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Résumé :

Moringa oleifera est un arbre appartenant a la famille des moringacées, originaire d’Inde.
Est une plante d’intérét nutritionnel et médicinal, se trouve dans les régions tropicales. Le
présent travail s’intéresse a 1’étude physico-chimique, phytochimique ainsi qu’a 1’évaluation
des activités biologiques des extraits des graines de Moringa oleifera. Le screening
phytochimique a révélé la présence de composés secondaires actifs tels que les stéroides, les
anthocyanes, les glucosides et les saponosides. Le rendement d’extrait sec est de 25%. Quant
aux résultats du dosage des polyphénols totaux par la méthode de reactif Folin-Ciocalteau, ils

montrent que 1’extrait aqueux présente une teneur de 43,21 + 0.5 mg EAG/g MS.

Deux souches ont été testées pour leur aptitude a former des biofilms sur milieu solide par
la méthode Rouge Congo (RC), a savoir, Staphylococcus aureus ATCC25923 et Escherichia

Coli ATCC25922. C’était avéré que, seule S. aureus est formatrice du biofilm.

L’activité anti biofilm des extrait aqueux (extrait pur, extrait dilué '2) des graines de
Moringa oleifera, a été évaluée sur milieu solide par la méthode de diffusion sur gélose Rouge
Congo, ont montré un effet trés important avec des diamétres des zones d’inhibition (23 mm et

19 mm) respectivement.

Ainsi, ’activité antibactérienne des extraits aqueux (pur et dilué }%) a été évaluée sur milieu
Mueller Hinton. L’extrait pur et dilué a exhibé un grand effet inhibiteur de la croissance de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 et un effet moyen contre Escherichia coli ATCC 25922

avec des diametres des zones d’inhibition (20 mm et 14 mm) et (9 mm 8 mm) respectivement.

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

antibactérienne.



Abstract:

Moringa oleifera is a tree belonging to the Moringaceae family, native to India. Is a plant of
nutritional and medicinal interest, is found in tropical regions. This work focuses on the
physicochemical and phytochemical study as well as the evaluation of the biological activities
of Moringa oleifera seed extracts. The phytochemical screening revealed the presence of active
secondary compounds such as steroids, anthocyanins, glucosides and saponosides. The yield
of the dry extract is 25%. As for the results of the assay of total polyphenols by the Folin-
Ciocalteau reagent method, they show that the aqueous extract has a content of 43.21 + 0.5 mg
EAG/g DE.

Two strains were tested for their ability to form biofilms on solid medium by the Congo
Red (CR) method, namely, Staphylococcus aureus ATCC25923 and Escherichia Coli
ATCC25922. It was proven that only S. aureus is former of the biofilm.

The anti-biofilm activity of the aqueous extract (pure extract, %2 diluted extract) of Moringa
oleifera seeds, was evaluated on a solid medium by the diffusion method on Congo Red agar,
showed a very significant effect with diameters of the areas of inhibition (23 mm and 19 mm)
respectively.

Thus, the antibacterial activity of the aqueous extracts (pure and diluted %2) was evaluated
on Mueller Hinton medium. The pure and diluted extract exhibited a great inhibitory effect on
the growth of Staphylococcus aureus ATCC 25923 and an average effect against Escherichia
coli ATCC 25922 with diameters of the zones of inhibition (20 mm and 14 mm) and (9 mm 8

mm) respectively.

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

antibacterial activity.
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Introduction générale

L’utilisation des plantes comme source de médicament a été¢ exploitée depuis des
millénaires par ’homme, certains produits naturels d’origine végétale sont devenus des
alternatifs efficaces aux composes chimiques qui ont plusieurs effets indésirables sur la santé
(Fernnell et al. 2004).

Il'y a de plus en plus de preuves pour prouver que les plantes médicinales peuvent
représenter un traitement alternatif pour les cas non graves de maladies infectieuses. Ils
pourraient également servir de source potentielle d'antibiotiques nouveaux et bon marché aux
quels les souches pathogénes ne sont pas résistantes. Plusieurs travaux ont fourni la base
scientifique de I'utilisation populaire des plantes contre les maladies infectieuses (Kitula,
2007). Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, les plantes médicinales seraient la meilleure
source pour obtenir une variété de médicaments. Par conséquent, ces plantes ont été étudiées

pour une meilleure compréhension de leurs propriétés médicinales (Kunle et al.2012).

Les biofilms sont des communautés microbiennes sessiles qui colonisent et se développent
sur des surfaces par des substances polymeres extracellulaires autoproduites, ces films sont
omniprésents dans la nature et dans les environnements médicaux et techniques (Potera, 1999).
Les biofilms pathogénes peuvent poser de sérieux problemes a la santé humaine en raison de
leur capacité a tolérer les antibiotiques conventionnels, les systemes de défense de I'h6te et les
stress externes, ainsi, ils contribuent a la persistance des infections bactériennes chroniques
(Costerton et al. 1999; Hoffman et al. 2005).

Staphylococcus aureus est l'agent causal d'un large éventail d'infections aigués et
chroniques. Il présente souvent une résistance aux antibiotiques et est responsable d'épidéemies

mondiales d'infections nosocomiales (Lowy, 1998).

Les plantes sont des sources majeures d'agents antimicrobiens et d'autres produits
pharmaceutiques. Divers métabolites secondaires des plantes ont montré qu'il possédait une

activité anti biofilm contre S. aureus (Kwiecinski et al. 2009 ; Lee et al. 2013 ; Lee et al. 2014).

Dans ce présent travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude de 1’espéce Moringa
Oleifera qui est une plante d'une grande utilité dans plusieurs domaines, chacune de ses parties
contiennent différents profils de biomolécules importantes et présentent une caractéristique
spécifique. Elle est d’usage courant en médecine populaire et en alimentation humaine et

animale dans les sociétés africaines et asiatiques (Aberra et al. 2011).
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Plus particuliérement, on s’intéresse a 1’¢tude des graines, cette partie des plantes sont
parmi les produits botaniques nutritifs les plus utiles avec des valeurs économiques élevées.
Elles ont des propriétés antimicrobiennes. Les graines de M. oleifera sont connues par leur
divers composés polyphénoliques bioactifs, tels que l'acide gallique, la quercétine, la
myrécitine, la rutine et l'acide férulique, qui ont des propriétés antimicrobiennes et
antioxydantes. Les graines de Moringa sont également utilisées dans le domaine industriel et
agricole (Ferreira et al. 2008; Dalen et al. 2011; Singh et al. 2013).

Notre travail est divisé en trois parties, la premiere partie est consacré a une étude
bibliographique qui porte des généralités sur la plante étudiée, les métabolites secondaires des
végétaux et des généralités sur les biofilms particulierement les biofilms formés par
Staphylococcus aureus et I’activité antibactérienne. La deuxiéme partie illustre le matériel et
les méthodes utilisées, et la troisieme partie regroupera les résultats obtenus et leurs

discussions. Enfin, une conclusion générale et les perspectives.
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Moringa oleifera
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I.1. Historique et généralites

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. On inde, il est appelé
indifféeremment Drumstick pour rappeler la forme de 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 nébéday, nom
vraisemblablement dérivé de I'anglais "Never die” (immortel), en référence a sa capacité de
résistance a la secheresse, a son aptitude a se propager rapidement a partir de semis ou de
boutures et a se régénérer méme apres des coupes tres séveres (Ramachandran et al. 1980;
Fuglie, 2001).

Les arbres du genre Moringa sont connus et utilisés depuis I'antiquité par les Romains, les
Grecs et les Egyptiens. Ces derniers cultivaient Moringa peregrina a des fins médicinales pour
extraire I'huile contenue dans les graines. 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).
1.2. Définition

Moringa oleifera Lam. (Synonyme : Moringa pterygosperma Gaertner) appartient a la
famille monogénérique des arbustes et arbres de Moringaceae. Cette famille est dite
monogénérique car ne comporte qu’un seul genre « Moringa », qui comprend environ 13
especes (Foidl et al. 2001; Houndji et al. 2013). 1l est qualifié « d’arbre de vie », « d’arbre
miracle » ou plante divine (Fuglie, 2001 ; Olson, 2001). Est 1’une des espéces les plus connues
et plus utilisées au monde en raison de ses nombreuses potentialités médicinales, industrielles,

nutritionnelles et environnementales (Boukandoul et al. 2017).
1.3. Repartition géographique

Moringa oleifera est un arbre originaire d’Himalaya, au nord-est de 1’Inde, au
Bangladesh, Afghanistan et Pakistan. 1l a été introduit dans toutes les régions tropicales et
subtropicales et se naturaliser dans de nombreux pays africains. Cet arbre a une vaste étendue
géographique, distribution dans toute I'Amérique centrale et du Sud, I'Afrique et I'Asie du Sud

(Mallick et al. 2013). Cet Arbuste trés résistant a la sécheresse, se retrouve au niveau des zones
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tres arides comme le Sahara ; mais il préfere les climats semi-tropicaux humides (Figurel)
(Foidl et al. 2001).

- Zone de culture de Moringa oleifera.
Figure 1 : Répartition géographique de Moringa oleifera dans le monde (Louni, 2009)
1.4. Classification systématique de la plante
La classification de I’espéce Moringa oleifera est présentée dans le (Tableau I).

Tableau I : Classification botanique de Moringa oleifera selon Lamarck (1785)

Régne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Class Magnoliopsida
Sous-classe Dilleniidae
Ordre Capparales
Famille Moringaceae
Genre Moringa

Espéce Moringa oleifera
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1.5. Description botanique de la plante M. oleifera

Les données botaniques sont résumées dans le tableau ci-dessous

Tableau Il : Aspect botanique de Moringa oleifera.

Organe

Description

Photographies et références

Arbre

Moringa oleifera est un arbre pérenne,
a croissance rapide, qui peut atteindre
une hauteur de 7 a 12 metres et dont le
tronc mesure 20 & 40 cm de diamétre et
1,5 a 2 metres de haut avant de se
ramifier ; elle posséde plusieurs
branches. Le fit & un diametre mesure
entre 9 - 20 cm et 1,3 m de longueur
(Foidl et al. 2001; Louni, 2009)

1 e - £ -

Feuilles

Les feuilles sont alternes et
imparipennées composées et bi ou
tripennées, se développent
principalement a l'extrémité des
branches. Elles ont un long pétiole (20 a
70 cm) avec 8 a 10 paires de pennes
composées chacune de deux paires de
folioles opposeées, plus un a I’apex,
ovales a elliptiques, et mesurant 142 cm
de long (Morton, 1991; Foidl et al.
2001).

Feuilles de Moringa oleifera (Louni, 2009)

Fleurs

Les fleurs mesurent 2,5 cm de large et se
présentent sous forme de panicules
axillaires et tombants de 10 a 25 cm.
Elles sont de couleur blanche, avec des
points jaunes a la base (Foidl et al. 2001)
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 cinq étamines
(Louni, 2009).

Fleurs du Moringa oleifera (Costa, 2018)
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Fruits

Les fruits sont faits des gousses a trois

lobes, de couleur vert foncé et
deviennent & maturité marron clair ou
brun, mesurent de 20 & 60 cm de
longueur. Chaque gousse contient entre
12 et 35 graines. lls présentent des
étranglements entre les graines qu’ils
s’ouvrent en trois parties et se libérant a
sur-maturité par la déhiscence. (Louni,

2009; Boukandoul, 2019)

Gousses fraiches Gousses seches
De Moringa oleifera

(Ashrag et al. 2012)

De Moringa oleifera
(Price et al . 2015)

Graines

Les graines sont rondes, avec une coque
marron semi-perméable. La coque
présente trois ailes blanches et renferme
une amande (Verma et Nigam, 2013).
Un arbre peut produire 15000 & 25000
graines par an. Une graine pése en
moyenne 0,3 g et la coque représente
25% du poids de la graine (Makkar et

Becker, 1997).

Graines de Moringa oleifera (Louni, 2009)

Racines

Le systéme racinaire est de structure
tubulaire, il est formé d’un pivot central
qui peut s’enfoncer dans le sol jusqu’a
1,30 m de profondeur ; ce qui lui vaut sa
grande résistance a la sécheresse. Des
racines secondaires se ramifient ensuite
latéralement a partir de cette derniere
jusqu’a constituer une chevelure dense

(Rosa, 1993).

Racines du Moringa oleifera (Hamad, 2022)

1.6. Culture et production

Moringa oleifera est I'espece la plus largement cultivée au monde. Cet arbre est de

croissance rapide (environ 3 ans apres 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
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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 deuxieme année de croissance de I’arbre. Durant les deux premieres annees 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). Selon Ralezo-Maevalandy (2006), un arbre
peut produire 15 000 & 25 000 graines par an.

1.7. Exigences environnementales

Il 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 légerement acide, a température
moyenne annuelle optimal de 22°C -25 °C, a une altitude allant jusqu'a 2000 m, et des
Précipitations de 700 - 900 mm (Palada, 1996 ; Louni, 2009; Nouman et al. 2014).

1.8. Valeur nutritionnelle et consommation

Les fruits et les feuilles sont utilisée en alimentation, ils sont riches en vitamines C
(220mg pour 100g dans les feuilles et 120mg pour 100g dans les fruits). 1ls contiennent aussi
de nombreux acides aminés et des protéines surtout dans les feuilles (6,7 g pour 100g)
(Delaveau et Boiteau, 1980).

Des études ont révélé la présence de 40% d‘huile dans les graines de M. Oleifera. La
qualité de cette huile se rapprocherait de celle de ’huile d’olive et elle peut étre utilisee comme

huile végétale comestible (Atakpama et al. 2014).

Toutes les parties de la plante sont consommable (feuilles, graines, fleurs, fruits, racines,
écorce) (Louni, 2009; Mélanie, 2018).

e Les feuilles sont consommeées sous différentes formes (feuille séchées entiéres, poudre,
gélule), les feuilles séchées et la poudre peuvent se consommer fraiches dans les
salades, les sauces et les soupes.

e La gousse entiere peut étre préparée cuite et mangée en tant qu'haricots verts, ou mise
en conserve.

e Les graines doivent d’abord étre bouillies et elles ont le golit des cacahuetes. Elles
peuvent étre consommeées sous forme d’une poudre en saupoudrée sur les patisseries,
les thés et les jus de Iégumes, ou extraire leur huile nommé (huile de ben) cette huile

est riche en vitamines A et E, en antioxydants et acides gras insaturés.



Chapitre | Généralité sur Moringa oleifera

Les fleurs qui doivent étre cuites sont consommeées soit mélangées avec d’autres
aliments et se sont révélées riches en potassium et en calcium, ¢’est pourquoi elles sont
aussi utilisées en jus pour stimuler la lactation chez les femmes allaitantes et contre les
problemes urinaires.

Les écorces de moringa sont consommees sous forme de décoction, apres les avoir fait
bouillir longtemps pour en extraire le jus.

Les racines sont utilisées pour les affections nerveuses, comme tonique cardiaque et

circulatoire, elles sont aussi utilisees comme condiment avec un goQt piquant.

1.9. Composition chimique des différentes parties de la plante

M. oleifera est riche en composés contenant des sucres simples : rhamnose et un groupe

particulier de composés appelés glucosinolates et les isothiocyanates (Amaglo et al. 2010).

L’écorce de la tige contient deux alcaloides, a savoir la moringine et la moringinine
(Kerharo, 1969). Des composés comme la Vanilline, B-sitosterol B-sitostenone, 1’acide
octacosanoique, hydroxymelline ont été isolés de la tige de M. oleifera (Faizi et al.
1994).

Les fleurs contiennent neuf acides aminés, le saccharose, le D-glucose, des traces
d’alcaloides, de cire, de quercétine et de kaempferat ; la cendre est riche en potassium
et en calcium. Les composés antihypertenseurs tels que le thiocarbamate,
I’isothiocyanate et les glycosides ont été isolés de la phase acétate de 1’extrait
éthanolique des gousses de Moringa (Anwar et al. 2007).

Les feuilles contiennent également certains pigments flavonoidiques tels que le
kaempherol, le rhamnetine, 1’isoquercitrine (Laleye et al. 2015). Les feuilles de M.
oleifera sont une source d’antioxydants naturels. Elles sont riches en caroténoides, en
vitamines A, B et C, a-tocophérol, Riboflavine, acide nicotinique, acide folique,
pyridoxine, B-caroténe... etc (Anwar et al. 2007).

Les graines de Moringa contiennent un fort taux d’acide oléique, et une quantité plus
faible d’acide linoléique et d’acide a-linolénique. L acide arachidonique est également
présent en quantité assez €élevée. L huile obtenue a partir des graines se caractérise par
sa faible teneur en acide gras saturée et sa forte teneur en acide gras mono-insaturée ; il
contient également 76 % acide oléique, 1.4 % acide palmitoléique, 7.7 % d’acide

Béhénique, 6.2 % acide palmitique et 5.7 % acide stéarique. L huile de Moringa est
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donc équivalente sous tous ses aspects a une huile de qualité supérieure telle que ’huile

d’olive et présente les mémes avantages que celle-ci pour la santé (Roy, 2013).
1.10. Intérét médicinale et traitement des maladies humaines

Moringa est utilisé dans le monde entier en médecine traditionnelle, pour divers
problémes de santé, tels que les maladies métaboliques, inflammatoires, infectieuses,
parasitaires et tumorales (Tahiliani et Kar, 2000 ; Sengupta et al. 2012). La consommation des
graines préviendrait plusieurs maladies parasitaires et bactériennes, entrainerait 1’élimination
des vers intestinaux, calmeraient les maux de ventre, et les amygdalites (Atakpama et al. 2014).

Le (Tableau I11) présentes les effets thérapeutiques des différentes parties de la plante.

Le tableau I11 : Les effets thérapeutiques et protecteurs en fonction des parties de M. oleifera.

Parties Effets thérapeutiques et protecteurs

Les feuilles de Moringa possedent une action antioxydant,
protectrice des tissus (foie, reins, cceur, testicules et poumons),
Les feuilles analgésiques,  antiulcéreuses,  antihypertenseurs,  radio
protectrices et immunomodulatrices (Stohs et Hartman, 2015).

Les fleurs sont utilisées pour produire des substances
Les fleures aphrodisiaques et pour traiter les inflammations, les maladies
musculaires, I'nystérie, les tumeurs et I'nypertrophie de la rate
(Anwar et al. 2007 ; Yabesh et al. 2014).

Les gousses sont fibreuses et sont précieuses pour traiter les
Les gousses problemes digestifs et contrecarrer le cancer du c6lon (Oduro et
al. 2008).

Les graines peuvent étre utilisées pour traiter et soulager les
Les graines maux d'estomac et des ulceres, les douleurs articulaires, le
diabete, I'anémie et hypertension, maux de dents, hémorroides,

et les troubles utérins (Popoola et Obembe, 2013 ; Yabesh et al.

2014)

L'écorce de la racine a des vertus médicinales et est utilisée pour
L’écorce la dyspepsie et les problemes cardiaques (Adejumo et Kolapo,

2012).
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Les racines ont des propriétés antibactériennes, antifongiques et

Les racines anti-inflammatoires (Shank et al. 2013).

1.11. Propriétés biologiques de Moringa oleifera
1.11.1. Activité anticancéreuse et antitumorale

Selon les travaux de Makonnen et al. (1997) les feuilles de Moringa étaient une source
potentielle d'activité anti tumorale. Les extraits de graines se sont également révélés efficaces

sur les enzymes hépatiques métabolisant des carcinogenes.
1.11.2. Propriétés anti-inflammatoires

Certains glycosides phénoliques isolés des fruits et des graines de M. oleifera agissent sur
I’oxyde nitrique (NO), médiateur impliqué dans le processus inflammatoire. Il a été démontré
que certains glycosides phénoliques, inhibent de fagon significative la production des cytokines

inflammatoire (Roy, 2013).
1.11.3. Propriétés antioxydants

Les polyphénols contenus dans les feuilles, les fruits, les racines et graines du M. oleifera
protégent I’organisme de stress oxydatif. L’extrait des feuilles présentes différentes variétés

d’antioxydants comme 1’acide ascorbique, les composés phénoliques et les caroténoides (Roy,

2013).
1.11.4. Activité antibactérienne et antifongique

Les racines de M. oleifera contiennent un principe actif : la pterygospermine, ¢’est un agent
antibactérien et antifongique puissant (Ruckmani et al. 1998). Des études récentes montrent
que le jus frais de feuilles de M. oleifera inhibe la croissance des microorganismes tel que
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus (Caceres et al. 1991). La consommation
des graines préviendrait plusieurs maladies parasitaires et bactériennes, entrainerait
I’¢limination des vers intestinaux, calmeraient les maux de ventre, et les amygdalites

(Atakpama et al. 2014).
1.12. Utilisations du Moringa oleifera

Moringa oleifera présente plusieurs qualités qui lui conferent des nombreuses utilisations.

Toutes les parties de I'arbre peuvent étre employées par une multitude de moyens.
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1.12.1. Alimentation animale

Les qualités nutritives du Moringa sont excellentes, ce qui en fait une source de fourrage
de trés bonne qualité pour les animaux (bovins, caprins, ovins, etc.), afin de leur fournir des
protéines pouvant favoriser leur développement et ameliorer leur santé. Moringa est une source
de fourrage particuliérement intéressante en terme économique qu’en termes de productivité
(Foidl et al. 2001). D’aprés Agroconsult Haiti (2016), des expériences réalisées en Amérique
centrale montrent que les performances techniques des bovins sont beaucoup plus intéressantes

avec une alimentation a base de Moringa que sans ce produit.
1.12.2. Purification de I’eau

La purification de I’cau se fait avec les graines du Moringa, dont elles sont considerées
comme l'un des meilleurs coagulants naturels non toxiques découverts a ce jour
(Ndabigengesere et Narasiah, 1998). Les graines de Moringa ont la capacité d'éliminer les
métaux lourds (tels que le Pb, Cu, Cd, Cr et Ar) de I’eau (Ravikumar et Sheeja, 2013), et sont
tres efficaces pour les eaux a turbidité élevee (Muyibi et Evison, 1995), ainsi, peuvent étre un
correcteur de pH (réduction de l'alcalinité) (Anwar et al. 2007). Les graines de Moringa ont
également des propriétés antimicrobiennes qui inhibent la croissance bactérienne, ce qui

implique la prévention des maladies d'origine hydrique.
1.12.3. Industrie

L’Industrie est I'une des applications intéressantes des graines de Moringa est leur
utilisation comme biomasse pour production de biodiesel. Le biodiesel peut remplacer I'huile
dérivée du pétrole (pétro diésel), sans soufre ni composé aromatique et avec une émission plus
faible de monoxydes, d'hydrocarbures et de particules (Leone et al. 2015). 1l peut étre utilisé
aussi comme lubrifiant dans la machinerie fine comme I’horlogerie pour sa faible tendance a
se détériorer et devenir rance et collante. Elle est aussi utilisée comme huile végétale comestible
et huile de cuisson, comme huile de qualit¢ dans I’industrie cosmétique et de parfums
(Theophile, 2014).

1.12.4. Pesticides

Les extraits de feuilles et de graines présentent une activité biopesticide, efficace contre
les larves et les adultes de Trogoderma granarium et peuvent réduire l'incidence des
champignons sur les graines d'arachide (Ashfaq et al. 2012), ainsi, peuvent limiter les maladies

liees aux semences surtout dans les sols humides (Anonyme, 2016).
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1.12.5. Apiculture

En général, les fleurs du M. oleifera sont une excellente source de nectar et sont utilisées
par les apiculteurs. Le miel obtenu est clair ; I'odeur et le goQt sont tres appréciés pour les
consommateurs (Anonyme, 2016). Les graines servent a purifier le miel, exigible a sa teneur

en composés phytohormonaux tels que les cytokinines (Sayed et Polshettiwar, 2015).
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I1.1. Métabolites secondaires

Le terme « métabolite secondaire », qui a probablement été introduit par Albrecht Kossel
en 1891, est utilisé pour décrire une vaste gamme de composes chimiques dans les plantes, qui
sont responsables des fonctions périphériques indirectement essentielles a la vie des plantes,
telles que la communication intercellulaire, la défense et la régulation des cycles catalytiques
(Bouque, 1997).

Les métabolites secondaires sont présents dans toutes les plantes supérieures et elles
constituent une classe extrémement large de substances naturelles qui interviennent de fagon
déterminante dans l'adaptation des plantes a leur environnement. En plus de leurs implications
dans le fonctionnement des végétaux, ces molécules représentent une source importante de
substances intéressantes pour I’Homme tel que les térpenoides, les composés phénoliques et
les flavonoides mais elles sont produites en faible quantité. Leurs applications concernent des
domaines aussi variés tels que les principes actifs pharmaceutiques, les produits cosmétiques

et les additifs alimentaires (Calatuyud et al. 2013).
11.2. Composés phénoliques

Tous les végétaux contiennent des composés phénoliques mais, comme c’est le cas pour
la plupart des substances naturelles qualifiées de métabolites secondaires, leur répartition
qualitative et quantitative est inégale selon les especes, les organes, les tissus et les stades
physiologiques. Ils correspondent a une tres large gamme de structures chimiques et sont un

bon témoin de I’extraordinaire capacité de biosynthése des plantes (Calatuyud et al. 2013).

Ces composés ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques

portant un ou plusieurs fonction hydroxyles (Urquiaga et Leighton, 2000).

11.2.1. Acides phénoliques
» 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 (Figure 2) (Sarni et al.
2006).

» Acide hydroxy cinnamique
Ils dérivent de I’acide cinnamique et posseédent une structure générale de base de
type C6-C3.ils existent souvent sous forme combiné avec des molécules organiques

(Figure 2) (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
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Acide hydroxy-benzoique Acide hydroxy-cinnamique

Figure 2 : Structure de base des acides phénoliques (Laguerre et al. 2007).

11.2.2. Coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés (lwueke et al. 2008). lls 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 et al. 1999; EI-Mahmood et al. 2008).
Les coumarines dérivent de cyclisation interne de la chaine latérale (Figure 3) (Macheix et al.
2005).
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Figure 3 : Structure de base des coumarines (Ali Abdessemeud, 2015).

11.2.3. Tannins

Ce sont des substances d’origine organique que 1’on trouve dans pratiquement toutes les
plantes, ils sont caractérisés par leur astringence (Joslyne et Goldstein, 1964), ils dérivent de
I”’acide gallique et d’autre acides poly-phénolique, leur structure chimique est trés variable

mais comporte toujours une partie poly- phénolique (Bruneton, 1999).

li se retrouvent dans différents organes chez les végétaux, surtout dans les racines et les
rhizomes, dans 1’écorce, dans le bois et les feuilles, dans les fleurs (rose rouge) et dans les
graines (Mansour, 2017).
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Les tanins sont un groupe des polyphénols a haut poids moléculaire. Les tanins peuvent
former des complexes insolubles lorsqu’ils sont associés aux autres composés digestifs,

réduisant ainsi la digestibilité des aliments (Alkurd, 2008).
» Tanins galliques

Le tanin gallique appartient & la classe des tannins hydrolysables. Subissent facilement une
hydrolyse acide et basique ils s’hydrolysent sous I’action enzymatique et de 1’eau chaude

(Vermerris et Nicholson, 2006), en donnant des oses et de 1’acide gallique.
11.2.4. Flavonoides

Le nom flavonoides provenant du terme flavodo, il désigne la couche externe des écorces
d’orange, ce sont des composes phénoliques secondaires caractérisés par le noyau flavan. Plus
de 4000 flavonoides ont été identifiés a ce jour. Ces composantes offrent chez les plantes une
protection contre le rayonnement ultraviolet, les pathogénes et les herbivores (Harborne et al.
2000)

Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie responsables
de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Guignard, 1996). Le terme
flavonoide regroupe une tres large gamme de composés naturels poly phénoliques (Stockigt et
al. 2002).

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possédent un squelette
carboné de quinze atomes de carbone constitué de deux cycles aromatiques qui sont reliés entre
eux par une chaine de trois carbones en formant ainsi un hétérocycle (Figure 4) (W-Erdman et
al. 2007).

Figure 4 : Structure de base des flavonoides (Mansour, 2017).
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11.2.5. Térpenoides et stéroides

Les terpénes constituent un groupe important des produits naturels, comprenant environ
30000 composes (Breitmaier, 2006). Les stéroides constituent un groupe de lipides dérivant de

triterpénoides (lipides a 30 atomes de carbones) (Gémez et al. 2006).

IIs sont décrits comme des composes qui sont essentiellement des constituants d'une huile
essentielle et qui contiennent des atomes de carbone et d’hydrogene avec ou sans oxygene. Ils
ont recu un intérét considérable pour I'administration dermique et transdermique de

médicaments ayant un large éventail de propriétés physico-chimiques (Pandit et al. 2015).
11.2.6. Anthocyanes

Les anthocyanines faisant partie de la famille des flavonoides, sont des pigments rouges
en milieu acide, virant au bleu en milieu alcalin ; ils sont trés répandus dans les fleurs et les
fruits, se trouvent également dans les tiges et les graines. Les anthocyanes sont des dérives de
cation 2-phényl-1-benzopyrylium (flavylium), porteur de 3 cycles aromatiques conjugués d’ou
I’absorption de lumiére visible. Dans la nature, ces pigments n’existent pas sous forme
aglycone, mais sous forme d’hétérosides. Les sucres sont liés au chromophore en positon 3,

mais aussi en position 5 et plus rarement en position 7 (Figure 5) (Brouillard, 1986).

Figure 5 : Structure de base des anthocyanes (Mansour, 2017).
11.2.7. Glucosides

Les glucosides sont des analogues d’hydrates de carbone résultant de la condensation
d’oses et de substances non glucidiques aglycones (Mbarek, 2011). Les glucosides sont des
molécules constituées d’une fonction glucidique associée a divers autres types de molécules.
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 1’aglycone, qui est la partie non
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glucidique de la molécule. Les glucosides peuvent étre classés selon la fonction chimique de

la partie aglycone (Calatayud et al. 2013).
11.2.8. Saponines

Les saponines sont des composés moussants une fois agités avec de 1’eau. Comme définition,
on dirait qu’une saponine est un glycoside de stéroide ou de triterpéne. Fondamentalement, on

distingue les saponines stéroidiennes et les saponines tri-terpéniques (Manach et al. 2004).
11.2.9. Quinones

Les quinones sont des composés organiques indispensables dans les organismes vivants,

elles sont mises en jeu dans la chaine respiratoire cellulaire pour le transport d’électrons

(Monks et al. 1992).

Ce sont des substances colorées et brillantes, en générale rouges, jaune ou orange et

possedent deux fonctions cétones (Kansol, 2009).
11.3. Propriétés pharmacologique des polyphénols

Les polyphénols sont reconnus par leurs activités biologiques qui comprennent des activités
antimicrobiennes anticancérigénes, anti - inflammatoires et antioxydants (Harborne, 1998 ;
Bruneton, 1999).

Les acides phénols, dérivés de 1’acide benzoique et de ’acide cinnamique ont des propriétés
anti-inflammatoires, antiseptiques urinaire, anti-radicalaire, hépato-protectrices, cholérétique

et immunostimulantes (Bruneton, 1999).

Les coumarines sont connues pour leurs propriétés anti-cedémateuses (Fugioka et al. 1999),
anti inflammatoires et analgésiques (Chen et al. 1995; Garcia-Agaez et al. 2000), de plus ils
ont une action contre les troubles gastriques (Resh et al. 1998), les maladies virales

(Yorshikawa et al. 1994) et microbiennes (Kaysre et kolodazziej, 1997).

Les tannins favorisent la régénération des tissus et la régulation de la circulation veineuse,
ils tonifient la peau dans le cas des rides, en plus de leur propriété de précipiter les protéines

(fongique ou virales) (kansol, 2009).

Les flavonoides sont des composés qui possédent de forte propriété anti-oxydant (Rice-
Evans et al. 1995; Van Acker et al. 1996), ils sont des inhibiteurs d’enzymes responsables de

la production de radicaux (Landolfi et al. 1984; Cos et al. 1998), de méme des effet
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antiallergiques (Singh et al. 2012), anti-inflammatoires (Landolfi et al. 1984), antiulcéreux
(1zzo, 1996; Di Carlo et al.1999), antitumoraux (Bracke et al. 1991; Larocca et al. 1994) et
antimicrobiens (Recio et al. 1989; Cowan, 1999).
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I11.1. Définition de biofilm

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

Costerton et al. (1999) ont proposé une définition de base du biofilm comme : « une
communauté structurée de cellules bactériennes enfermées dans une matrice polymeérique
autoproduite et adhérentes a une surface inerte ou vivante ». Les composants de la matrice
peuvent étre des exo polysaccharides, des protéines, des acides nucléiques ou d'autres
substances (appelées substances extra polymériques) censées fournir aux cellules de nombreux

avantages par rapport aux cellules planctoniques (Balaban et al. 2008).

La matrice assure la stabilité structurelle et la protection du biofilm. Presque tous les
microorganismes, y compris plus de 90% des bactéries, peuvent former un biofilm (Al-
Shuneigat et al. 2014). Bien que bénéfiques dans la plupart des environnements, les biofilms
bactériens se développent sur des implants ou lors d’infections chroniques constituent des
réservoirs de pathogénes a ’origine de nombreuses infections nosocomiales. Malgré la mise
en ceuvre des mesures préventives, les biofilms sont difficiles & éradiquer en raison de leur

tolérance caractéristique a des doses élevées d’antibiotiques (Lebeaux et Ghigo, 2012).
I11.2. Propriété commune a tous les biofilms
Tous les biofilms sont caractérisés par (Goller et Romeo, 2008) :

v" Les cellules constituant un biofilm sont reliées entre elle par une matrice extracellulaire
composée de polysaccharides, protéines, acide nucléique, des débris cellulaires.

v" Le développement d’un biofilm est sous I’influence des signaux extracellulaires et
cellulaires (le quorum sensing).

v" Le biofilm protége les bactéries qui le constitué de I’action des agents antimicrobiens

et des defenses immunitaires de 1’hote et d’éventuel prédateur.
111.3. Résistance des biofilms aux agents antimicrobiens

Les bactéries d’un biofilm sont généralement moins sensibles aux antibiotiques et aux
désinfectants que ces mémes bactéries sous forme planctonique. En fait, les bactéries d’un
biofilm peuvent étre de 10 a 1000 fois plus résistantes aux agents antimicrobiens (Tremblay et

al. 2014), ainsi a la réponse immunitaire de I’hote ; cette persistance se présente dans
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I’efficacité de la phagocytose qui diminue en présence d’un biofilm (Allison et al. 2018). La

résistance des biofilms est liée aux :

>

Métabolisme des bactéries d’un biofilm. Etant donné la faible concentration de certains
nutriments, certaines cellules du biofilm seront peu actives métaboliqguement et
pourront méme étre sous forme dormante ; ces cellules bactériennes dormantes sont
d’ailleurs probablement responsables d’une grande partie de la tolérance associée aux
biofilms (Tremblay et al. 2014).

La proximité spatiale des bactéries au sein d’un biofilm mature favorise probablement
le transfert horizontal des génes et 1’augmentation de la résistance aux antibiotiques
(Tremblay et al. 2014).

Propriétés physiologiques des microorganismes modifiées par les conditions de vie du
biofilm comme : I’hétérogénéité et 1’accés aux nutriments (Roux et Ghigo, 2006) et
I’oxygene, puisqu’il y a des antibiotiques qui exigent sa présence pour qu’ils seront
actifs (Zabinski et al. 1995).

Modifications des propriétés phénotypiques de quelques genes de résistance qui
s’activent en basses concentrations d’oxygeéne (Drenkard, 2003).

Propriétés pharmaceutiques des agents antimicrobiens altérées en présence du biofilm
et la diminution de leur efficacité (Figure 6) (Utili, 2007).

Métabolisme ralenti (O,, pH) 9 « indifférence » _ y
Diffusion altérée a travers la matrice extracellulaire 5 N, \

Présence de bactéries en dormance "persisters”

Figure 6 : Synthese sur les principaux mécanismes impliqué dans la résistance des biofilms

aux antibiotiques (Lebeaux et al. 2014).
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111.4. Biofilm de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (également désigné par Staph. aureus ou S. aureus) est une bactérie
pathogene a Gram positif sans flagelle, pouvant croitre en conditions aérobies ou anaérobies.
C’est une espece ubiquitaire : on la retrouve aussi bien dans le sol, dans 1’eau que chez les
animaux (Adams, 2009 ; Le Loir et Gautier, 2010 ; Schaumburg et al. 2015). Leur implication
dans des infections chez I’homme a été¢ mise en évidence en 1879 par Louis Pasteur dans des
abces et autres lésions cutanées. Ces maladies peuvent aller de simples infections de la peau et
des tissus mous a des affections plus graves et potentiellement mortelles telles que les
infections du sang (bactériémie/septicémie) (Kobayashi et al. 2015). En 1881, Alexander
Ogston a décrit la premiére souche de ’espéce S. aureus appelée couramment staphylocoque

doré en raison de la couleur des colonies bactériennes observées en milieu gélosé (Figure 7).

Figure 7 : Observation au microscope électronique de S. aureus (X5000000)
(Zimmermann-Meisse, 2016).

S. aureus développe un biofilm pour ralentir ou empécher la diffusion des médicaments
antimicrobiens, empéchant ainsi lI'acces des médicaments aux cellules résidant a I'intérieur du
biofilm (Donlan, 2020). La formation de biofilm est provoquée par différents facteurs tels que
la privation de nutriments, les changements de température (trop basse ou trop élevée) et la
déshydratation (Fadeeva et al. 2016; Rizzato et al. 2019). Etant donné que le biofilm protége
les cellules enfermées, S. aureus I'a donc adopté comme l'un de ses outils pour résister aux
antibiotiques qui sont généralement bactéricides pour les cellules sous leur forme planctonique
flottante (Ou et al. 2020).

111.4.1. Nature de la matrice extracellulaire

Staphylococcus aureus sécréte une substance polymere extracellulaire (EPS), connue sous

le nom de biofilm, qui aide la bactérie a résister et a minimiser I'effet des médicaments
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antibactériens (Kaplan et al. 2018). Semblable a tout autre biofilm bactérien, un biofilm de
Staphylococcus aureus a également deux composants distincts, a savoir I'eau (environ 97%) et
la matiére organique qui comprend les EPS et les microcolonies. L'EPS constitue environ 50 a
90% de la matiére organique totale d’un biofilm et est un complexe de différentes substances
polymeres, telles que I'ADN extracellulaire, les protéines et les polysaccharides. La partie
restante, 10 a 25 %, est constituée de microcolonies (Donlan, 2002; Nazir et al. 2019; Idrees et
al. 2020).

Dans le biofilm de Staphylococcus aureus, le composant majeur de I'EPS est un
polysaccharide extracellulaire « poly-B (1,6) -N-acétyl-D-glucosamine » (PNAG) également
nommé PIA pour I’adhésine intercellulaire polysaccharidique. Ce PIA est synthétisé par des
enzymes codées par I’opéron ica ADBC retrouvé dans la plupart des souches de S. aureus
cliniques (Arciola et al. 2001 ; Fowler et al. 2001 ; Fitzpatrick et al. 2006 ; Tu Quoc et al.
2007; Reffuveille et al. 2020). (Figure 8) lls jouent un rdle important dans la colonisation, la
formation de biofilm et les infections liées au biofilm, I'évasion immunitaire, la résistance aux

antimicrobiens et la phagocytose (Nguyen et al. 2020).
111.4.2. Formation de biofilm de Staphylococcus aureus

La formation du biofilm passe par quatre étapes différentes (Landini et al. 2010), qui sont :
1. Fixation des cellules planctoniques a la surface (soit un héte biotique ou toute surface
abiotique) ; 2. Colonisation et formation de biofilms ; 3. Maturation du biofilm ; 4. Dispersion
du biofilm. Les différentes étapes impliquées dans la formation d'un biofilm bactérien sont

décrites dans la (figure 9).

Figure 9 : Représentation de la formation de biofilm de Staphylococcus aureus sur une
surface abiotique (Paharik, 2016).
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La formation de biofilm par S. aureus est initiée lorsque des cellules planctoniques flottant
librement se fixent a la surface disponible et commencent sa colonisation (Petrova et Sauer,
2012). L'adhérence de S. aureus a une surface est influencée par les interactions hydrophobes
et hydrophiles entre la surface cellulaire de S. aureus et toute surface biotique ou abiotique
(Hamadi et al. 2005; Maikranz et al. 2020). Il a été constaté que la surface cellulaire de S.
aureus adhere aux surfaces hydrophobes a I'aide de nombreuses macromolécules a liaison
faible, tandis que son adhérence aux surfaces hydrophiles implique des macromolécules a
liaison moins nombreuses mais plus fortes (Hamadi et al. 2005 ; Otto, 2008).

La formation de micro colonies est suivie par la formation d'une substance polymérique
extracellulaire (EPS) qui se développe en un biofilm completement mature (Landini et al.
2010).

Une fois que le biofilm est complétement mature, les cellules bactériennes qui y résident
liberent certains produits chimiques, c'est-a-dire des acides aminés D et des enzymes dégradant
I'EPS comme l'alginate lyase, pour briser et disperser le biofilm (Kostakioti et al. 2013). Ces
cellules planctoniques sont prétes soit a recoloniser le méme site, soit a se fixer sur un site

différent et a répéter le processus pour former un nouveau biofilm (Figure 9) (Donalan, 2002).

Les cellules de Staphylococcus aureus qui sont enfermées et protégées par des biofilms
présentent des caractéres phénotypiques différents par rapport aux cellules sous leur forme
planctonique. Les cellules de S. aureus associés au biofilm sont plus résistantes aux
antibiotiques et présentent des différences de taille et de croissance cellulaire, d'expression
génique et de production de protéines, par rapport a leurs homologues vivants libres (Otto,
2018).

111.4.3. Quorum Sensing

De nombreux agents pathogénes microbiens communiquent via la production et la
détection de molécules de signalisation auto-induites, appelées peptides auto-inducteurs, afin
de controler I’expression des génes spécifiques en réponse a la densité de population ; c'est ce

qu'on appelle la détection du quorum.

Dans les staphylocoques, le systeme du quorum sensing est codé par le locus agr
(régulateur des génes accessoires), qui se compose des genes agrA, agrC, agrD et agrB qui sont
co-transcrits. Une fois que les peptides auto-inducteurs atteignent un niveau de seuil, les

bactéries répondent en activant I'expression de séquences du gene spécifique dépendant de la
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densité cellulaire. La plupart des produits staphylococciques sont sous le contréle d’agr, qui est
activé lors du passage de la phase de croissance exponentielle a la phase de croissance

stationnaire (Yousif et al. 2015).
I11.5. Activité antibactérienne

Il est connu que le traitement de I’infection bactérienne se base principalement sur 1’usage
des antibiotiques, néanmoins la consommation a grande échelle de ces « médicaments » peut
conduire a une multi résistance des souches, en plus de leur toxicité aigué et leur danger
potentiel pour I’environnement. A cet effet des végétaux ont toujours constitué une source

d’inspiration dans les recherches médicales (Ali-Shtayeh et al. 1998; Rudramurthy et al. 2016).

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 nombreuse maladies
infectieuses, ils peuvent aussi étre utilisés comme moyens de conservation des aliments (Kelen
et al. 2008).
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I.1. Cadre de I’étude

Notre travail expérimental a été réalisé au niveau des laboratoires pédagogiques
communs (I) d’analyse physicochimique et de microbiologie de département Biochimie -
Microbiologie, Faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques de
I’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou (UMMTO), durant la période du 01 mars 2023
au 27 avril 2023.

1.2. Objectif de I’étude

L’objectif visé par notre étude expérimentale est de mettre en évidence les caractéristiques
physicochimiques, phytochimiques, et I’activité antibactérienne et anti biofilm des graines de

Moringa oleifera.
1.3. Matériel
1.3.1. Matériel vegétal

Les graines de Moringa oleifera ont été achetées aupres d’un herboriste situé au centre

commercial Amyoude de la wilaya de Tizi-Ouzou.
1.3.2. Matériel biologique

Les bactéries utilisées dans la réalisation des activités biologiques, de I’extrait de Moringa
oleifera sont citées dans le tableau ci- dessous.

Tableau IV : Souches bactériennes utilisées

Souche utilisée Type Aspect Référence

morphologique

Staphylococcus Bactérie a Gram | Cocci en grappe ATCC 25923

aureus Positif

Escherichia coli Bactérie a Gram | Bacille ATCC 25922
négative

24



Chapitre | Matériel et méthodes

1.4. Méthodes
1.4.1. Préparation de I'échantillon

Les graines de Moringa oleifera, sont couvertes d'une couche dure mais fine et facile a
décortiquer a la main. Le concassage a été réalisé manuellement. Par la suite séchées a I'abri
de la lumiére et de I'numidité pendant 48 heures. Les graines séchées sont ensuite broyées a 2
reprises 1’aide d’un broyeur électrique. La poudre obtenue est tamisée et conservée, a 1’abri de

la lumiére, dans des flacons en verre pour les analyses ultérieures (Figure 10).

Figure 10 : Etapes suivi pour obtenir 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 apres broyage ; (D) : Poudre des graines de M. oleifera aprés 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 un échantillon de poudre des graines de Moringa

oleifera qui sont introduites dans des capsules en porcelaine pour les faire subir un séchage
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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.
Mode opératoire
La détermination de la teneur en eau a été réalisée de la maniere suivante :

1- Peser les capsules en porcelaine avec 5g de I’échantillon dans chaque une ;

2- Noter le poids indiqué sur la balance pour chaque capsule et les placer dans
I’étuve ;

3- Retirer les capsules de 1’étuve, les déposés dans un dessiccateur afin d’éviter la
réhydratation ;

4- Apres refroidissement, elles sont pesées, 1’opération est répétée pour le méme

échantillon 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
HY%=

x100 1 (1)

H : Humidité (%)

M1 : Masse de la capsule (vide) + la matiere fraiche avant séchage (poudre) en g.

M2 : Masse de I’ensemble apres 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 seche a été calculé par la formule

suivante

MS (%) =100-H (%)

Ms (%) : taux de la matiere seche (%).
H (%0) : taux d’humidité (%).
IV.5.2. Mesure de pH (NF V 05-108, 1970)
Principe
La détermination du potentiel d’hydrogéne (pH) par la méthode potentiométrique, a été

réalisée a I’aide d’un pH meétre.
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Mode opératoire

02 grammes d’échantillon auquel est ajouté 15 ml d’eau distillée, agiter le mélange ;
Etalonner le pH métre en utilisant une solution tampon ;
Prélever un volume V de I’échantillon pour permettre I’immersion de 1’électrode ;

Noter ensuite la valeur de pH.

Remarque

L’¢lectrode est rincée avec I’eau distillée avant chaque mesure puis sécher a 1’aide du papier

absorbant.
IV.5.3. Détermination de I’acidité titrable (NF V 05-101,1974)

Principe

Le principe de cette méthode consiste en un titrage de 1’acidité avec une solution de NaOH

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

Mode opératoire

1-
2-

Peser 2.5g de la poudre ;
Placer I’échantillon dans un bécher, ensuite ajouter 25 ml d’eau distillée chaude,
récemment bouillie et mélanger jusqu'a avoir un mélange homogene ;
Chauffer au bain-marie pendant 15 minutes ;
Apreés refroidissement, verser le contenu dans une fiole jaugée de 125 ml et compléter
avec de I’eau distillée récemment bouillie et refroidie ;
Homogénéiser puis filtrer avec une passoire puis un papier filtre ;
- Prélever un volume VO = 25 ml auquel on ajoute 3 a 5 gouttes de la phénolphtal€ine ;
Verser a I’aide d’une burette la solution NaOH (0.1 N) tout en agitant le contenu Jusqu'a
apparition d’une couleur rose persistante pendant 30 secondes ;
Le volume de NaOH ayant neutraliser la solution est détermine en faisant la lecture sur
la burette graduée.
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 :

250xV1x100

) c—0—  ———— 007 b e 3
A (%) icvoxto <007 3)

A % : Pourcentage d’acidité titrable.

VO : Volume de la prise d’essai, exprimé en ml.
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V1 : Volume de NaOH (0.1 N) versé, exprimé en millilitre.

M : La masse de I’échantillon a analyser en gramme.

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

1.5.4. 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 1’obtention des
cendres de couleur blanchatre ou grise de poids constant.
Mode opératoire

1- Peser 5 g de I’échantillon dans des capsules en porcelaine ;

2- Placer les capsules dans le four a moufle a 550 °C pendant 5 heures. La
température est augmentée progressivement afin d’éviter une calcination violente
de produit ;

3- Retirer les capsules et les mettre dans le dessiccateur ;

4- Apres refroidissement, peser a 1’aide d’une balance de précision (0.001Q).

Expression des résultats

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

M1-M2

MO%= x 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 :

Tc (%) =100-MO (%)

Tc (%) : teneur en cendre (%).
MO (%) : matiere organique (%).
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.
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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)

Peser 10g de 1’échantillon dans un bécher de 100 ml ;

Ajouter 2,5 ml d’acétate de zinc ;

Remplir jusqu'au 2/3 du volume de bécher avec I’eau distillée ;
Agiter a plusieurs reprises et laisser reposer pendant 15 min ;
Ajuster avec d’eau distillée a 100 ml ;

Homogénéiser et filtrer sur un papier filtre et récupérer le filtrat.
Filtrat (2)

Prélever 25 ml du filtrat (1) et ajouter 2,5 ml d’HCI concentré ;
Chauffer le mélange au bain marie a 70°C pendant 5 min ;
Neutraliser avec NaOH (10N) en présence de phénolphtaléine a 1%.

Dosage des sucres totaux
Mode opératoire

Prélever 2,5ml de la solution Fehling A et 2,5 ml de la solution Fehling B ;

Ajuster jusqu’a 50 ml avec I’eau de robinet ;

Chauffer le contenu jusqu’a ébullition durant 2 mn ;

Titrer par le filtrat (2) obtenu jusqu’a la disparition de la couleur bleue ;

Ajouter 2 gouttes de bleue de méthyléne jusqu’a ce que la coloration bleue soit
remplacée par une coloration marron cuivrée ;

Noter le volume de filtrat (2) V2.

Expression des résultats

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

500

—_—X
ST Vx(V2—-0,05)

10 | (6)

ST : quantité des sucres totaux (g/100ml).

V : volume de la prise d’essai.

V2 : volume du filtrat (2) depensé pour le titrage.
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» Dosage des sucres réducteurs
Mode opératoire

1- Introduire 2,5 ml de la solution Fehling A et 2,5ml de la solution Fehling B dans un
bécher de 500 ml ;

2- Ajuster jusqu’a 50 ml avec 1’eau de robinet ;

3- Chauffer le contenu jusqu’a 1’ébullition durant 2mn ;

4- Titrer par le filtrat (1) jusqu’a ce que la teinte bleue disparaitre ;

5- Ajouter 2 gouttes de bleu de méthyléne et continuer le titrage jusqu’a ce que la
coloration bleue devienne rouge brique ;

6- Arréter le titrage et noter le volume du filtrat (1) dépensé V1.
Expression des resultats

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

240
SR =m ....................... (7)
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 :
S=(Sr-Sj)x 095  f )

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

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

Les différentes classes de métabolites secondaires issues de la poudre sont mis en évidence

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

10 grammes de la poudre sont ajoutés a 50 ml d’eau distillée, ensuite le mélange est porté
au bain marie pendant 15 min, apres filtration, le filtrat est ajusté a 100 ml avec 1’eau

distillée. L ’infusé obtenu est utilisé pour I’analyse phytochimique.
% Anthocyanes

Dans un Erlenmeyer introduire 5 ml d’infusé, puis ajouter quelques gouttes d’HCI. La

présence d’anthocyanes est indiquée par 1’apparition d’une coloration rouge.
% Tanins

5 ml d’infusé auquel on ajoute quelques gouttes de la solution FeCls (5 %). La coloration

bleu noir implique la présence des tanins.
% Tanins galliques

Saturer le filtrat par ’acétate de Sodium (CH3COONa), ajouter par la suite quelques
gouttes de FeClz. Une réaction positive donne une coloration bleu foncé.

¢+ Quinones libres

Ajouter 2 ml d’HCI (1N) a 2 g de poudre végétale, ensuite ajouter 20 ml de chloroforme
et laisser reposer pendant 3 heures puis filtrer. 5 ml d’ammoniaque (%) sont ajoutés. La réaction

est dite positive lorsqu’une coloration rouge violette apparait.
% Saponosides

Prendre 2 tubes a essai fermés : On ajoute au premier tube 5 ml d’HCI (0.1N) et dans le
deuxieme 5 ml de NaOH (0.1 N).

Introduire dans chacun des tubes 2 a 3 gouttes d’infusé, puis agiter bien verticalement
pendant quelques secondes et laisser reposer pendant 15 min. La présence des Saponosides est

indiquée par I’apparition d’une mousse persistante. Il y a deux cas probables :

1 e cas : si on obtient dans les deux tubes le méme volume de mousse, cela indique la

présence des Saponosides stéroidiennes.
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2 ®M€ cas : 5’1l y aura la formation d’une mousse plus grande par stabilité et par volume
en milieu basique, cela indique la présence des saponines tri-terpéniques.

+» Glucosides

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

couleur rouge brique puis violette indique la présence des glucosides.

R/

% Flavonoides
Ajouter 5 ml d’HCI a 5 ml de I’infusé puis un copeau de magnésium (Mg) et 1 ml de I’alcool
iso-butanol. La réaction est dite positive lorsqu’une coloration rouge orangé apparait.

0,

«+ Coumarines

2 ml de I’infusé auquel 3 ml de NaOH (10 %) sont ajoutés. L apparition d’une coloration

jaune indique une réaction positive.
% Stéroides

Ajouter a 2,5 ml d’infusé, 2,5 ml de I’anhydride acétique, puis 2,5 ml de I’acide sulfurique

H2SOq4 -. L apparition d’une couleur verte indique la présence des stéroides.
1.7. Préparation de I’Extrait sec de M. oleifera

Mode opératoire

10g de la poudre tamisée, est macéré dans 100 ml de 1’eau distillée chaude pendante 24 h
avec agitation, apres filtration le filtrat obtenu est mise dans un cristallisoir a I’étuve a 40°C
pendante 48 h, jusqu’a évaporation de 1’eau. L’extrait sec est raclé et gardé dans un flacon en

verre a 4°C jusqu’a utilisation ultérieure.

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

R% = P;><1OO

P2

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

P2 : Poids de la poudre utilisée pour 1’extraction.
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1.8. Dosage des composés phénoliques

Les polyphénols également dénommes composes phénoliques sont des métabolites
secondaires trés largement répandues dans le regne végétal (Xiuzhen et al. 2007). lls sont trés
importants dans la contribution a la couleur et au goGt des fruits et des végétaux. Certains

d’entre eux sont responsables d’amertume et d’astringence (Milane, 2004 ; Macheix et al.

2006).
Principe

La méthode de Folin-Ciocalteu (FC) est un dosage colorimétrique couramment utilisé qui
mesure la réduction du réactif par les composés phénoliques. Les composés phénoliques
réagissent avec le réactif FC et forment un complexe phosphotungstique/phospho-molybdéne
de couleur bleue, et l'absorption maximale dépend de la concentration des composes
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 utilisé comme standard d’étalonnage pour déterminer la concentration
en composés phénoliques en se réferent a la courbe d’étalonnage obtenue, et les valeurs sont

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

% Préparation de I’échantillon

4mg de I’extrait sec précédemment préparé dans 1000 pl d’eau distillée, ainsi que le
standard (acide gallique) sont traités selon le diagramme cité ci-dessous, pour la

détermination de la concentration en polyphénols des graines de Moringa oleifera.

Ajouter 1 ml du réactif de folin (diluée 10 fois) a 200 pul d’échantillon ou
standard avec des dilutions convenables.

v

Apres 4 min, additionner 800 ul d’une solution de carbonate de sodium (75mg/ml)
au milieu réactionnel.

|

Incuber pendant une heure a température ambiante et a I’abri de la lumiére

|

Mesurer ’absorbance a 760 nm.

Figure 11 : Diagramme du dosage des polyphénols totaux (Talbi et al. 2015).
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1.9. Evaluation de I’activité antibactérienne de I’extrait aqueux des graines de M. oleifera

1.9. 1. Sélection des souches formatrices de biofilm

Dans le but de détecter les souches formatrices de biofilm, la méthode de 1’ensemencement

sur la gelose de Rouge Congo Agar (RCA) a été utilisée.

Mode opératoire

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 séche 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. (Freeman et al. 1989; Ziebuhr et al. 2001).

1.9.2. Evaluation de I’Activité antimicrobienne et anti biofilm

Le but de cette évaluation consiste a tester la sensibilité des souches étudiées
(Staphylococcus aureus ; Escherichia Coli) a I’extrait de la poudre des graines de Moringa
oleifera et a I’antibiotique utilis¢, ainsi I’activité Anti biofilm et antibactérienne ont été évaluée

sur I’extrait aqueux pur (brut) et sur ’extrait aqueux dilué a %.
Méthode de diffusion en milieu gélosé

Nous avons utilisé la méthode de diffusion en milieu gélosé (milieu Mueller- Hinton) pour
’activité antibactérienne et (milieu Rouge Congo) pour ’activité anti biofilm. La composition
des deux milieux est présentée dans 1’annexe (5) De ce fait, chacun des disques de papier
Wattman stérile de diametre 6 mm est imprégné par 10 ul de chaque extrait (extrait pur et
diluée al1/2) et placé a la surface du milieu de la boite de Pétri en présence des disques imbibés
par une solution aqueuse (témoins négatifs). Des disques de Gentamicine commercialisée
comme témoins positifs, qui ont été pris comme anti biofilm et antibactérien pour les témoins

positifs. Les boites ont été ensuite incubées 2 heures a 4°C puis a 37°C pendant 24 heures.
> Preéparation de la suspension bactérienne

A I’aide d’une pipette Pasteur, prélever quelques colonies bien isolées, ont éte prélevées et

mise dans 10 ml d’eau physiologique stérile et bien homogénéiser. La lecture des densités
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optiques des suspensions bactériennes (entre 0,08 et 0,1) a été réalisée a I’aide d’un

spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 620 nm.
» Ensemencement des souches

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, frotter 1’écouvillon sur la
totalité de la surface gélosée, de haut en bas, en stries serrées. Répéter I’opération deux fois en
tournant la boite de 60° a chaque fois. Recharger I’écouvillon dans le cas ou on ensemence
plusieurs boites de Pétri avec la méme souche. A 1’aide d’une pince stérile, prélever un disque
de papier Wattman stérile, le déposer sur la gélose et I’imbiber avec 10ul de I’extrait a tester.
Les boites de Pétri sont ensuite fermées et laissées diffuser 2 heures a 4C°, puis mises a I’étuve

a 37°C, pendant 24h, L expérience est répétée trois fois pour chaque bactérie.

L’évaluation de 1’activité antibactérienne et anti biofilm a été appréciée par la mesure des
diameétres des zones claires (en millimetres) qui se forment autour des disques. Le diamétre de

ces zones d’inhibition inclut le diamétre du disque (Tableau V).

Tableau V : Evaluation de 1’effet antibactérien selon le diamétre d’inhibition (Ponce et al.

2003).

@ <8mm ) Bactérie non sensible
8al14mm (+) Bactérie sensible
15220 mm (++) Bactérie trés sensible
@ >20mm (+++) Bactérie extrémement
sensible
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I1.1. Résultats des analyses physico-chimiques des graines de Moringa oleifera

Les résultats de quelques paramétres physico-chimiques des graines de notre plante sont

résumes dans le (Tableau V1), 1l est présenté sous forme de moyenne de trois essais + 1’écart-
type (ET).

Tableau VI : Parametres physico-chimiques des graines de la plante étudiée.

Parametres Teneurs moyennes + (ET)

Taux d’humidité (%) 5,84 + 0,19

Matiére seche (%) 94,16 £ 0,19
Acidité titrable (%o) 3,5+0,98
Teneur en cendre (%) 4,03 £ 0,07

Matiere organique (%o) 95,97 £ 0.07

pH 6,66 £ 0,15
Taux des sucres totaux (g/l) 3,77 £00
Taux des sucres réducteurs (g/l) 0,33+ 00
Taux de saccharose (g/l) 3,26 £ 00

D’apres Les résultats présentés dans le tableau (VI), il a été démontré que, la valeur de pH
enregistrée est légérement acide et proche vers la neutralité avec une valeur de (6,66 + 0,15%)
par contre le taux de matiére seche est relativement trés élevé (94,16 + 0,19). Les graines sont

trés riches en matiére organique (95,97 + 0.07%), mais leurs teneurs en sucres sont tres faibles.

La poudre des graines séchées présente une teneur en humidité plus au moins élevée (5,48+
0,19%). Le résultat obtenu est inférieur a celui obtenu par Leone (2016) sur les graines de
Moringa oleifera, qui a enregistré une valeur de (7,0%). Le pourcentage moyen en cendre est
de (4,03 £ 0,07%). Ce résultat avoisine celui obtenu pour la méme espece dans 1’étude de Yehe

et Gbassi (2019), qui est de I’ordre de (3,32 = 0,19%).
11.2. Résultats des analyses phytochimiques de la poudre des graines de Moringa oleifera

L’analyse phytochimique des graines de Moringa oleifera est une étape tres importante,
puisqu’elle révele la présence des constituants bioactives responsables des vertus

thérapeutiques. Les résultats de cette analyse sont portés dans le tableau suivant et I’annexe (3)
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Tableau VII : Résultats des analyses phytochimiques effectués sur la poudre des graines de

M. oleifera
Meétabolites secondaires Couleur ou caractére Quantité dans les
graines
Anthocyanes Rouge ++
Tanins Bleu-noir -
Tanins galliques Bleu foncé -
Quinones libres Rouge violet -
Saponines stéroidiennes :
méme volume +
Saponosides Saponines tri-terpéniques :
Milieu Basique >
Glucosides Rouge brique +++
Flavonoides Rouge orangé -
Coumarines Jaune -
Steroides Vert +++

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

D’apres ce tableau, Les résultats d’analyse phytochimique montrent que, la poudre des
graines de Moringa oleifera est trés riche en glucosides et de stéroides ainsi que de saponosides,
anthocyanes, mais avec des proportions différentes. Cette richesse en métabolites secondaires
leur accorde des propriétés pharmacologiques trés importantes d’ou leur utilisation en
médecine traditionnelle. Tandis que, les tests réalisés pour la révélation des flavonoides, tanins,

tanins galliques et des quinones libres ont montré des résultats négatifs (Annexe 3).
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Le screening phytochimique effectué par Chigurupati et al (2022), sur les feuilles de Moringa
oleifera, a révelé la présence de métabolites secondaires tels que les Saponines, Flavonoides,

Tannin, Glycosides Phénols.

De méme, les résultats signalés par Owusu-Ansah et al (2023), sur les extraits des feuilles de
Moringa ont noté la présence de nombreux métabolites secondaires Alcaloides, Saponines,

Tannins. Et ont noté I’absence des flavonoides et des glucosides.

Dans le méme contexte, les résultats de 1’étude de Saka Konmy et al (2020), réalisée sur le
méme éspece, de nombreux métabolites secondaires tels que alcaloides, anthracéniques,
saponosides, coumarines, dérivés quinoniques, flavonoides, tanins et tanins gallique. Ces
résultats semblent intéressants affirment la richesse des espéces de ce genre en divers

métabolites secondaires.

En effet, la composition chimique et le rendement varient suivant diverses conditions de

I’environnement climatique, la localisation, 1’origine géographique et la période de récolte

(Svoboda et Hampson, 1999).

11.3. Rendement en extrait sec

L’extraction des composés phénoliques a partir des graines de Moringa oleifera a été
effectuée en utilisant un solvant qu’il s’agit de 1’eau distillée. Les rendements en extrait sec

obtenus sont cités dans le tableau ci-dessous :

Tableau V111 : Rendement en extrait sec de la poudre des graines de Moringa oleifera

Poids de I’extrait aprés évaporation (g) Rendement (%6)

2,5 25

Les travaux d’ Abubakar et al (2016) sur I’extrait éthanolique des différentes parties de
I’espece Moringa oleifera, ont montrés des rendements inférieurs (4,8 a 6,7%) de celui
obtenu dans cette étude (25%).

Peu de différences entre le rendement enregistré et celui d’autres études, cela peut étre di
a la nature du solvant utilis¢ et la méthode d’extraction, I’origine géographique du matériel
végétal, degré de maturité, conditions biologiques au moment de la récolte et aux méthodes
de stockage de la plante (Khlifa et al. 2018; Michel et al. 2012).
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11.4. Résultats de dosage des Polyphénols totaux

Le taux de polyphénols totaux de I’extrait aqueux (Tableau 1X) est déterminé a partir des
équations de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage, sont exprimés en milligramme
équivalent d’acide gallique par gramme de matieére seche (mg EAG/g MS). Les valeurs sont
données sous la forme de moyenne de 3 essais + ET.

Tableau IX : Résultats du dosage des PPT d’extrait aqueux des graines séchées.

Nature de I’extrait Nature de I’extrait Teneur en
polyphénols (mg EAG/gMS)
Extrait agqueux 43,212 £ 0,564

Selon le tableau, les valeurs obtenus sont inférieures a celles enregistrées par Sharma et al
(2020) (69,73 £ 5,75 mgEAG/g) mais similaires de ceux obtenus par Xinzhe et al (2020) qui

ont obtenus des teneurs en polyphénols totaux comprises entre 37.07 et 40.75 mgEAG/g.

Plusieurs facteurs peuvent influencer les teneurs en composés phénoliques. Des études
récentes ont montré que les facteurs extrinseques (facteurs géographique et climatiques)
(Generalic et al. 2012), facteurs genétiques, mais aussi le degré de maturation de la plante et la
période de stockage, ont une forte influence sur les composés phénoliques (Benhouda et al.
2014).

I1.5. Résultats de I’Activité antibactérienne des extraits aqueux des graines de M. oleifera
Les résultats de cette analyse sont portés dans le tableau suivant et I’annexe (7).

Tableau X : Diamétres des zones d’inhibition de 1’activité antibactérien sur les deux souches
étudiées.

Souche étudiee
Diamétres des zones d’inhibition en (mm)
Extrait testé Escherichia coli Staphylococcus aureus
(ATCC 25922) (ATCC 25923)
Extrait aqueux brute 9 20
(+) sensible (++) tres sensible
Extrait aqueux diluée %2 8 14
(+) sensible (+) sensible
Témoin négatif (eau distillé 6 6
stérile) (-) non sensible (-) non sensible

39



Chapitre 11 Résultats et discussion

Témoin positif disque 35 38
d’antibiotique Gentamicine | (+++) extrémement sensible (+++) extrémement sensible

D’apres les résultats de I’antibiogramme tableau (X), les deux souches bactériennes sont
extrémement sensibles a la Gentamicine avec un diametre de 35 mm pour E. coli (25922) et 38
mm pour S. aureus (ATCC 25923).

Il ressort de ce tableau que, I’extrait aqueux brute des graines I’espece Moringa oleifera a
exhibé une activité importante vis-a-vis S. aureus avec un diamétre de 20 mm, suivi de I’extrait
dilu¢ avec un diametre de 14 mm, P’extrait aqueux brut et I’extrait dilué ont montré une

inhibition modérée vis- a- vis E. coli avec une zone de 9 mm et 8 mm respectivement.

Ces résultats sont proches de ceux acquis par I’étude de Dewangan et al (2010) sur I’écorce
de racine de méme genre de Moringa oleifera sur différentes bactéries, dans lesquels I’analyse
a montré des diamétres d’inhibition comme suit : I’extrait éthanolique (9,66+0,33) et 1’extrait
aqueux (8,33+0,33) vis-a-vis d’E.coli, et (15,66+0.33) et (8.33+0.66) pour I’extrait éthanolique

et I’extrait aqueux respectivement sur S. aureus.

Abdulmoneim et Abu Zaid (2011), ont travaillé sur I’activité antibactérienne des extraits
des graines de Moringa oleifera sur différents groupes de microorganismes, les résultats des
diamétres d’’inhibition obtenus sont de (32+0.11), (45+1.12), (46+0.45), (48+0.31) sur S.
aureus, et (18+1.96), (20£0.21), (22+0.89), (22+0.10) sur E. coli avec des concentrations de
I’extrait aqueux : 5, 10, 20 et 40 respectivement. Ces résultats sont supérieurs aux résultats

obtenus dans cette étude.

Il .6. Résultats de la sélection des souches formatrices des biofilms

Les résultats de cette analyse sont portés dans le tableau suivant et I’annexe (8)

Tableau XI : Formation des biofilms sur milieu RCA

Souche étudiée Escherichia coli Staphylococcus aureus
(ATCC 25922) (ATCC 25923)
Aspect morphologique Colonies rouges avec une Colonies noires avec une
surface lisse surface rugueuse
Interprétation Non formatrice de biofilm Formatrice de biofilm
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Selon les résultats présenter dans ce tableau, il a été constaté que seule staphylococcus
aureus est formatrice du biofilm, ses colonies sont noires avec une surface rugueuse, tandis
que Escherichia coli est non formatrice de biofilm et se présente par des colonies rouges avec

une surfaces lisse.

I1.7. Résultats de I’ Activité anti biofilm des extraits aqueux des graines de M. oleifera

Les résultats de cette analyse sont portés dans le tableau suivant et I’annexe (9).

Tableau XII : Diamétres des zones d’inhibition de ’activité anti biofilm sur Staphylococcus
aureus.

Diamétres des zones d’inhibition en (mm)

uche formatrice de
Staphylococcus aureus

: ; Sl (ATCC 25923)
Extrait teste
Extrait aqueux pure 23
(+++) extrémement sensible
Extrait aqueux diluée %2 19

(++) tres sensible

Témoin négatif (eau distillée

stérile)

6

(-) non sensible

Témoin positif (disque

28

d’antibiotique gentamicine) (+++) extrémement sensible

Remarque : le diamétre des disques (6 mm) est inclus dans les mesures.

Selon les résultats présentés dans le tableau XII, on constate que S.aureus ATCC25923

est extrémement sensibles a la Gentamicine avec un diameétre de 28 mm.

Les extraits aqueux (extrait pur et extrait dilué) des graines de Moringa oleifera ont exhibé
un effet inhibiteur sur la formation de biofilm de Staphylococcus aureus ATCC 25923, avec

des diametres de zones d’inhibition de (23 mm et 19 mm) respectivement.

Aucune étude sur I’efficacité des extraits de Moringa oleifera contre les biofilms de
Staphylococcus aureus sur gélose RC trouvées dans la littérature, les présents résultats ont donc
été comparés a des études utilisant différentes méthodes avec des résultats enregistrés en

pourcentages.
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Ces résultats sont proches de ceux acquis par 1’étude de Nacre-Eldin et al (2017) sur les
extraits aqueux de feuille de Moringa oleifera contre les biofilms de S.aureus sur microplaque
de titration, dans lesquels I’analyse a montré des pourcentages d’inhibition comme suit :
(28,57%,13,97%,4,96%) pour différents concentration des extraits (60 mg/ml,40 mg/ml,20

mg/ml) respectivement.

L’étude de Lakshmana Prabu et al (2020) sur les extraits éthanoliques de feuille de
Moringa oleifera contre le biofilm Staphylococcus aureus résistant a la meticilline par la
méthode de coloration au cristal violet, ont montré des résultats proches a nos résultats avec un
pourcentage d’inhibition de 34,86% pour une concentration de Img/ml et de 63,7% pour une

concentration de 2mg/ml de 1’extrait.

Ainsi que les résultats de Manilal et al (2020), travaillons sur 1’efficacité de Moringa
stenopetala vis-a-vis du biofilm de Staphylococcus aureus résistant a la méticilline, ont
démontré que 100 pg/ml d’extrait éthanolique a permis I’inhibition 85% a 100% de biofilm.
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Conclusion et perspectives

La plupart des espéces végétales qui poussent dans le monde entier sont riches en molécules
bioactives, qui leur a donné leur valeur, notamment avec I’émergence de la résistance des
biofilms et des bactéries aux antibiotiques et détergents, parmi ces plantes, Moringa oleifera,
qui est une plante tres utilisée pour ses vertus thérapeutiques. 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 et antibactérien.

Les analyses phyto-chimiques révelent que, les graines de Moringa oleifera sont riches en
métabolites secondaires (polyphénols, stéroides, anthocyanes, glucosides, saponosides),
reconnus pour leurs propriétés biologiques et thérapeutiques intéressantes. Par ailleurs, 1’étude
de I’activité antibactérienne montre que les extraits aqueux (brut et dilué %2) des graines de
cette plante ont un grand effet contre Staphylococcus aureus ATCC 25923 et une action
modeérée sur Escherichia coli ATCC 25922 avec des diamétres de zones d’inhibition (20 mm

et 14 mm) et (9 mm 8 mm) respectivement

Ainsi. L’¢étude de I’activité anti biofilm montre que les extraits aqueux (brut et dilué ')
présentent un large spectre d’action vis-a-vis les biofilms formés par la souche de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 avec des zones d’inhibition (23 mm et 19 mm)

respectivement.

L’objectif capital de cette étude était de valoriser la médecine traditionnelle de la plante M.
oleifera ainsi d’apporter des arguments scientifiques sur son effet inhibiteur du biofilm et
antibactériens qui peuvent étre exploités dans 1’industrie pharmaceutique et la médecine

contemporaine.

La comparaison des résultats obtenus dans le présent travail aux résultats des études
antérieures peut affirmer que 1’extraction aqueuse par macération permet 1’acquisition d’un

meilleur rendement.
Afin d’approfondir ce travail de recherche, nous proposons les perspectives suivantes :

- Il serait intéressant de travailler sur d’autres parties de la plante étudiée avec d’autres espéces
bactériennes.

- De purifier et d’identifier les molécules responsables de 1’activité anti biofilm et
antibactériennes des graines de M. oleifera.

- Evaluation de ’activité biologique de cette plante par d’autres méthodes in vitro.

- Rechercher d’autres activités biologiques (antioxydant, etc.).
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Annexel : Réactifs, Appareillage et Verreries.

Réactifs et solvants

Appareillage

Verrerie et autres matériel

-Eau physiologique
-Eau distillée
-FeCI3

-Acétate de sodium
-Magnésium
-Ammoniaque
-Chloroforme
-NaOH

-Alcool isobutanol
-H2S04

-Lugol

-HClI

-Carbonate  de
Na2CO3

-Acétate de zinc
-Folin-Ciocalteu
-Anhydride acétique
-Acide sulfurique H2SO4

sodium

- Agitateur ;

- Autoclave de paillasse

- Bain marie

-Balance

-Balance de précision 0.001g
-Etuve

-Four a moufle

- pH-métre

- Réfrigerateur

- Spectrophotometre visible
-Broyeur

-Agitateur magnétique
-Bec bunsen

-Dessiccateur

- Boites de pétri a 90 mm
de diamétre

- Ecouvillon

- Entonnoir
-Eprouvettes graduées
- Flacons stériles

- Micropipettes (de 10ul a
1000ul)

-Anse a boucle

- Papier aluminium ;

- Tubes a 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

Annexe2 : Résultats de certains parametres physicochimiques des graines de la plante

étudiée.

Les sucres totaux

Les sucres réducteurs

L’acidité titrable
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Annexe 3 : Résultats de I’analyse phytochimique.

Tests Observations Résultats
++
Anthocyanes
Tannins

Tannins

Tannins galliques

Quinones libres
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Saponosides

Glucosides

Flavonoides

+++

Stéroides

+++

Coumarines
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Annexe 4 : 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 | 100 | 90 80 70 60 50 40 30
pg/ml

Volume SM | 1000 | 900 | 800 | 700 | 600 | 500 |400 |300 |200 |[100 |0
(uD)

VolumeE.D [0 | 100 |[200 |300 |400 |500 |600 |700 {800 |900 | 1000
()

20 |10 |O

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

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

}

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

Lecture des DO a 760 nm

Protocoles de dosage d’acide gallique

L~ s R \--"x
W AL T T W T e B

s, e
-

—
Ead
-

Gamme d’étalonnage de ’acide gallique
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v Résultats du dosage de I’acide gallique.

Concentrations | 0 | 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Mg/ml
DO a760 0 |0,298 | 0,301 | 0,307 | 0,609 |0,701 | 0,988 | 1,250 | 1,368 | 1,538 | 1,676
¢ doa760nm
y =0,0169x - 0,0187
Linéaire (do a 760nm) R?=0,9801
S
c
o
~
(0
()
e
s
o
2
(4]
O T T T T T 1
20 40 60 80 100 120
0,2 concentration d'acide gallique ug/ml
Figure 14 : Courbe d’étalonnage de dosage des PPT en équivalent d’acide gallique.

Annexe 5 : Antibiotique et milieux de culture utilisés

v Antibiotique utilisé

Antibiotique

Abréviation

Famille

Dose

Gentamicine

GN

Aminosides

10 pg /disque
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v" Milieux de cultures utilisés

Milieux
De Utilisation Composition Préparation
Cultures
Infusion de viande
de beeuf : 300ml Peser 389 de pouQre et
) ) . mélanger dans 1 litre
Gélose riche Peptone de caséine : &
cau
Mueller pour la 17,59 Homogénéiser puis
Hinton réalisation de Amidon : 1,5 chauffer en agitant
Porter a ébullition
I’antibiogramme Agar : 17,0g i
pendant environ une
standard pH: 7,4 minute
Ensuite stériliser la
gélose a ’autoclave
durant 15minutes al121,
1°C
Poudre BHIB : 18,59 Faire bouillir 500ml de
Agar : 5¢ I’eau distillée dans un
Saccharose : 259 bécher en utilisant un
Milieu de Rouge Congo : 0,4 ¢ agitateur magnétique.
Gélose o
e culture pH: 7,4 Faire dissoudre 18,59 de
Congo Utilise la poudre BHIB, 5g

Pour I’étude des

biofilms

d’agar agar, 25g de
saccharose, 0,4g de
Rouge Congo déja pesés
sur balance dans 200ml
de I’eau préalablement
chauffée.

Ajuster avec 300 ml
d’eau distillée et laisser
agiter et chauffer.
Reépartir dans des flacons
stériles et autoclaver a
120°C pendant 45min.
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Annexe 6 : Caractéristiques des souches bactériennes testées.

Bactérie Systématique Charactéres généraux
Régne : Bacteria C’est un bacille droit gram négatif,
Embr : Proteobacteria aéro-anaérobie facultative, oxydase
Classe : Gammaproyeobacteria négative, fermente les nitrates,
Ordre : Enterobacteriales habituellement mobile (flagelles
Famille : Enterobacteriaceae péritriches) et pourvue de fimbriae.
- Genre : Escherichia Ces bactéries font parties de la
§ Espéce : Escherichia coli microflore bactérienne normale du
= tractus digestif de ’homme ainsi
E que de la plupart des animaux a sang
i chaud, représentant pres de 80% de
la microflore aérobie, méme si la
majorité des souches sont
commensales, y a des souches
responsables de gastro-entérites,
infections urinaires, méningites et
septicémies.
Regne : Bacteria C’est une bactérie de forme
Embr. : Firmicutes arrondie, gram positif, aéro-
Classe : Bacilli anaérobie facultative, immobile,
é Ordre : Bacillales catalase positive, coagulase positive,
§ Famille : Micrococcaceae oxydase négatif, dépourvus de
g Genre : Staphylococcus spores, apparaissent le plus souvent
3 Espece : Staphylococcus aureus | en amas dits en grappes de raisin.
ccc?_ C’est le pathogene le plus
(9]

fréguemment rencontré chez
I’homme au niveau du naso-

pharynx, et de la peau.
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Annexe 7 : Zones d’inhibition de 1’activité antibactérienne sur les deux souches testées.

Bactérie Extraits aqueux
Extrait pure Extrait diluée
| ™MK
™M
= .
gttt T | . .
2 b
= 4
© -
[%2] - 4
§ >t l g.T . 2 '
’ Tt
g | ™ 9 :
>
chL ¢
g ? e, ?
=
O
©
2
Q
]
c
]
w
.S ®
5 EDGMO
“ EPGMO t

EPGMO: Extrait pure des graines de M. oleifera.

EDGMO: Extrait diluée des graines de M. oleifera.
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Annexe 8 : Formation du biofilm sur gélose Rouge Congo

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Formation de biofilm

Absence de biofilm

Annexe 9 : Zones d’inhibition de 1’activité anti biofilm staphylococcus aureus ATCC 25923.

Souche
Etudiée

Extraits aqueux

Extrait pure

Extrait diluée

Staphylococcus aureus




