosage de 1’acide gallique.

Annexe

Figure 7 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique.

Dilutions | 10 20 30 40 50 60 70 80 90
DO 0.117 0.408 | 0.729 0.802 1.179 1.396 1.500 1.541 1.600
100
1.671
DO a 760nm
2
1.8
- y=0.0172x + 0.1576
1.6 v
\Y//é R2=0.9237
14 O
1.2 v DO
1 —— Linéaire (DO)
//
0.6
0.4 '
0.2
o
n T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120




Annexe

Annexe 7: Résultat de 1‘essai de formation de biofilm (a) : Absence des colonies noires sur
la gélose ensemencee par E. coli ; (b) : Présence de colonies noires développées par S.
aureus.

(b)
Annexe 8 : Résultats de I’activité antibiofilm (a) : présence de zones d’inhibitions
significatives sur témoin + ; (b) : présence de petites zones d’inhibitions sur le témoin négatif




Annexe

Annexe 9 : Coloration de Gram (a) : Staphylococcus aureus ; (b) : Escherichia coli.
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Annexe 10 : Morphologie d’Alternaria sp.
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Résumé

Moringa oleifera, appartenant a la famille des Moringacées, est un arbre originaire des régions subtropicales et tropicales de
I'Inde, réputé pour ses multiples applications nutritionnelles et médicinales. Grace a ses propriétés exceptionnelles, il suscite
un intérét croissant dans divers domaines de recherche, allant de la santé a I'industrie. Cette étude se concentre sur I'analyse
physico-chimique, phytochimique et biologique des extraits de graines de Moringa oleifera.

L’analyse phytochimique a révélé la présence de composés secondaires bioactifs tels que les stéroides, les glucosides et les
saponines. La teneur en polyphénols totaux, mesurée est de 40,33+6,79mg EAG/g MS. Pour évaluer la capacité des souches
bactériennes a former des biofilms, la méthode du Rouge Congo (RC) a été employée sur un milieu solide. Deux souches
bactériennes, a savoir Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Escherichia coli ATCC 25922, ont été testées. Seule S. aureus
ATCC 25923 a été révélée formatrice de biofilm.L’effet antibiofilm de 1’extrait aqueux de graines de Moringa oleifera, 4 %
avec une zone d’inhibition de (14,4+1,94mm) De plus, ’activité antibactérienne de I’extrait aqueux vis-a-vis de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Escherichia coli ATCC 25922, a révélé une activité inhibitrice avec des zones
d’inhibition de (7+£2mm) et (11,33+1,52mm) respectivement.Par ailleurs, I’activité antifongique de 1’extrait aqueux a montré
une faible capacité inhibitrice (14,70 %) sur Alternaria sp. Ces résultats soulignent le potentiel de ’extrait de graines de
Moringa oleifera en tant qu’agent antibactérien, antibiofilm et antifongique, ouvrant des perspectives pour son utilisation
dans des applications médicales et industrielles.

Mots clés : Moringa oleifera, polyphénols totaux, extrait aqueux, activité anti biofilm, activité antibactérienne.

Summary

Moringa oleifera, belonging to the Moringaceae family, is a tree native to the subtropical and tropical regions of India,
renowned for its multiple nutritional and medicinal applications. Thanks to its exceptional properties, it is attracting growing
interest in various fields of research, ranging from health to industry. This study focuses on the physicochemical,
phytochemical and biological analysis of Moringa oleifera seed extracts.

Phytochemical analysis revealed the presence of bioactive secondary compounds such as steroids, glucosides and saponins.
The total polyphenol content measured is 40.33+6.79mg EAG/g DM.

To evaluate the ability of bacterial strains to form biofilms, the Congo Red (RC) method was used on a solid medium. Two
bacterial strains, namely Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Escherichia coli ATCC 25922, were tested. Only S.
aureus ATCC 25923 was found to be a biofilm former.

The antibiofilm effect of the aqueous extract of Moringa oleifera seeds, 4% an inhibition zone (14.4+1.94mm).

In addition, the antibacterial activity of the aqueous extract against Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Escherichia coli
ATCC 25922, revealed an inhibitory activity with inhibition zones of (7£2mm) and (11.33+1.52 mm) respectively.
Furthermore, the antifungal activity of the aqueous extract showed a low inhibitory capacity (14.70%) on Alternaria sp.
These results highlight the potential of Moringa oleifera seed extract as an antibacterial, antibiofilm and antifungal agent,
opening prospects for its use in medical and industrial applications.

Keywords: Moringa oleifera, total polyphenols, aqueous extract, anti-biofilm activity, antibacterial activity.



