Lo ddl) Lol Jlgal) L il ) L sqand!

République Algérienne Démocratique et Populaire

oIl - s ] ol grded] Cadlly (led) aslal) &5 il - il s b Gl
Université Echahid Hamma Lakhdar - E1-Oued Oniversité Echabid Hamma Lakhdar - E+Oued

Ministére de |’enseignement supérieur et de la
recherche scientifique

ol it Lan 1ig il dnals
Université Echahid Hamma Lakhdar- EL OUED
Sl g deubal] o gle Luls
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
Lt jadl g Lyl Lis gl gsd] acid

Département de Biologie Cellulaire et Moléculaire

MEMOIRE DE FIN D’ETUDE

En vue de I’obtention du diplome de Master Académique en Sciences biologiques

Spécialité : Biochimie appliquée

THEME

Effet des extraits d’ Artemisia herba alba Asso
sur les probiotigues

Presenté Par : MESSAK Ghouzlane
OTHMANI Hadil
SAIGHI Ines
SAKHRI Fatma
SOBTI Hanine
Devant le jury composé de :
Presidente:MAHBOUB Nasma M.CB Université d’El Oued
Examinatrice:MEHELLOI Zineb M.A.A Université d’El Oued
Promoteur: LAICHE Ammar Touhami M.C.A Université d’El Oued

Copromotrice: LAYADI Ikram Doctorant Université d’El Oued

Année universitaire ;: 2022/2023







REMERCIEMENTS



Remerciements

Avant tout nous remercions Allah le tout puissant, de nous avoir guidé tout au long de nos années

d'études et de nous avoir donné la volonté, la patience et le courage pour achever ce travail.

je vous remercie infiniment pour toutes les heures, les jours et les mois que vous avez passés avec

patience extréme a me diriger, corriger et conseiller, tous au long de mon travail.

Nos sincéres remerciements sont adressés premieérement a notre encadreur Dr. LAICHE Amamar
Touhami, qui a fait pour nous un travail supplémentaire et nous a guidé lors de |’élaboration de
ce travail avec ses encouragements, sa patience et ses conseils judicieux, nous la prions d’accepter

nos sincéres remerciements, notre profond respect et entiers dévouements.

Nos vifs remerciements s’ adressent aux membres de jury qui ont accepté d’évaluer notre travail, et

d’avoir pris de son temps pour examiner ce travail.

Nous voulons & remercier spécialement Mme. L Ikram pour son aide au cours de la réalisation de

ce travail et pour l’intérét qu’il a porté a nos connaissances.

Un grand merci a nos parents, vous nous avez soutenu et encourage tout au long de nos études et

permis d’arriver jusque-lasans vous rien n’aurait été possible.

Enfin, tout ceci n’aurait pas été possible sans le soutien de nos familles et de n0s amis, merci pour

-

tout.

Ghouzlane
?fam’:ne

?atma

Haodsf
Fnes

2023



ARvY

Mo a5gnn g4 s Molgn o ool Ja2 Loy s Yoo o0 2l Ll sl AR g Jyo s (o 3y Jall (o ) Al adae

: L}\f})d&éﬁd‘)\.ﬁ\%xz LUUy pj‘/@d&:)s&\de

g0 f&f:sﬁ?*& ,\::.w\k_.;;\s\f\,\#\g\f fu;a\é_é;,{w\y\dkg\s,&;\Q,,\ibw\@k;&‘d\fw@;bwm\«&gag\
. aﬁua,aw,a;uim%\/",.u\éwg\ \L/&Jf‘g\fﬂ)_ﬂ)\;»—%’@\d\f;&\)}u\\ﬁf@p\éb&\w)

2 3 " dlages o lams " ;t;\u.\%u\é;u\f‘f\ﬁ@ Lgk-.wq,ujw biles yle= e d) >ﬁ)\szgﬁ\;__ué=yug\
. A‘/J«
Al é;\q;s\w,uﬁ;,\@,&k;\
ol et g JUB1 et ¢ 3gne et Q}A\MYL;M\@@\?,L@&Q)Q\
Gl @.éh_é,—zug\,,_é:\w’;;m%&a o bl Ly 53,0 Bl Y e

2 et bl alolain" e gl W o)

5t oY haisy s ol Sl 2y o € 303 oy 2 il e il 3 ol gl sl
e e e e A

| e=s. "gL»;")"g;u;"@:Lod,;/fd_asvs\‘,_cazzfy,u\¢MQ\¢@ML,m¢¢x,ﬁ\LwM\é ﬁ@\ﬂ%g\

e il at yiomnt e Sl g N o= o | et gl PPV CIPERCIP N

:uw\,L;\Nu,,mﬁ;,\sﬁub&x};\,w\éaf:g\s@u&éw\w\@b&; e SLL\JS#\&%)&@M‘)\
OV Gl il By pllislan

A pdand) oy et o ooy ln et sl e e pidim g bl o o o Gl b o JES | £

colgms o e Ldg—,y"qw\fuugu\"f}:emywstui)c,“mbra,—m\&ﬁ,,\z\,

N P W R 1 PRSP CR R = P (I

Joa Gl s e s gl



¢loal
c0 3 v ) s r}v s
11 W8 § G0 15V 7 00 e T, 01N d‘;y
P Ve (d e (d -

§ gl Js¥esly B

3105 DI oo cogeitl i gl 5y WY ¢ 5wl i il U s ¥ 3, il 5
. .J\é@}&d\\ﬁ;&j‘)&&)&Vc 75 RERVELIE PORZIRH IVEL I PR

-

P gl

iloin 2 3 101 eyl e bl a2 U el e ) (Bl i L et o)

Qg P 2 ol 510 2336

by a3l e+ By Yasl Il 2 215 | S, £ Ll Sy e Mo Bl iesblo bl 5 )
Al ae Py Qe s Jom o cllaim il sl g o Yl 810l s

Eiandmctads P 3 Gam il U)oL Endl onan e gs ) B Lo )
§ ol yéﬂ@mw\&mu\w\mcS';)s‘,wgg‘smu, (e ezl eyl g ]

§ sl 2 P o s 2t ansgmy ol i a8 2 e )
Blao ly B ol U]« () ognislem o e spndlpadly Bl e bl e e YIRS s )
L TR RTECIPAES (v pS)

sl g bl Sk el 1 ayd] gl 5510 wﬁ&@ﬁim}a

ol



ARvY

.. .Axﬂe%w@\%\gﬂwﬁy\,&\/ﬂ
B Y ALY e Mol s Y
Dl Jor bl i Vit s Y,
RPINES. S WV SV RUSIPRTEE S NS (CT z;LM@LmLV\&w;g
Calllonm 2 ol LJ@‘\L;Q.&M?C;\)A\M\ s ALG] o ol 301 0
loilas Yy cmillolles Leas=i Y e )
(5“-*«3(»-‘)@@\‘5}'4‘@&&}3&2\}1\&@‘\ML.SMUJ‘MJ%@- s JEm i o
sl ol o s el ol laslor - Sl AUl (@ spmas) 3 41 1)
S O T P R T (PR EIN
B o g o Sl oty s sl 3 ¢l s B JE= )

B

S



)m\:\ﬁ/d@"wﬁka‘wjd\f’ s>l la g gl
o35 g 53,55 YIVUT s b il sl bl 335 Y3 Y e

I a0 (ol 3o 13| L 5,32 a2 s 318 o g g0 S a3 e Uy eladl gle ) o o 2 g

"igos-allady” ?j\ Sl A Glosglem il a5 il dsig u” gty i)

sust bl 1Ll 0l w41y "ol sl 5 ol bty 2" gl iy gl sl 5o

295
“34/9;"}.'." gwbw‘/jzw\ﬁ’&wu\ggw ) Afutﬂf&fwdb

e Gl Sh ety aum e sl B e s sl o) a0 e JE= Ul



ARvY

€AW D
MY LU, o) o catlgls 25 M bl s T2
et el g i 3 i Hpgasy Ua o asdl. SM\@,\S\Q@\‘Z;-S;)A‘)P st sl
G A Y e ai Ly Mg Sl ol sl 5 Ul el y bl o g3l
o Rl el gyl
s ellasy o s gl ) JEBIAET b e A s sl sl M) i 2 g0l

"&e" "gSJL“)‘" @m’(f’ 3‘)&5’&3)@5@\»5%!- L

?,;\3)@(9@‘\@(53\,%;3 uva‘/@,wujw@ﬁ,&)ﬂ@&méﬂ\wmu}w&;gg

Gl Al ] St gglags i goas s MLl i g ot g 2
6Ll s J bl gt e 5" é@igm\&;jsuggxﬁ 35 gt
Sl Mspsladl s Al pEmhen "l 8" 5757l AL
4 ee 2 SIILL L gylageien” 3G Foor 8l 3 oy -1

PP SRRSO T v AP RO axvxm’z,&; = g g s Dladllyo] 2l dez ]

MG Al Jlo b e <yl
aomga e e Wasaile JEo Jo " @l las Sl sl Lol ¥y Sl s iy

\ - {) g/' (l 2 (Vdd ~
g bl Jedaad. e s gnin b gl e G il ol é@@\@;ﬂw\o\y&a‘é\j P
WA



Résumé

Notre étude porte sur l'effet de I'extrait aqueux et alcoolique des feuilles d'Artemisia herba
alba Asso sur la propriété probiotiques bactérienne, en le décrivant a travers une étude
phytochimique et en évaluant l'activité bactérienne des extraits de cette plante. Les deux extraits
préparés a partir de la plante donnent le rendement suivant : Feuilles d' Artemisia) (extrait aqueux:
24,14%, extrait hydro-éthanolique : 21,81%).

Des analyses chimiques, spectrophotométrie des polyphénols, et des flavonoides ont été
effectués. Les résultats ont révélé des quantités élevées de composés phénoliques dans les extraits
des parties aériennes d' (armoise blanche) (polyphénols : Extrait aqueux, 58,89 £0,22 mg EAG/g E
; extrait hydro-éthanolique , 104,54 £0,35 mg EAG / g E ; flavonoides : Extrait aqueux , 4,88 +
0,075 mg E Q/g E, extrait hydro-éthanolique , 2.06+£0.03 mg EQ/g E).

En évaluant l'effet des deux extraits sur l'activité des probiotiques, nous avons étudié les
propriétés des probiotiques en isolant des bactéries lactiques du lait de chévre. Les résultats ont
montré que les trois souches isolées sont : Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus,
Pediococcus acidlactici. Des test physiologiques et biochimiques (tolérance a l'acidité, tolérance
aux sels biliaires, puissance antimicrobienne et sensibilité aux antibiotiques) ont été réalisés pour
prouver que les souches lactiques sont des probiotique. Les résultats montrent que Streptococcus

thermophilus est la meilleure souche probiotique.

L'étude de l'effet des différents extraits d'Artemisia herba alba Asso sur la propriété
probiotiques bactérienne a montré une augmentation de la croissance des bactéries et de leur
résistance aux antibiotiques avec leur incapacité a résister aux souches pathogenes, en raison de la
forte resistance de ces derniéres aux souches laitieres, Ainsi, les extraits aqueux et hydro-
éthanolique a différentes concentrations étudiés (2.5, 5, 10) ont un effet positif sur Streptococcus
thermophilus. L'extrait aqueux de plante révele un effet trés efficace sur l'activité de Streptococcus

thermophilus, et ceci est lié aux composés métaboliques secondaires présents dans cet extrait.

Mots clés: Bactéries lactiques, probiotiques, Artemisia herba alba Asso, extraits aqueux et hydro-

éthanoliques, composés phénoliques.



Abstract

Our study focuses on the effect of the aqueous and alcoholic extract of the leaves of Artemisia
herba alba Asso on the bacterial probiotic property, describing it through a phytochemical study and
evaluating the bacterial activity of the extracts of this plant. The two extracts prepared from the
plant give the following yield: Leaves of Artemisia) (aqueous extract: 24.14%, hydro-ethanolic
extract: 21,81%).

Chemical analyses, spectrophotometry of polyphenols, and flavonoids were carried out. The
results revealed high amounts of phenolic compounds in the extracts of the aerial parts of
(mugwort) (polyphenols: aqueous extract, 58,89 +0,22 mg EAG / g E; hydro-ethanolic extract,
104,54 £0,35 mg EAG / g E; flavonoids : Aqueous extract, 4.88 + 0.075 mg E Q / g E, hydro-
ethanolic extract, 2.06+0.03 mg EQ/g E).

By evaluating the effect of the two extracts on the activity of probiotics, we studied the
properties of probiotics by isolating lactic acid bacteria from goat's milk. The results showed that
the three strains isolated are: Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus, Pediococcus
acidlacci. Physiological and biochemical tests (tolerance to acidity, tolerance to bile salts,
antimicrobial potency and sensitivity to antibiotics) were carried out to prove that the lactic strains

are probiotics. Results show that Streptococcus thermophilus is the best probiotic strain.

The study of the effect of different extracts of Artemisia herba alba Asso on the bacterial
probiotic property showed an increase in the growth of bacteria and their resistance to antibiotics
with their inability to resist pathogenic strains, due to the high resistance of the latter to dairy
strains, Thus, the aqueous and hydro-ethanolic extracts at different concentrations studied (2.5, 5,
10) have a positive effect on Streptococcus thermophilus. The aqueous plant extract reveals a very
effective effect on the activity of Streptococcus thermophilus, and this is related to the secondary

metabolic compounds present in this extract.

Keywords: Lactic acid bacteria, probiotics, Artemisia herba alba Asso, aqueous and hydro-

ethanolic extracts, phenolic compounds.
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Introduction

Introduction

La flore, ou microbiote, est I’ensemble des micro-organismes non pathogénes dits
commensaux, vivant dans un environnement spécifique appelé microbiome, chez un héte qui
peut étre animal ou végétal ou une matiere pouvant étre elle-méme d’origine animale ou
végétale (Burcelin et al, 2016). Notre organisme est composé de plusieurs microbiotes,
notamment au niveau de la peau, de la bouche et du vagin, mais le microbiote intestinal est le

plus important d’entre eux (Dolié, 2018).

Le microbiote intestinal, est un ensemble de microorganismes (cent mille
milliards) réparties le long du tractus intestinal et dont la composition globale est variable
selon la localisation, les individus, 1’age, les périodes de la vie d’un méme individu
(Bourlioux, 2014). Le microbiote intestinal est impliqué dans la maturation du systeme
immunitaire et dans de nombreuses voies métaboliques fondamentales comme la fermentation des
sucres et des protéines ainsi que le métabolisme des acides biliaires (Chiguer, 2019). Il est
également essentiel dans la protection contre la colonisation par les pathogenes, aussi appelee effet
barriére (Blottiére et Doré, 2016).

Les bactéries lactiques constituent un vaste groupe bactérien dont la taxonomie est
réguliérement remise a jour avec la progression des données moléculaires. Elles regroupent un
ensemble d’espéces hétérogénes dont le trait commun est la production d’acide lactique.
(Djerdir et al, 2018). Une large gamme d'activités métaboliques et propriétés sont recherchées chez
ces bactéries pour un usage industriel, telle que l'acidification, la protéolyse, la production de
polysaccharides, etc (Aibeche, 2019). En raison de leurs bienfaits pour la santé, certaines LAB sont
largement utilisées comme probiotiques comme Lactobacillus, Bifidobacterium et Streptococcus
(Bouguerra, 2021).

Les probiotiques sont définis comme des micro-organismes vivants conférant des
bienfaits pour la santé aux hotes et certaines especes de bactéries lactiques (Lallali et al, 2018)
Les souches de probiotiques introduites dans 1’alimentation sous forme de produits lactés
fermentés ou de suppléments alimentaires (dans les produits non-fermentes) et qui vont
s’implanter dans le tube digestif, peuvent interagir avec la flore intestinale, les cellules
épithéliales intestinales et dans une moindre mesure les cellules immunitaires (bechachha et al,
2020)



Introduction

Plusieurs études cliniques ont déja démontré I'efficacité de certains probiotiques dans
le traitement de maladies systémiques et infectieuses (HAMMOUM et al, 2015). Certaines souches
de bactéries lactiques paraissent particulierement intéressantes, par leur pouvoir

direct d’inhibition d’une infection par une bactérie pathogéne (Mermouri, 2018).

Depuis D’antiquité [’utilisation des plantes médicinale fait partie de la vie humaine, pour
soulager et guérir les maladies, en fait leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence
de centaines voire des milliers de composés naturelles bioactifs (Magraoui et Zahaf,
2017).

L’Algérie est considérée parmi les pays connus pour leur diversité taxonomique vu sa
position biogéographique privilégiée et son étendu entre la méditerranée et 1’ Afrique subsaharienne
(Nabli, 1989). Parmi les plantes médicinales qui constituent le couvert végétal se trouve le genre
Artemisia, ce dernier est largement distribué surtout dans les régions semi arides (Joae et al, 1998 ;
Akrout et al, 2001) et qui comprend quelque 400 espéces dont certaines sont rares et d’autres trés
répandues (Abdelguerfi, 2003).

Parmi les espéces les plus connue se trouve 1’Artemisia herba alba Asso ou encore
I’armoise blanche désignée en arabe sous le nom de « chih » de la famille des Asteraceae, qui
pousse généralement en touffes de tailles réduite. C’est une plante largement utilisée pour traiter les
troubles digestives, les brulures, la diarrhée, etc. (Bouzidi, 2016), sa forte valeur fourragére et son
role  écologique  trés  important contre  1’érosion et la  désertification. La
valorisation de cette ressource naturelle végétale passe essentiellement par I’extraction de leur

huile essentielle (EImari, 2014).

C’est dans ce cadre que s’inscrit ce travail, dont 1’objectif est d’étude un effet éventuel d’un
extrait aqueux et d’un extrait hydro-éthanolique obtenus a partir d’une espéce de plante trés
commune et tres utilisée dans nos régions (Artemesia herba alba ) sur I’activité des bactéries

probiotiques isolées a partir du la chévre dans la région d'EI-Oued.

Ce mémoire est composé de deux parties structurées précédés par une introduction comme suit :
Premiere partie : synthese bibliographique
Cette partie comporte trois chapitres :

*Le premier chapitre rassemble des généralités sur la plante Artemisia herba alba Asso
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*Le second chapitre est basé sur le lait de chevre et généralité sur les bactéries lactiques .
Le troisiéme chapitre sera consacrés les probiotiques .

Deuxieme Partie : partie expérimentale

Cette partie regroupe deux chapitres :

eLe premier chapitre d’écrit le matériel et les protocoles expérimentaux utilisés pour
I’obtention des différents extraits de plante pour 1’étude phytochimique ,isolement et seléction des

probiotiques .

*Le second chapitre est consacré a la présentation et la discussion des différents résultats

expérimentaux obtenus.
Et enfin conclusion

Notre travail termine par conclusion résumant 1’essentiel des résultats obtenus et les

perspectives assorties de ce travail, bibliographie, annexes.
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Chapitre | Artemisia Herba Alba Asso

1. Généralités

La famille des Astéraceae englobe un grand nombre de plantes différentes parmi lesquelles;
I'armoise ou le genre Artemisia qui comprend plus de 400 espéces, réparties dans le monde
(Benchegroun et al, 2012). L'espéce Artemisia herba alba (armoise blanche) est une plante
aromatique et médicinale appartenant a la famille des Astéracées (Quézel et Santa, 1962). Elle se
caractérise par un polymorphisme morphologique tres important en relation avec les conditions

écologiques locales.

Connue depuis des millénaires, I'armoise blanche a été décrite par I'historien grec Xénophon au
début de 1V siecle avant J-C, dans les steppes de la mésopotamie. Elle a été ensuite répertoriée en
1779 par le botaniste espagnol Ignacio Claudio de Asso y del Rio. C'est une plante essentiellement
fourragére, tres appréciée par le bétail, elle présente une odeur caractéristique d'huile de thymol et

un goQt amer d'ou son caractére astringent (Eloukili, 2013)
2. Origine

L’artemisia est le nom de guerre des armoises, il provient de celui de la déesse grecque de la
chasse Artémis, la diane des romains ,patronne des vierges a cause des bienfaits de cette herbe
Herba alba signifie herbe blanche (Euro plus MED ,2020).

La famille des Asteraceae est la famille la plus vaste des plantes avec fleurs, comporte 1530
genres et encore de 23000 espéces. Elle forme environ 10% de la flore du monde et peut se trouver
sur toute la surface du globe (Magraoui et Zahaf, 2018).

3. Nomenclature et taxonomie

Artemisia herba-alba possede plusieurs noms, thym des steppes, absinthe de désert
(Kahlouche-Riachi, 2014). Son nom scientifique est Artemisia herba-alba Asso ou Asteraceae
Martynov, Compositae (Composees). Les noms vernaculaires (populaires) sont tres nombreux pour
cette plante (Magraoui et Zahaf, 2018).
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Tableau 01 : Noms vernaculaires de la plante armoise blanche selon les pays et les régions.
(BernusE, 1981)

Nom Arabe Chih g} (Dozy, 1967)

_ Armoise blanche, Absinthe des steppes
Nom francais (Mahmoudi, p.120), thym des steppes
(Trabut, 1935)

Nom anglais wormwood
Nom latin Artemisia herba alba

Nom amazigh Izerg, Ifsi ou Zezzaré
Au Maroc Kaisoum

Selon Caratini (1971), la plante Artemisia herba alba asso est classée dans:

Tableau 02 : Classification botanique d’Artemisia herba alba (CARATINI, 1971)

Regne Plantae
Sous régne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyta
Sous embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Sous famille Asteroideae
Tribu Anthemideae
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Sous tribu Artemisiinae
Genre Artemisia
Espéce Artemisia herba alba Asso

4. Description botanique

Artemisia herba-alba Asso sont des arbustes blancs ramifiés et ligneux, dont la hauteur varie
de 30 a 80 cm. lls ont de petites feuilles étroites et espacées. On trouve aussi des tétes blanches
contenant de 3 a 8 fleurs jaunes. Alors que leur fruit est sec (akene) contient une seule graine, et ses
racines sont épaisses, laineux, profond et fixé dans le sol (Khafagy, 1971) Artemisia Herba Alba L.
contient environ 400 especes, dont la plupart sont diploides et tétraploides (Valles et al, 2011). Sa
saison de floraison commence de septembre & décembre, et son plein développement commence a
la fin de I’été (Adel et al, 2011 ; Sharaf et al, 2011).

Figure 01 : Artemisia herba alba. (Boudjalal, 2013)

4.1. Partie aérienne

<+ Tiges : rigides et dressées, tres feuillées avec une couche épaisse, la touffe des tiges est plus
importante selon la pluviométrie ;

<+ Feuilles : sont petites, sessiles, pubescentes et a aspect argenté, divisées en languettes fines,
blanches et laineuses (Lamari, 2018).

%+ Fleurs : sont groupées en grappes, a capitules tres petites et ovoides de 1,5 a 3 mm de
diamétre, de couleur jaune a rougeatre (Bezza et al, 2010).
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4.2. Partie souterraine ou racine

Elle se présente sous forme d'une racine principale, ligneuse et épaisse, bien distincte des
racines secondaires et qui s'enfonce dans le sol tel un pivot. La racine pénetre profondément jusqu'a

40 & 50 centimetres et ne se ramifie qu'a cette profondeur (Bechiri et Tahar, 2018).

i\:’{\“\'\v} Feuille

Figure 02 : Morphologie générale d’Artemisia herba alba (Eloukili, 2013)
5. Répartition géographique
* Local: les Hauts plateaux et le Sahara septentrional
* Régional: Afrique du Nord
« Mondial : Espagne, Afrique du Nord et Asie occidentale

L'Artémisia herba alba est une plante spontanée trés répandue en Afrique du nord et au moyen
orient, elle affectionne les climats secs et chauds, et existe sous forme de peuplements importants

dans les zones désertiques (Hurabielle et al, 1981).

Dans le monde, [’Artemisia herba alba du nom francais Armoise blanche est une plante
spontanée aromatique, vivace et hermaphrodite, c'est une espece méditerranéenne et Saharo
Indienne (Trabut, 1988), elle est trées commune en Afrique du Nord et au moyen Orient, dans les

Tles Canaries et en Afrique du Sud.
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En Algérie, L'Artémisia herba alba pousse dans la steppe, zone d'élevage ovin nomade. Elle se
caractérise par une bonne valeur fourragére (faible taux de cellulose de 17 a 33%) (Houmani et al,
2004). Elle, connue sous le nom de « chih » ou encore appelé semen-contra de barbarie, couvre pres
de six millions d'hectares dans les steppes, elle se présente sous forme de buissons blancs, laineux et

espacés (Boutekjen, 1987).
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Figure 03 : Aire de distribution d’Artemisia herba alba en Algérie (Bougoutala, 2018)
6. Composition phytochimique

L’armoise blanche est la principale espéce végétale paturée surtout au printemps et en été, elle
constitue une source trés importante pour le cheptel. La matiére séchée (MS) apporte entre 6 et 11%
de matiere protéique brute dont 72% est constitu¢ d’acide aminés, le taux de B caroténe varié entre
1.3 et 7 mg/kg selon les saisons (Fenardj et al, 1974). La valeur énergétique de I’armoise herba
blanche, trés faible en hiver (0.2 a 0.4 UF/kg MS). En automne, les pluies de septembre provoquent
une nouvelle période de croissance et la valeur énergétique augmente de nouveau (0.8 UF/kg MS)
(Aidoud et al, 2016).

Cette plante présente un équilibre harmonieux entre le calcium (0.5%) et le phosphore (0.07%).
Elle est assez riche en cellulose (26,73%) (Ayed et al, 2007). Grace a des études chimiques sur la

plante d’ Armoise blanche dans plusieurs pays (Younsi et al, 2016 ; Bourgou et al, 2017), qui ont
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révélé qu’elle contient de la coumarine, glycoside, stérol, polyacétylene, polysaccharide,

monoterpene, triterpene, huile essentiel, sesquiterpéne-lactone et flavonoide.

Les parties aériennes de 1’Artemisia contiennent le terpénoide sesquiterpéne lactone
déhydroleu- codine qui a des propriétés cicatrisante (Abood et al, 2017). De plus, des composés
volatils de divers types se trouvent dans différents groupes de cette plante, par exemple, 1’acétate de
chrysanthényle, chrysathénol, Acétophénone Xanthocycline, 1,8- cinéole, et thuyone, terpinéne-4-
ol, camphre et boenéolcomme les éléments trouvés dans Absinthe des steppes Marocaine
(Altemimi et al, 2020).

7. Usages de la plante

L' Artemisia herba alba est trés utilisé en médecine traditionnelle lors d'un désordre gastrique
tel que la diarrhée et les douleurs abdominales. Elle est aussi utilisée en tant que remeéde de
I'inflammation du tractus gastro-intestinal. Plusieurs études ont également prouveées I'efficacité de
I'armoise blanche en tant qu'agent antidiabétique, antiparasitaire, antibactérien, antiviral,
antioxydant, anti malarien, antipyrétique, antispasmodique et antihémorragique (Boudjelal, 2012).
Néanmoins, son usage dans l'industrie alimentaire reste trés limité a cause de la toxicité de la béta

thujone dont le taux ne doit pas dépasser 5mg/kg (Eloukili, 2013).
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1 .Lait de chévre

Le lait apparait comme un liquide opaque, blanc mat, plus ou moins jaunatre selon sa teneur

en B-caroténes et en matiére grasse, il a une odeur peu marquée mais reconnaissable (Cniel, 2006).

Il est un aliment de choix dans I’alimentation quotidienne de I’homme vu sa teneur
équilibrée en nutriments de base (protides, lipides et glucides), sa richesse en calcium et son apport
non négligeable en vitamines (A, B2, B5 et B12) et en divers sels minéraux. Du point de vue
physico-chimique, le lait peut étre considéré comme une émulsion de matiere grasse dans une
solution aqueuse contenant de nombreux ¢léments dont les uns sont a 1’état dissous (lactose, sels,
vitamines, protéines et composes azotes solubles) et les autres sous la forme colloidale (micelles de
caséines, phosphate de Ca et Mg) (Luquet, 1985).

1.1. Définition du lait de chévre

Le lait de chevre se présente comme un liquide opaque de couleur blanchatre mate, di a
I’absence de p—carotene. Il est Iégérement sucré, d’une saveur particuliére et une odeur assez neutre
(Alais, 1984). Il donne une impression bien homogéne c'est-a-dire ni trop fluide ni trop épais. Du
point de vue de ces qualités nutritives et digestives, le lait de chevre posséde une valeur de premier
ordre. Il est moins allergene et subit plus lentement la fermentation lactique que celui de la vache.
Ces qualités diététiques sont la conséquence d'un certain nombre de caractéristiques physico-

chimiques et microbiologiques (Laba ,2004).
1.2. Microbiologie du lait de chévre

Une grande majorité des articles médicaux sur le lait de chévre est consacré a des infections,
parfois graves, provoquées par 1’utilisation du lait contaminé (Bernnan et al, 2001). Les infections
peuvent étre parasitaires ou plus souvent microbiennes. La raison la plus fréquente de cette
contamination est liée a I’'usage de lait cru. La répartition des microorganismes du lait de chévre est
suivant leur importance, en deux grandes classes : flore originelle et flore

contaminante(Champagne et Moineau, 2003).
1.2.1. Flore originelle

Lorsque le lait provient d’un animal sain et qu’il est prélevé dans des conditions aseptique, il devrait
contenir moins de 5000 UFC/ml. La flore originelle des produits laitiers se définit comme

I’ensemble des microorganismes retrouvés dans le lait a la sortie du pis. Ces microorganismes, plus
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ou moins abondants, sont en relation étroite avec 1’alimentation, la race et d’autres facteurs

(Champagne et al, 2000).

Le lait qui sort du pis est pratiquement stérile. Les genres dominant de la flore originelle sont
principalement des microorganismes utiles pour la transformation ultérieure du lait frais tel que

Lactobacillus et Streptococcus (flore dite acidifiante ou lactique) (Vignola et al, 2002).

Tableau 03 : Flore originelle du lait cru (Vignola et al, 2002)

Microorganismes %
Micrococcus 20-60
Lactobacillus 20- 40

Streptococcus et Lactococcus <20
Gram négatif 5

1.2.2. Flore contaminante

Est I’ensemble des microorganismes contaminant le lait, a partir la récolte jusqu’a la
consommation. Elle peut se composer d’une flore d’altération, qui causer des défauts sensoriels ou
qui réduira la durée de conservation des produits, et d’une flore pathogene dangereuse du point de
vue sanitaire (Vignola, 2002).Le lait se contamine par des microbes d’origines diverses, qui sont

résumés au tableau suivant.

Tableau 04 : Quelques propriétés des micro-organismes de lait cru.( Belabeddou et al, 2016)

Microoganismes contaminants Origine

Coliformes ,Clostridies et eventuellement Féces et téguments de 1’animal
des Entéobactéries pathogénes
(salmonella) .

Streptomyces ,bactéries sporulées , spores Sol

fungiques ,Listéria .
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Flore banale variée, en particuliers Litiere et aliments

Lactobacilles , Clostridiumbutyriques .

Flore diverse dont Pseudomonas , bactérie Air et eau

sporulées .

Flore lactique , microcoque ,Lactobacilles Equipements de traite et de stockage du lait

,Streptocoques , Leuconostoc, levure .

1.2.3. Flore d’altération

Les germes de I’environnement trouvent dans le lait un excellent milieu de culture. La flore
d’altération cause des défauts sensoriels de golit, d’ardmes, d’apparence ou de texture et réduit la
vie de tablette du produit laitier. Les principaux genres identifiés comme flore d’altération sont
Pseudomonas sp, Proteussp, les coliformes, soit principalement les genres Echerichia et
Enterobacter, les sporulés telles que Bacillus spet certaines levures et moisissures (St-Gelais et al,
1999).Parfois, certains microorganismes nuisibles peuvent aussi étre pathogénes. L’un n’exclut pas

I’autre (Vignolaet al, 2002).

La présence de microorganismes pathogénes dans le lait peut avoir trois sources : 1’animal,
I’environnement et I’homme (Guiraud, 1998). Des études réalisées sur la flore microbienne du lait
de chévre ont mis en évidence la présence de Staphylococcus aureus dans 3 % de mammites
(Contreras et al, 1993).

Les exigences réglementaires pour la protection de la santé publique imposent des normes sanitaires
strictes vis-a-vis des trois pathogenes majeurs qui sont : Brucella melitensis, Listeria
monocytogeénes et Salmonella sp(Guiraud, 1998).

1.3. Composition chimique du lait de chévre

La composition du lait est caractérisée par une grande complexité dans la nature et la forme de
ses composants; celles-ci sont particulierement adaptées aux besoins nutritionnels et aux possibilités

digestives des jeunes qui y trouvent tous les éléments nécessaires a leur croissance.
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Tableau 05 : Composition moyenne du lait de chevre (St-Gelais et al, 2000)

Constituants %

Eau 87,1
Matiére séche totale 12,9
Matieres grasses 4,1
Matiére azotées 3,5
Lactose 4,5
Minéraux 0,8

1.4. Utilisation du lait de chevre

Les avantages potentiels pour la santé liés a la consommation du lait de chévre ont été
récemment examinés, y compris I’hypoallergénicité et 1’amélioration des troubles gastro-
intestinaux, 1’absorption de Fe et de Cu, les taux de croissance, la densité osseuse et les taux

sanguins de vitamine A, Ca, thiamine, riboflavine, niacine, et le cholestérol (Stergiadis et al, 2019).
2. Bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont de trés anciens micro-organismes dont les ancétres ont pu voir le jour il
y a trois milliards d’années (avant les Cyanobactéries). Elles ont été utilisées pour la fermentation
des aliments depuis plus de 4000 ans, sans pour autant comprendre la base scientifique de leur
utilisation, mais tout en essayant de produire des aliments de meilleure conservation et de meilleure
qualité (Boudersa et al, 2017).

2.1. Définition et caractéristiques générales

Les bactéries lactiques sont des microorganismes unicellulaires procaryotes, hétérotrophes , chimio-
organotrophes ,aéro anaérobie facultatives et acidotolérantes . Elles sont a Gram positif, peuvent
avoir des formes coccoides, coccobacillaires, ou bacillaires (Badis et al, 2005), sont non
pigmentées, immobiles et non sporulantes. Elles sont caractérisées par la fermentation des glucides
en produisant de ’acide lactique principalement (parfois production d’autres acides organiques

comme 1’acide acétique, acide formique) (Raynaud, 2006). Les BL sont considéréees comme des
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microorganismes non pathogenes. Depuis longtemps les bactéries lactiques sont devenues les
principaux candidats probiotiques et bénéficient d’un statut GRAS (Regarded As Safe) (Belgnaoui,
2006).

2.2. Taxonomie

L’¢laboration de la taxonomie est basée sur un large ensemble de critéres regroupant les
caractéristiques écologiques, phénotypiques, biochimiques et génétiques, le mode de fermentation
du glucose, la croissance a différentes températures, 1’isomére de 1’acide lactique produit et la
fermentation des différents hydrates de carbone. Les principaux genres lactiques sont Lactobacillus,

Leuconostoc, Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus (Zergoug, 2017).

Tableau 06 : Différents genres de bactéries lactiques et leurs principales caractéristique
(Berguiga ; khemis, 2014)

Genre Morphologie Fermentation Caractéristiques Habitats
Lactobacillus Bacilles Homofermentaire Thermophiles Homme, carnés
Produits laitiers,
Héterofermentaires Mésophiles -
végétaux.
Streptococcus Coques Homofermentaires Thermophiles Produits laitiers
Enterococcus Coques Homofermentaires Mésophiles L’intestin de
croissance a 45°C | I’homme et des
Thermorésistante | animaux, produit
laitiers
Leuconostoc Coques Héterofermentaires Mésophiles Produit végétaux
2.3. Habitat

Les bactéries lactiques sont tres abondantes dans la nature. Elles se trouvent généralement
associees a des aliments riches en sucres simples. Elles peuvent étre isolées du lait, du fromage, de
la viande, de végétaux ou des aliments ensemencés par les végétaux. Elles se développent avec la
levure dans le vin, la biere et le pain. Quelques especes colonisent le tube digestif de I'hnomme et des
animaux (Hassan et Frank, 2001; Hadaf, 2012).
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Les bactéries lactiques ont un large spectre de colonisation. Elles sont ubiquistes, en les trouvent
dans différentes niches écologiques : comme le lait et ces dérivés, les végétaux, les viandes, les
poissons, le tractus digestif et les muqueuses humaines et animales (DrouaultetCorthier, 2001).
Les bactéries lactiques ont une authenticité ethnique a certains milieux, certaines espéces ne sont

guere trouvées au part ailleurs que dans leurs habitats naturels (De Roissart, 1986).
2.4. Principales voies fermentaires

Toute croissance nécessite la production d’énergie et les bactéries lactiques ne font pas exception
a la regle. Hétérotrophes, elles tirent leur énergie de la fermentation de substrats carbonés. Les
carbohydrates fermentés en acide lactiqgue par les bactéries lactiques peuvent étre des
monosaccharides tels que des hexoses (glucose, galactose), des pentoses (xylose, ribose, arabinose),
hexitols et pentitols (mannitol, sorbitol, xylol) ou des disaccarides (lactose, saccharose, cellobiose,
tréhalose) (Berradia, 2016).

En regle générale, le produit final prédominant est I’acide lactique (50% de carbone de sucre). 1l
est clair, cependant, que les bactéries lactiques s'adaptent a diverses conditions en changeant leur
métabolisme par conséquence. Cela peut conduire a former difféerents modeles de produits finis
(Axelsson, 2004).

Selon les genres ou especes, Les bactéries lactiques utilisent principalement 1’une des deux voies
majeures du métabolisme des sucres. Il s’agit des voies homofermentaires (Embden-Meyerhoff-

Parnas, EMP) et hétérofermentaire (voie des pentoses-phosphate) (Atlan et al, 2008).
2.5. Intérét des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques jouent un réle important que ce soit dans 1’industrie alimentaire ou dans le

domaine thérapeutique.
2.5.1. Dans P’industrie alimentaire

Les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation et la bioconservation de différents
aliments. Ainsi, les souches de Lactobacillus bulgaricus, Sterptococcusthermophilus sont utilisées
pour la production du yaourt, des fromages et des laits fermentés (Yateem et al, 2008). Le vin, les
poissons, les viandes, les charcuteries, le pain au levain entre autres sont aussi des produits de
fermentation par des bactéries lactiques (Badis et al, 2005). L’utilisation de ces derniéres a pour but

I’amélioration des caractéristiques organoleptiques des produits fermentés et 1’augmentation de leur
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durée de conservation sans 1’utilisation de conservateurs chimiques, et ce grace aux substances

antimicrobiennes qu’elles secrétent (Dortu et Thonart, 2009).

Les souches utilisees en industrie alimentaire doivent répondre a certains critéres : absence de
pathogénicité ou activité toxique, capacité d’améliorer les caractéristiques organoleptiques, capacité
de dominance, facilité de culture, de conservation, et maintenance des propriétés désirables durant
le stockage (Marth et Steele, 2001).

2.5.2. Dans le domaine thérapeutique

Etant des probiotiques, les bactéries lactiques apportent des bénéfices a 1’hote en conférant une
balance de la microflore intestinale, en jouant également un réle important dans la maturation du
systeme immunitaire (Yateem et al, 2018). Différentes études ont démontré le role préventif aussi
bien que curatif de ces bactéries sur plusieurs types de diarrhées (Mkrtchyan et al, 2010). D’autres
ont cité leur capacité de diminuer les allergies liees aux aliments grace a leur activité protéolytique
(EI-Ghaish et al, 2011). Lactobacillus crispatus, utilisées sous forme de suppositoires pour
empécher la colonisation du vagin par les bactéries pathogénes et de prévenir ainsi les rechutes chez

les femmes qui souffrent d’inflammations fréquentes et répétées de la vessie (Uehara et al, 2006)
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1. Historique et définition

Le concept des probiotiques provient d’un chercheur et Prix Nobel Russe, Elie Metchnikoff
(1907) qui avait pour théorie que la longevité des paysans bulgares était directement liée a leur
consommation de laits fermentés (Sanders, 2000). Ainsi, Metchnikoff (1907) avait proposé
I'ingestion de bactéries vivantes, particulierement des bactéries lactiques, pour réduire les désordres
intestinaux et améliorer I'hygiéne digestive, et donc augmenter l'espérance de vie (Gournier-
Chateau et al, 1994).

En 1954, I’expression « probiotique », qui dérive de deux mots grecs « pro » et « bios » qui
signifient en faveur de la vie, a été pour la premiere fois introduit dans la littérature par Ferdinand
Vergin (Boumediene, 2013).

A partir de 1965, la définition de probiotique change radicalement sous 1’impulsion de
Lilly et Stillwell qui décrivent un probiotique comme une substance produite par un

microorganisme stimulant la croissance d’un autre microorganisme (Caudeyras et frostier, 2010).

Selon la définition de 1’Organisation mondiale de la santé (OMS), « sont des microorganismes
vivants qui, lorsqu’ils sont ingérés en quantité suffisante, exercent des effets positifs sur la santé,
au-dela des effets nutritionnels traditionnels ». Les probiotiques sont naturellement présents dans les
aliments fermentés comme les laits et les yaourts fermentés, ou encore la choucroute. « Ils existent
aussi sous forme de compléments alimentaires, ou beaucoup plus rarement de médicaments »,

rappelle le Pr Thierry Piche, gastro-entérologue au CHU de Nice (Prigent, 2019).

Les principaux microorganismes probiotiques connus a ce jour sont des bactéries lactiques
(lactobacilles, bifidobactéries, propionibactéries, Escherichia coli et entérocoques) et des

levures (Saccharomyces boulardii) (Ouwehand et al, 2002).
2. Critére de sélection des probiotiques

Les probiotiques présentent des propriétés qui sont variables selon I’espeéce ou la souche
microbienne. Le choix des probiotiques dépend de ces propriétés et du type d’utilisation. Selon le
rapport de la FAO/OMS (2002), Ces propriétés sont propres a chaque souche et ne peuvent pas étre

extrapolées d’une souche a I’autre méme au sein d’une seule espece (Dunne, 2001).
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Tableau 07 : Principaux criteres utilisées pour la sélection des souches probiotiques
(FAO/OMS, 2002 ; Benkaddour, 2013 ; Bahri, 2014 )

- Adhésion aux cellules intestinales et persistance dans le tractus
gastro- intestinal.

- production de substances antimicrobiennes et antagonisme vis-a-vis

des pathogeénes.

Criteres , . . . . . s
- tolérance a la bile et aux enzymes digestives. - tolérance a I'acidité et

fonctionnelles )
aux enzymes gastriques.

- Immunomodulation

- Aptitude a produire des effets bénéfiques sur la santé - Effets sur la

santé documentés et cliniquement validés

- Souche caractérisée par des techniques phénotypiques et génotypiques.

- Souche pour l'usage humain (isolée du tractus intestinal d'un Homme

_ _ sain) ou alimentaire (utilisée dans les produits fermentés).
Critéres de sécurité

- Souche déposée dans une collection de cultures reconnue

internationalement.
- Historique de non pathogénicité.

- Pas de transmission possible de génes de résistance aux antibiotiques.

Criteres - stabilité au cours des procédés de production et dans le produit fini.

technologiques
- conservation des propriétés probiotiques aprées production.

23




Chapitre 111 Probiotiques

3. Classification des probiotiques
Les probiotiques peuvent étre classés en quatre catégories :

a. La premiére catégorie renferme les especes du genre Lactobacillus. Les lactobacilles sont des
bactéries Gram-positif, classées dans le phylum des Firmicutes et appartenant a la famille de
Lactobacillaceae (Hammes et Vogel, 1995).

Elles sont anaérobies facultatives, pléomorphes (capable de revétir des formes différentes dans
certaines conditions ou sous des influences déterminées), asporogénes et immobiles (sauf
Lactobacillus agilis). Ce sont des bacilles plus ou moins allongés . Elles ont été démontré que les
lactobacilles avaient des effets bénéfiques sur la santé. Les meilleures preuves existent pour le
traitement et la prévention des infections entériques et les syndromes post-antibiotiques. Plusieurs
méta-analyses ont établi I'efficacité de certains lactobacilles dans les diarrhées infectieuses aigués et

la prévention des diarrhées associées aux antibiotiques (Routier, 2019).

Les lactobacilles existent naturellement dans le tractus gastro-intestinal, la bouche et le vagin de
I’espéce humaine. Rarement pathogénes, ils ont néanmoins été mis en cause dans des endocardites

et des suppurations buccales ou pulmonaires (Malbezin, 2017).

b. La deuxieme catégorie est composée des especes de Bifidobacterium. Ce sont des
bacilles a Gram-positif, anaérobies strictes (sauf quelques especes pouvant tolérer 1’oxygeéne), non
sporulées, non acidorésistantes, trés polymorphes, immobiles et forment le groupe bactérien
prédominant de la flore intestinale humaine (Mitsuoka, 1990). Les bifidobactéries sont
majoritairement utilisées comme probiotiques surtout par l'industrie agroalimentaire en raison de
leurs nombreux bienfaits sur la santé. C'est le cas de la souche commerciale B. animalisssp. Lactis
Bb12 (Mohan et al, 2006; Kabeerdoss et al, 2011).

c. Le troisieme groupe de probiotiques comprend d'autres bactéries lactiques en forme de

coques telles que les Enterococcus et les Streptococcus ( Naimi, 2014 ).

d. le quatrieme groupe sont les autres bactéries non lactique, dont le métabolisme est différent des
précédentes, font également preuve d’intérét en tant que probiotiques. Il s’agit notamment de la
souche Escherichia coli Nissle 1917 et de bactéries sporulées dont Bacillus subtilis et B. cereus
(PIQUEPAILLE, 2013).

24



Chapitre 111 Probiotiques

4. Mécanismes d "action des probiotiques

Les probiotiques font actuellement I'objet d'un certain consensus dans la communauté
scientifique grace a leurs effets bénéfiques sur la santé de I'hote. Plusieurs mécanismes par lesquels
certains probiotiques exercent des effets protecteurs ou thérapeutiques ont été proposés. Toutefois,
ces modes d'action ne sont pas encore completement élucidés. Parmi ces principaux mécanismes
d'action, on retrouve le renforcement de la barriere intestinale, I'inhibition de l'adhésion des
pathogenes a la muqueuse intestinale, la production de substances antimicrobienne et la modulation

du systéme immunitaire.
4.1. Inhibition de I'adhésion des pathogénes : phénoméne de compétition/exclusion

Les probiotiques exercent une action antimicrobienne directe en s’opposant a
I'invasion des microorganismes pathogénes dans le tube digestif tout en empéchant leur

adhésion aux parois intestinales (Vanderpool et al, 2008).

En effet, il existe une compétition directe entre les souches probiotiques et les germes infectieux
pour occuper les sites d’adhésion aux parois de I’intestin. Certains probiotiques ont une capacité
d'adhérence au tube digestif et peuvent le coloniser de maniére prolongée. Cette propriété pourrait
constituer un avantage écologique favorisant leur implantation au niveau des parois intestinales et
par conséquent, l'inhibition de la fixation des germes pathogenes. Ainsi, les probiotiques jouent un
role de barriére physique contre les microorganismes pathogenes. Ce phénomene a été observé chez
certains lactobacilles qui adhérent aux villosités intestinales et inhibent la fixation d’Escherichia

coli entéro-pathogenes (Collado, Meriluoto et al, 2007).
4.2. Production de substances antimicrobiennes

Les probiotiques pourraient également limiter la croissance des pathogénes en exercent une
action antimicrobienne indirecte. Cette derniére se réalise grace a la production de différents

composés antimicrobiens.
4.2.1. Bactériocines

Ce sont des composés protéiques qui ralentissent respectivement les invasions des souches
bactériennes (Klaenhammer, 1993). Ces substances nocives produites par les probiotiques sont
dirigées contre des bactéries phylogénétiquement proches de la souche productrice. Elles agissent
principalement sur la membrane externe des bactéries cibles en formant des pores qui ménent a la

libération du contenu intracellulaire et a la mort de la bactérie affectée. Les lactobacilles et les
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lactocoques, contrairement aux souches de bifidobactéries, sont le plus souvent associés a la
production de bactériocines (Fooks et Gibson, 2002).La nisine, qui est produite par la bactérie

Lactococcus lactis, est la bactériocines la plus documentée.
4.2.2. Acides organiques

Les bactéries probiotiques ont la capacité de produire des acides organiques qui contribuent a
I'inhibition de la croissance des microorganismes entérovirulants. Il s’agit de l'acide lactique et
I'acide acétique, qui sont produits respectivement par les lactobacilles et les bifidobactéries via la
fermentation des hexoses. Ces acides organiques, produits a partir de glucides ingérés lors de la
prise alimentaire, contribuent a faire baisser le pH intestinal. Leur diffusion passive a travers la
membrane bactérienne sous leur forme non dissociée permet, apres leur dissociation, d'acidifier le
cytoplasme et donc d'inhiber la propagation, la croissance et la survie des agents pathogenes acido-
sensibles(Servin, 2004).

4.2.3. Peroxyde d'hydrogéne

Certaines bacteries lactiques produisent, en milieu humide, du peroxyde d'hydrogene (H202) qui
inhibe de nombreuses souches bactériennes pathogénes. La production du peroxyde d’hydrogéne est
accompagnée par celle d’acide lactique permet I'inhibition du développement de certaines espéces
pathogenes comme certains virus tel que le virus de la fievre aphteuse, certains champignons
comme Candida albicans, ou encore certaines bactéries comme Escherichia coli, etc. (Ouwehand
and Vesterlund, 2004).

4.3. Stimulation de ’activité du systeme immunitaire intestinale

L'interaction des probiotiques avec le systtme immunitaire permet d'accroitre la
réponse immune de I’hote contre les agents entéropathogénes. En effet, les probiotiques
interviennent dans la stimulation de I'immunité adaptative, tel que la production des anticorps
de type IgA (Shu et Gill, 2002), ainsi que I'immunité innée tel que la production des macrophages,
des monocytes, etc.(Oelschlaeger, 2010). Par conséquent, les 33 probiotiques agissent comme des
adjuvants en modulant une réponse rapide de la muqueuse intestinale et renforcant ainsi le systeme

immunitaire intestinal.
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Figure 04 : Mécanismes d'action des probiotiques selon (Bermudez-Brito et al, 2012)

5. Probiotiques et leurs effets bénéfiques sur la santé

Plusieurs études ont démontré les multiples effets bénéfiques des probiotiques, en effet, les
probiotiques interviennent dans la prévention et le traitement de plusieurs diarrhées, notamment la
diarrhée du voyageur et la diarrhée associée a la prise d’antibiotiques (Beausoleil et al, 2007). Ils
sont aussi impliqués dans la réduction et le traitement de certaines infections gastro-intestinales
(Salminen et al, 2005). IIs contribuent également a la modulation du systeme immunitaire et au

renforcement de la muqueuse intestinale (Cornish et al, 2001).

Les probiotiques améliorent aussi la digestion des aliments et jouent un rble dans la
réduction des symptémes de l'intolérance au lactose (Nagpal et al, 2007). Les probiotiques
possédent aussi une action antimicrobienne gréace a la production des bactériocines
(Klaenhammer, 1988). Certains probiotiques ont démontré leur capacité a prévenir certaines
maladies chroniques telles que la maladie de Crohn, I'obésité et le diabéte (Schultz et al, 2004;
Yadav et al, 2007). D’autres travaux laissent présager qu’ils pourraient également jouer un role

important dans la prévention du cancer du célon (Wollowski et al, 2001).
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Figure 05 : Principaux effets bénéfiques attribués aux probiotiques (Mercenier et pavan,

2003)

6. Applications des probiotiques :

Les différents produits commercialisés en tant que probiotiques humains ou animaux sont

constitués soit d’un seul microorganisme (produits dits mono-souches) ou d’une association de

plusieurs especes (produits dits pluri-souches). De nos jours, les produits probiotiques sont

commercialisés sous trois formes (Patterson, 2008) :

v

v

Un concentré de culture ajouté a des aliments et boissons a base de produits laitiers, de fruits
et de céréales.

Un ingrédient ajouté a un aliment a base de lait ou de soja et auquel on permet d’atteindre
une concentration élevée par fermentation.

Des cellules séchées, concentrées, en poudre, en capsule ou en comprimés. Les probiotiques
sont généralement associés aux produits laitiers. En effet, de nombreuses souches
bactériennes ont montré leurs bénéfices sur la santé humaine et sont déja commercialisées
par Danone telles que Bifidobacterium lactis (bifidus actif) utilisée dans la production des
yaourts Activia ou Lb. casei retrouvé dans Actimel. Les souches probiotiques Lb.
acidophilus et Lb. casei, qu'on retrouve entre autres dans le lait fermenté Bio-K+, ont fait
I'objet d'études montrant leur efficacité contre la diarrhée associée a la prise d'antibiotiques
en milieu hospitalier. Des études ont montré Ifaction préventive des probiotiques lors de
diarrhées infectieuses causées par un traitement antibiotique, par radiothérapie et aprés des
rechutes de colite ulcéreuse (Makhloufi, 2011).
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Chapitre 1. Matériels et Méthode

Ce travail a été effectue au laboratoire de Biochimie, Faculté de sciences de la nature et de la
vie, Université El- chahide Hamma Lakhdar El oued, Algéric. L’objectif de cette étude est de
déterminer ’effet d’un extrait végétal sur I’activité des bactéries probiotiques déja isolées a partir
du lait de chevre .
1.Matériels
1.1. Matériel végétal
L’espece choisie est une plante médicinale utilisée traditionnellement contre les troubles intestinale
a savoir, Artemisia herba alba Asso. Il a été récolté au mois de Septembre 2022 de la région kchida
(Batna, Algérie).
1.2. Matériel biologique
1.2.1. Lait de chévre

L’échantillon de lait a été aseptiquement prélevé a partir de chévre de la commune de Kouinine
( El Oued ) durant le mois de Janvier 2023. Les mamelles sont lavées avec 1’eau savonneuse puis
ringage a I’eau javellisée. La traite est réalisée apres lavage soigné des mains et aseptisation. Le lait
(150 ml) a été recueilli dans un flacon en verre de 250 ml stérile contenant le lait placés dans une
glaciére avec des outres réfrigérées. Afin d'assurer une température de 4°C au cours du transport
jusqu'au laboratoire ou il est analyse.

1.2.2. Bactéries pathogénes

Pour la mise en évidence des activités antimicrobiennes des souches lactiques sept (07)
bactéries pathogenes ont été utilisées.

Tableau 08 : Souches pathogénes utilisées et leur origine

Souches Gram Origine
Enterococcus faecalis Positive
Staphylococcus haemolyticus Positive
Candida albicans Positive
Klebsella sp Négative Laboratoire d’analyses
Salmonella sp Négative medicales El-Medjed

Staphylococcus aureus Positive
Escherichia coli Négative
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1.3. Milieu de culture

+ Gélose M17 (liquide et solide) : utilisée pour le dénombrement des lactocoques

(particulierement Lactococcus lactis) et de Streptococcus thermophilus dans les produits

laitiers (Terzaghi et Sandine, 1975).

4+ Milieu Mueller-Hinton : utilisée pour la détection de sensibilité aux antibiotiques.

1.4. Réactifs chimiques

Pour 1’évaluation des activités des feuilles d’armoise blanche, nous avons utilisé de nombreux

produits chimiques et biochimiques du laboratoire de biochimies-université d’EI-Oued.

Tableau 09 : liste des produits chimiques et biochimiques
Produits Forme Forme chimique
Trichloride d’ Aluminium Poudre AICI3
Hydroxyde Ammonium Poudre NH40H
Catéchine Poudre C15H1406
Vanilline Poudre C8H803
Diméthyle sulfamide Liquide C2H60S
(DMSO)
Dragendroff réactive Liquide Liquide /
Ethanol Liquide C2H50H
Fehling liquide Liquide /
Folin-Ciocalteu Liquide / /
Acide Gallique Powder C7H605
Acide Hydrochlorique Liquide HCI
Iron. Trichloride Liquide FeCI3 FeCl3
Magnesium chips / Mg
Mayer réactive Liquide Liquide /
Sodium carbonate hydroxyde Liquide Na2CO3
hydroxyde Sodium Liquide NaOH
Acide Sulfurique Liquide H2S04
Lugol Liquide /
Alcool Liquide /
Christelle Liquide /
Violet Liquide /
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1.5. Equipements

Autoclave, Four pasteur, Etuve, Frigidaire, Verreries, Bec Benzéne, Rota vapeur, Flacons,

Boites de Pétri, Ecouvillons. Balance de précision, Spectrophotométre.

2. Méthodes
2.1. Séchage et broyage
Les parties aériennes sont immédiatement rincées a 1’eau pour éliminer la poussiére et les

impuretés. Ensuite, elles sont séchées a I’air libre a ’abri de la lumiére pour réduire 1’humidité.
Elles séchées sont initialement pilonnées, puis finement broyeés dans un broyeur électrique. Ce
broyage permet d'obtenir une poudre fine et homogene, et le broyat obtenu est stocké a température
ambiante dans une boite en verre, dans un endroit sec et a l'abri de I'hnumidité et de la lumiére
jusqu'a son utilisation (Merdaci et Taous, 2021).
2.2. Extraction

L'extraction est effectuée selon les méthodes [DIOUF et al, (2009); TUHIN et al, (2016)], avec
quelques modifications . 10 g de I'échantillon ont été mis en contact avec 200 ml d'eau distillée dans
un erlenmeyer en verre a température ambiante pendant 24h. La fiole Erlenmeyer était entiérement
recouverte d'une feuille d'aluminium pour prévenir la dégradation des molécules photosensibles.
Cette macération est répétée 3 fois avec renouvellement du solvant. L'extrait aqueux est récupéré
apres filtration a lI'aide d'un filtre N°01 papier, I'eau distillée est éliminé du filtrat par évaporation
sous pression réduite dans un rota-vapeur puis étuve pendant au moins 48 heures a température ne
dépassant pas 40°C, et conservé jusqu'a utilisation.
2.3. Rendement d'extraction

Le pourcentage de rendement a été calculé par la formule suivante (Muniyandi et al, 2019).

[ Rendement (%) = (M1 /MO0) x 100 ]

M1 : Masse en gramme de l'extrait sec résultant.
MO : Masse en gramme du matériel végetal a traiter.
2.4. Caractérisation phytochimique
2.4.1.Tests phytochimiques

Des tests préliminaires ont été effectués selon les méthodes décrites par (KANERIA et al,
2012). 100 mg de chaque extrait ont été dissous dans 100 mL de solvant adéquat afin d’obtenir une
solution (S). Cette derniére est ajoutée a des réactifs spécifiques pour mettre en évidence la présence
de certains métabolites secondaires, dans la plantes par des réactions qualitatives de caractérisation.
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Ces réactions sont basées sur des phénomeénes de précipitation, de coloration par ces réactifs
spécifiques et des observations sous lumiere ultra-violette (NACRI, 2016 ; HAGERMAN et al,
2000).

a. Polyphénol

Leur détection consiste & introduire 2ml de 1’extrait aqueux dans un tube a essai, puis 02 goutte
de Feclz a 2% .I’apparition de coloration bleu-noiratre ou vert ou noir foncée fut le signe de la
présence de polyphénol (Yap et al, 2009).

b. Tanins

La réaction avec le trichlorure de fer (FeCls) a permis de caractériser les tanins. Un volume de 5
ml d’extrait a analysé 1 ml d’une solution de FeCls & 1%. L'apparition d'une couleur bleu-noiratre
qui révele I’existence des tanins gallique, ou verte plus ou moins foncée qui indique la présence des
tanins catéchiques (Hadouchi et al, 2016).

c. Alcaloides

Dans un tubes & essai, introduire 1ml de I’extrait a analyser. Acidifier le milieu par quelques
gouttes de réactif de Dragendorff et ajouter 2 ml eau distillées. L apparition la couleur orange,
révele la présence des alcaloides. (Zerrouak et Hadji, 2019).

d. Saponines (test de mousse)

Dans un tube a essai, introduire 2 ml de I’extrait a analyser, ajouter 2 ml d’eau distillée chaude,
agiter pendant 15 secondes et laisser le mélange au repos pendant 15min. Une hauteur supérieure a
1 cm de mousse indique la présence de saponines (Harborne, 1998).

e. Flavonoides

Dans un tube a essai , on ajoute a 5 ml d'extrait a analysé 5mld'ammoniac dilué et 1ml H2SO4

.L'apparition d'une coloration jaune prouve la présence des flavonoides (Karumi et al, 2004).
f. Terpénoides

A 5 ml de chaque extrait, on ajoute 2 ml de chloroforme et 3 ml de H2SO4 concentrée. La
présence des terpénoides est révélée par I’apparition de deux phases et une couleur marron en
interphase (Kablan et al, 2008).

g. Quinones libres

Quelques gouttes d'hydroxyde de sodium (1% NaOH) sont ajoutées a 5 ml d'extrait. L’apparition

d’une couleur jaune, rouge ou violette indique la présence de quinones libres (Oloyede, 2005).
h. Sucres réducteurs

1 ml de liqueur de Fehling est ajouté a 5 ml de chaque extrait et les tubes contenant les mélanges

sont chauffés au bain-marie a 40°C. Un test positif est indiqué par I'apparition d'une couleur rouge

brique (Traese et Evans, 1987).
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2.4.2. Dosage des composés phénoliques
a) Dosage des polyphénols totaux
La teneur en phénols totaux des extraits a été déterminée spectrophotométriqguement par la méthode

de Folin-Ciocalteu. Ce dosage est fondé sur la quantification de la concentration totale de
groupements hydroxyles présents dans I’ extrait. Le réactif de Folin-Ciocalteu consiste en une
solution jaune acide contenant un complexe polymérique d’ ions (hétéropolyacides). En milieu
alcalin, le réactif de Folin-Ciocalteu oxyde les phénols en ions phénolates et réduit partiellement ses
hétéropolyacides d’ ou la formation d” un complexe bleu (Yakhlaf et al, 2011).
Selon le protocole décrit par (Bougandoura et al, 2013). Une quantité de 200 . | de I’ extrait est
mélangée avec 1ml du réactif de Folin-Ciocalteu fraichement préparé (10 fois dilué) et 0.8ml de
carbonate de sodium a 7.5% (Na-.CQOgs). L’ ensemble est incubé a température ambiante pendant 30
minutes et la lecture est effectuée contre un blanc al’ aide d’ un spectrophotométre a 765nm. Les
concentrations des polyphénols ont été déduites a partir de la gamme de la courbe d” étalonnage
linéaire établie avec I’ acide gallique. Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalent d’
acide gallique par g d’ extrait sec (mg EAG/g ES)

b) Dosage des flavonoides
Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d” un complexe entre Al+3 et

les flavonoides. La méthode de Boudjouref et al, (2018) est basée sur 1’oxydation des flavonoides
le réactif trichlorure d'aluminium, entrainant la formation du flavonoide-stable complexe
d'aluminium de couleur jaunatre, détectable dans le visible a 430 nm.

Une prise de 1 ml de chaque échantillon (préparé dans le méthanol ou dans I’eau distillée) a été
ajoutée a 1 ml de la solution d’AICI3 (2 % dans le méthanol). Aprés 10 minutes d’incubation,
I’absorbance a été lue au spectrophotometre a 430 nm. Les résultats sont exprimés en mg équivalent

quercétine / g de matiere végétale seche en référence a la courbe d'étalonnage de la quercétine.

2.5. Isolement et identification des bactéries lactiques

2.5.1. Isolement de la flore lactique

Les échantillons des laits sont répartis en tube stériles a raison de 10 ml par tube. Des dilutions
décimales (1072, 1072 et 1073) du lait sont realisées dans I'eau physiologique a partir de 1 ml de la
suspension mere. 1 ml de chaque dilution et ensemencé dans la masse de la gélose M17 puis les
boites sont incubées a 37 °C et 45°C dans 1’étuve (Guedda et Benkhelifa, 2017). Aprés isolement

des colonies d’aspects morphologiques différents (taille, couleur, surface, profondeur) sont
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repiquées sur milieu M17, incubées a 30 ou 45°C afin de s’assurer de la pureté des cultures. La
purification des souches sur milieu gélosé se fait par la méthode de stries suivi d’une observation

microscopique (Lairini et al, 2011).
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Figure 06 : Protocole d’isolement des souches lactiques

2.5.2. Conservation des souches

La conservation des colonies isolées, purifiés est réalisée par ensemencement sur la surface
milieu de culture M17 gélosé incliné, incubé a une température 30°C pendant 18 heures, les tubes
sont conservés a une température de 4°C, Des repiquages successifs sont réalises toutes les trois

semaines (Daouadji et Djelloul, 2021).
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2.5.3. Pré-ldentification des souches bactériennes

a. Examen macroscopique :

L’examen macroscopique est porté sur I’observation macroscopique qui permet de décrire
I’aspect des colonies (la forme, la taille, pigmentation, contour et la viscosit¢) (Cherrad et

Tazegouaret, 2020)

b. Examen microscopique :

L’observation microscopique au grossissement (Gx100) a permis de classer les bactéries
selon la coloration de Gram, leur morphologie cellulaire, leur mode d’association (Joffin et Leyral,
1996).

Technique

v’ La premieére étape de la coloration consiste a réaliser une suspension en eau physiologique a
partir d’une culture jeune (sur un milieu solide) et prélever un aliquote de suspension a
I’anse de platine ou a la pipette stérile puis on étale sur 1 a 2cm par un mouvement circulaire
en partant du centre de la lame.

v La seconde étape nécessite le séchage et la fixation par la chaleur (pour tuer les bactéries,
fixer leur structure cytologique et les faire adhérer a la lame).

v’ La troisieme étape nécessite quelques gouttes de violet de gentiane sur un frotti fixé pendant
1 min, apres ringage on ajoute de Lugol (solution aqueuse d’iode et d’iodure de potassium)
pendant 30 secondes.

v La quatriéme étape a savoir le bain d’alcool 90° (ne va traverser que la paroi de certaines
bactéries « les Gram négatives » et décolorer leur cytoplasme), puis on rince avec de 1’eau
distillé

v Enfin quelques gouttes de Fuchsine sont versées sur la lame qu’on laisse agir 1 min, la lame
est lavée a I’eau physiologique, aprés séchage on passe a I’observation microscopique |
Observez avec une goutte d'huile a immersion objectif 100 (grossissement x100) (Gasmi et
Khadri, 2020).

c. Identification des souches selectionnées

+ Tests physiologiques et biochimiques

% Test de catalase

La catalase est une enzyme catalysant la décomposition de peroxyde d’hydrogéne en eau et en

oxygene selon la réaction suivante: 2H202 — 02 + 2H20

Cette enzyme est produite par plusieurs microorganismes et utilisée pour 1’identification des

bactéries. Une colonie isolée est prélevée de la gélose et déposée dans une goutte d’eau oxygénée
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sur une lame de verre propre. L’apparition de bulles d’air indique une réponse positive. Les
bactéries retenues sont celles dépourvues de catalase (BOUGUERRA, 2012).

+«+ Croissance en présence de différentes concentrations de NaCl :

La croissance en présence de différentes concentrations de chlorure de sodium (NaCl) fournit
des informations précieuses pour 1’identification. Les cultures a tester ont été inoculées sur des
bouillons nutritifs a 2% et 4% a 6 % de NaCl pour Streptococcus, Lactococcus et 2%, 4%, a 6% de
NaCl pour Pediococcus. Aprés incubation a 37°C pendant 24 a 72 heures, la croissance de ces
bactéries se manifeste par une nébulosité du milieu (Salhi et Souaker, 2020).

% Test des températures

Il est effectué par ensemencement d'une culture pure et jeune (18 heures) de deux séries de
bouillon M17. La premiére série est incubée a 10°C pendant 7 jours et la seconde a 45°C pendant
24 a 48 heures. Ensuite nous calculons les colonies existant (Latreche, 2016).

% Galerie API 10S :

Pour guelques testes biochimiques on utilise la galerie APl 10S, La galerie APl 10S comporte
10 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les microtubes sont inoculés avec une
suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les réactions produites pendant la période
d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révelés par I'addition de réactifs. La
lecture de ces réactions se fait & I'aide du Tableau de Lecture et l'identification est obtenue en
consultant la liste des profils de la notice ou a l'aide d'un logiciel d'identification (Biomerieux,
2006).

2.5.4. Sélection des souches probiotiques

a. Tolérance a acidité

La résistance des bactéries aux pH acides a été déterminée selon la méthode décrite par (Bakari
et al, 2011) avec quelques modifications. Elle consiste a:

v' Réactiver les souches bactériennes sur un volume de 2ml de bouillon nutritive stérile a 37°C

pendant (16 a 18h).

v" Centrifuger les cultures bactériennes a une vitesse de 2500 pendant 10min puis laver par le

tampon PBS

v Recycler la centrifugation de culot a une vitesse de 1000 pendant 5min avec le lavage par le

tampon PBS.

v' Diviser la quantité de culot en 2 tubes contenant 4ml de bouillon nutritive, ajuster le pH de

chaque tube a pH=2, pH=3, par HCL et NaOH.
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v' Aprés exposition a pH acide a t=0 et t=3h, des dilutions en cascades jusqu'a 10~ 3 ont été
réalisées. Ces dilutions sont ensuite ensemencées en masse sur la gélose M17 et incubées a
37° C pendant 24 a 48 h. Le compte viable a été déterminé a t=0h et apres t=3.

v Ensuite, nous comptons le nombre de cellules vivantes (Boukhalfi, 2020)

b. Tolérance a la bile
La capacité des souches a survivre dans des conditions similaires du I’intestin gréle de I’homme
(stress intestinal simulé) est 1’un des caractéres important de sélection des probiotiques (REN et al,
2014)
v Réactiver les souches bactériennes sur un volume de 2ml de bouillon nutritive stérile a 37°C
pendant (16 a 18h).
v’ Centrifuger les cultures bactériennes a une vitesse de 2500 pendant 10min puis laver par le
tampon PBS.
v Recycler la centrifugation de culot a une vitesse de 1000 pendant 5min avec le lavage par le
tampon PBS.
v Diviser la quantité de culot en 3 tubes contenant 3ml de bouillon nutritive et différente
concentration de la bile (1%, 3%,5%).
v’ Ensuite ensemencées en masse sur la gélose M17 et incubées a 37° C pendant 24 a 48h, Le
compte viable a été déterminé a t=0h et apres t=3h.
c. Pouvoir antimicrobien
Dans cette partie, on réalise des interactions entre les souches isolées de lait et les bactéries
pathogénes . Les microorganismes utilisés dans notre étude sont mentionnés dans le tableau 08.
Pour réaliser le test d’antagonisme, il faut avoir des pré-cultures des souches lactiques et la pré-
culture de la souche indicatrice (pathogéne). A partir des tubes inclinés de bouillon nutritifs, nous
avons ensemenceé chacune des souches lactiques isolées dans un tube a essais contenant 3 ml du
bouillon nutritifs. Le tube est incubé a 37 et 45°C pendant 18 heures en anaérobiose. Alors que la
souche indicatrice a été ensemencées dans un tube de coeur serval et incubée a 37°C pendant 18
heures (Daoudi et Khelef, 2018)
Les diamétres des zones d’inhibition apparaissant autour des puits seront mesures, le résultat est
positif si le diametre de la zone d’inhibition est supérieur de 2mm. La mesure du diametre

d’inhibition Zi est effectuée selon la formule suivante:

Zien (mm) = diametre de la zone d'mhibition obtenue (mm) — diametre de puits (6 mm)
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Figure 07 : Méthode utilisée pour la recherche de substances antimicrobienne (DAOUDI et
KHELEF, 2018)

d. Sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité ou la résistance des souches présumées probiotiques aux antibiotiques ont été
évaluées selon la méthode décrite par (DEALMEIDA et al, 2015). On utilise 05 disques

d’antibiotiques.

Tout d’abord, les souches lactiques sont cultivées sur le milieu gélose nutritifs et incubées a
37 °C pendant 24 h. Ensuite, des colonies bactériennes de chaque souche sont transférees dans I'eau
physiologique pour préparer une suspension. Ces suspensions bactériennes sont inoculées aprés
dans des boites contenant la gélose nutritive par écouvillonnage, puis les disques d’antibiotiques ont
été déposés a la surface (a raison de 5 par des boites). Apres incubation des boites a 37 °C pendant
48 h, les zones d’inhibition ont ét¢ mesurées en incluant le diametre du disque d’antibiotique (6
mm) dans la largeur de la zone. (BOUGUERRA, 2020).
Tableau 10 : Liste des antibiotiques utilisés pour évaluer la sensibilité des souches

probiotiques

Antibiotiques Symbole Charge du disque
Pinicilines G P 10 IU
Ciprofloxacine CIP 5ug
Oxaciline OXA 5 ug
Amoxiciline AMX 25 ug
Gentamicine HLG 120 120 pg
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2.6. Etude de I'effet de I'extrait sur les probiotiques

Nous avons utilisé deux extraits; extrait aqueux et alcoolique de plante de différents
concentration (2,5; 5; 10 ml/mg ) pour étude leur effet sur l'activité probiotique de Streptococcus
thermophilus.
2.6.1. Pré-culture

On mélange 25 ml de bouillon nutritif avec 1ml de chaque extrait avec différents
concentrations (2,5 ; 5; 10 ml/mg ) pour préparation de Pré-culture de Streptococcus thermophilus
pour chaque test.

Le schéma suivant montre le protocole suivi :

‘ 3 mg de I'extrait agueux 1

E— i )

l 3 mld’eaun distillé ‘

Figure 08 : Protocole de préparation de différentes concentrations d'extraits agueux

250 pld’extrait

-

| 750 ml eau distillé

500 pl d’extrait

. 500 ml eau distille |

‘ 1000 ul d’extrait ’

Iy ¥ {
1ml 1ml 1ml
= | 3= J A
o/ o | ey
25ml 25ml 25ml
bouillon nutritif bouillon nutritif bouillon nutritif

Petite quantité de souche streptococcus thermophilus

NB : On utilise La méme technique pour I’apprét de 1'extrait hydro-éthanolique dissous dans le

solvant DMSO.
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2.6.2. Tests biochimique en présence |'extrait végétal
On fait les mémes tests précedents :
v' Test d'acidité et test de sel biliaire

Le but des deux tests est I'é¢tude le changement qui serait a Streptococcus thermophilus en
présence des 2 extraits. Streptococcus thermophilus sont incubées avec les extraits et suivent le
protocole précédemment adopté, apres la croissance des bactéries est étudiée a différents valeurs de
ph (2, 3) et a différents concentration de sel biliaire (1%,3%,5%).

a. Test d'antibiotique

Nous faisons ce test pour voir a quel point les Streptococcus thermophilus sont résistantes aux
antibiotiques en présence de 2 extraits de (2,5 ; 5; 10 ml/mg ) par utilisation des disques
antibiotique tableau 10.

Dans chaque boite de Pétri, nous ensemencons Streptococcus thermophilus qui ont été incubées
dans D’extrait de plante avec bouillon nutritive, ensuite nous mettons les disques et aprés une
incubation de 24 h a 37C°. Nous mesurons le diamétre de la zone d’inhibition.

b. Test d'antimicrobienne

La méthode a utilisation fréquente pour tester 1’activité antimicrobienne de Streptococcus
thermophilus en présence des extraits végétaux, il s’agit de la méthode de la diffusion sur disque.
L'agent antimicrobien se diffuse dans la gélose et inhibe la germination et la croissance du
microorganisme test, puis des mesures de diametre de la zone d'inhibition doivent étre effectuées
(KHAFALLAH et BOUGUERBA, 2021).

Les souches pathogenes utilisées (Enterococcus faecalis, Staphylococcus haemolyticus,
Candida albicans, Klebsella sp, Salmonella sp, Staphylococcus aureus, Escherichia coli), Dans
chaque boite de Pétri, nous mettons 3 disques de 6 mm imbibés surnagent (extrait + Streptococcus

thermophilus).
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Chapitre 11 Résultats et Discussions

1. Résultat et discussion d’extraction
1.1. Description des extraits bruts

L’extraction par les solvants est une étape essentielle pour la préparation des extraits des
plantes. Cependant, le choix des solvants d'extraction influence les rendements en metabolites
secondaires des extraits. En effet, (Khoddami et al, 2013) ont montré que I' éthanol et I’eau ainsi
que leur mélange a différents ratios sont les solvants les plus utilisés pour une meilleure

récupération de composés phénoligues.

L’extraction aqueuse et 1’extraction hydro-éthanolique ont été faites aprés avoir séché la
plante a I’ombre et ’avoir rendu en poudre. En fait, I’utilisation d’un matériel sec est recommandee
du moment que les flavonoides (particulierement les glycosides) peuvent étre  soumis a une
dégradation enzymatique quand le matériel végétal est frais ou non séché (Marston et
Hostettmann, 2006). De plus, les fermentations microbiennes causes par I’humidité peuvent étre la
cause de cette dégradation (Seidel, 2005). Le séchage de la plante a I’obscurité prévient les
transformations chimiques telles que I’isomérisation et la dégradation causées par les radiations
ultraviolettes de la lumiere solaire (Jones et Kinghorn, 2005). L’utilisation de la poudre a la place
de la plante entiére a pour but d’améliorer I’extraction du fait de rendre 1’échantillon plus
homogene, augmenter la surface du contact avec le solvant et faciliter sa pénétration a I’intérieur
des cellules qui ne sont pas détruites apres le broyage. Selon la méthode de (Diouf et al, (2009);
Tuhin et al, (2016)) avec des modification, les deux extraits (Ag et hydro étha) de deux plantes ont
été prepares par la méthode de macération dans des solvants polaires : 1’cau et I' éthanol. Les

extraits obtenus ont des couleurs et des aspects différents.

1.2. Rendement d’extraction

L’ extrait brut de I'armoise blanche ont été pesés apres évaporation et séchés pour faciliter la
détermination du poids sec résultant. On exprime €galement le rendement de I’extrait aqueux en

pourcentage de la masse du résidu sec par rapport a la poudre de poudre séche initiale.

A travers les résultats que nous avons obtenus, nous observons que le rendement d’extrait aqueux
représente un rendement le plus élevé (24,14%) par rapport 1’extrait hydro-éthanolique atteint la
valeur (21,81%).

En comparaison avec d’autres travaux de recherche ces résultats de 1’extrait hydro-éthanolique

considéré inferieur au résultat obtenu par (Chaabna , 2014) avec un rendement de (27.47%), et du
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(Awad et al, 2009) avec un rendement de (34.8%0) obtenu aprés une percolation de la poudre de la

partie aérienne dans 1’éthanol.

Ces variations peuvent étre dues a des facteurs abiotiques, tels que le climat spécifique des
régions, d'origine des échantillons, des facteurs géographiques comme l'altitude, le type de sol et la

saison des cueillettes (Ismaili et al, 2016).
1.3. Tests phytochimiques

L’analyse phytochimique réalisée a permis de remarquer la présence des grands groupes
chimiques : flavonoides, terpénoides, saponosides, tannins et alcaloides dans 1’extrait d’Artemisia
herba alba. Ces réactions sont basées sur des phénoménes de précipitation ou de coloration par des

réactifs spécifiques.

Les resultats montre que 1’Artemisia herba alba renferme des quinones libres ; tanins ; sucres
réducteurs ; flavonoides ; polyphénols ;glucides cardiaques dans les deux extraits de 1’armoise
blanche. Dans I’extrait hydro-éthanolique, nous remarquons la présence des alcaloides . Mais il a
¢été observé dans 1’extrait aqueux sont absent. Les tests de la composition réalisés sur I’absence les

saponines dans I’extrait hydro-éthanolique par contre leur présence dans dans 1’extrait aqueux .

Les résultats trouvés par (Chabane et Asma, 2016) ont montré qu’Artemisia herba alba Asso
contient des quinones libres et des sucres réducteurs et ceci concorde avec les résultats obtenus dans
notre travail . Les saponosides présentes dans I’extrait aqueux d’Artemisia herba alba, mais en
faible quantité, Ce résultat est comparable a celui obtenu par : (Benani, 2012), (Boudjelal, 2013),
(Kheffach, 2014) et (Brahim, 2014).

1.4. Dosage des composes phenoliques
1.4.1. Teneurs en phénols totaux

Les polyphénols totaux sont déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu (Charif et Louizini,
2016). L acide gallique est utilis¢ comme standard. L‘absorbance est mesurée a une longueur
d‘onde de 765 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans la courbe d‘étalonnage ci-dessous en

milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de I’extrait (mg EAG/g E).
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Figure 09 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

L’évaluation quantitative des polyphénols montre une corrélation positive entre la variation de
ses polyphénols totaux et l‘absorbance avec un coefficient de R2=0,9825 . La quantit¢ des

polyphénols correspondante a I’extrait étudié a été ra en d’acide gallique par gramme d’extrait (mg
AG/g Extrait).

Dans ce travail, le contenu en polyphénols totaux montre que I’extrait hydro-éthanolique
représente 1’extrait la plus riche avec (104.54 mg EAG/g E) alors que l'extrait aqueux représente
une faible teneur en polyphenols (58.89 mg EAG/g E).

Le résultat du dosage des polyphenols totaux montre que I'extrait aqueux d' Artemisia herba alba
est de : 58.89 + 0.22 mg EAG/g E, une concentration tres faible en la comparant a celle obtenues
par (Khennouun et al, 2010) qui est de 133.43 mg EAG/g E. Pour l'extrait hydro-éthanolique d'
armoise blanche, la quantité de polyphénol est supérieur a celle trouvée par (Boudjelal, 2012)
(25.34 + 0.69 mg EAG/g Ps).

Les composes phénoliques totaux d' Artemisia arvensis, Artemisia campestris sont
respectivement 0.0323 g, 0.02038 g equivalent d'acide gallique/g d'extrait brut (Djeridane et al,
2005). Cependant, la quantité de PPT trouvée peut varier selon un certain nombre de facteurs. Les
facteurs contribuant a la variabilité dans la teneur en PPT pourraient étre liée au cultivar, au stade de
maturation, aux condition climatiques (temperature, precipitation), a la période de récolte (Criado
et al, 2004 ; Ben ahmed et al, 2007 ; Gomez-Rico et al, 2008).
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1.4.2. Teneurs en flavonoides

Selon (Charif et Louizini, 2016), le dosage des flavonoides d' Artemisia herba alba est réalisé
selon la méthode de trichlorure daluminium (AICI3). La quercitrine est utilisé comme étalon.
L'absorbance est mesurée a une longueur d'onde (Burt, 2004). L'évaluation quantitative des
flavonoids montre une corrélation positive entre la variation des flavonoides et I'absorbance, avec
un coefficient de corrélation : R2= 0 ,988. La quantité des flavonoides est rapportée en
milligramme (mg) d'équivalent de la quercitrine par gramme (g) du poids sec de l'extrait (mg
EQ/mg Ps). A partir de la courbe d'étalonnage, la concentration des flavonoides est :
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Figure 10 : Courbe d‘étalonnage de la quercétine

Le résultat de la teneur en flavonoides de I'extrait étudié est présenté dans le tableau suivant :

Tableau 11 : Teneur en flavonoides dans I’extrait aqueux et hydro-éthanolique

Extraits Teneur en flavonoides

(mg de Quercétine /g d’extrait)

Extrait aqueux 4,88+0,075

Extrait hydro-éthanolique | 2.06+0.03

D’aprés ces résultats on remarque que 1’extrait aqueux 1’extrait la plus riche en flavonoides
avec ( 4,88 mg EQ/g E) et par contre I’extrait hydro-éthanolique représente une faible teneur avec
(2,06 mg EQ/g E). Pour I’extrait hydro-éthanolique de 1’armoise blanche la quantité de flavonoides
est inférieure a celle trouvée par (Younsi et al, 2016) avec valeur de 13.96 = 0.07 mg EQ/mg Ps.Les
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résultats obtenus sont considérés comme inférieur par rapport a ce qui est obtenu par d‘autres études

: Tf=17,80mg EQ/g Ps (Khannouuf et al, 2010).

Alors que dans d‘autres travaux réalisés sur I°huile essentielle de la méme espece, la teneur de
flavonoides est de 0.0113g EAG/g d°extrait brut. La quantité de flavonoides d Artemisia arvensis,
Artemisia campestris est respectivement 0.0131g, 0,0074g équivalent de catéchine/g d‘extrait brut
(Djeridane et al, 2005). Alors qu‘une teneur de 131,89 mg EQ/g d'extrait de feuilles aqueux

d‘Artemisia campestris est obtenue, qui est tres importante (Saoudi et al, 2010).
2. Résultat d’isolement, d'identification et de sélection des souches probiotiques

A partir de la solution mére de lait la chévre et la premiére et deuxiéme dilution, nous
obtenons aprés un nombre considéré de colonies (08), aprés la coloration de Gram, nous n’en

choisissons que trois. On les symbolise par : SF D* 37, SM 37, SF D? 45.
2.1. Isolement et pré identification des souches

Tableau 12 : Observation macroscopique des isolats

Code Macromorphologie (Aspect des colonies)
SF D3 37 - Couleur gris et creme

-Arrondies ou Lenticulaires

- Tailles variables

SM 37 - Blanchétre
-Arrondies
- petites

SF D2 45 -Blanchatre et créme
- Arrondies

- tres petites

2.1.1. Aspect macroscopique
Apres l'observation macroscopique des cultures sur gélose M17, on remarque que les
colonies sont de petite et grande taille, blanche, gris et crémeuse. Les bactéries apparaissent

homogeénes, ce qui indique leur pureté.
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Les colonies des 03 souches lactiques sont d'apparence trés variable, apres les séries de
purification, les colonies des souches présentent les caractéristiques suivantes :

v Arrondies et lenticulaires.
v/ Blanchatres et cremes.

v De contour régulier et diamétre variable

2.1.2. Aspect microscopique
Dans notre recherche, I'observation microscopique a révélé que la forme majoritaire des cellules

est la forme cocci ovoide ou sphérique disposées par paires ou en chaines.

Tableau 13 : Caractéres morphologiques des bactéries lactiques isolées

Souche Coloration Forme d’enchainement Gram
SF D3 37 Violet Bacilles Positive
SM 37 Rose Strepto-coque Négative
SF D? 45 Violet Staphylo-coque Positive

2.1.3. Tests biochimique

Dans notre étude, nous avons fait une série de tests biochimiques et nous avons trouvés que
tous les échantillons sont catalase négative, les bactéries lactiques sont généralement catalase(-)
négative (Mami, 2013). Guedda et Ben Khelifa (2017) ont fait la méme expérience sur les
bactéries lactique de lait de chévre et n’ont obtenu pas le méme résultat.

Nous avons trois souches de bactéries, deux souches qui poussent a une température de 37°C et
une souche qui & une température de 45°C. SF D® 37 ,SM 37 ont été incubées a deux températures
différentes (45°C et 10°C) par conséquent, la multiplication de ces bactéries n'a pas été observée,
nous avons donc conclu qu'elles étaient bactéries mésophiles. Aussi la souche SF D? 45 a été
incubée a une température de (10°C), donc aucune croissance, nous concluons donc que ces

bactéries sont thermophiles.
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Figure 11 : Résultats de test de la galeries API 10s

Les résultats de ce test pour les trois souches isolées (SF D® 37, SM 37, SF D? 45) sont les
suivants :
= SF D?® 37 : Nous avons observé tous les tests étaient positifs a de deux tests qui ont montré

Négatif (URE -TDA).
= SM 37: Similaires aux résultats de la souche précédente, mais les tests Négatifs sont

différents (ODC - H2S).
= SF D245 : Comme les résultats de la premiére souche (SF D3 37).

En se basant sur les aspect macroscopiques, microscopiques, ainsi sur certains tests
biochimiques et physiologiques, nous avons conclu que nos souches peuvent appartenir aux
especes suivantes :

« SF D® 37 : Lactobacillus acidophilus

* SF D? 45 : Streptococcus thermophilus
* SM 37: Pediococcus acidilactici
2.2. Sélection des souches probiotiques
2.2.1. Tolérance a P’acidité

Le critere essentiel dans la sélection d’un microorganisme a potentiel probiotique est sa

capacité d’atteindre, de survivre dans le tractus digestif et notamment aux pH acides et aux sels.

Nous notons que le taux de croissance des deux souches a différents niveaux de pH (pH2 —

pH3) et aprés l'incubation (t:03h), il a augmenté. Le taux de croissance de Streptococcus
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Thermophilus a pH 2 a augmenté aprés incubation, quant au taux de croissance a pH3, il a diminué
d'un trés léger pourcentage aprés incubation (t:03h). Pour Lactobacillus Acidophilus, nous
remarquons que sa croissance a augmente a différents niveaux de pH (pH2 — pH3), la que la valeur

la plus élevée était a pH 3 apres incubation (t:03h).

Environ 2,5 litres de suc gastrique a un pH d'environ 2 (tres acide) sont sécrétées chaque
jour dans l'estomac, ce qui entraine la destruction de la plupart des micro-organismes ingérés. Donc
les probiotiques doivent avoir une tolérance élevée a I’acidité du suc gastrique. En ce sens, la
résistance au transit gastrique humain est un critere de sélection important pour les

microorganismes probiotiques (Vinderola et Reinheimer, 2003).

La survie des bactéries dans le suc gastrique dépend de leur capacité a tolérer les pH faibles,
et le temps de passage serait variable et dépendrait de la souche et peut étre d'une heure a quatre
heures selon l'individu et le régime alimentaire. Par conséquent, certains auteurs suggerent que
les souches probiotiques appropriées devraient survivre a un pH de 2,5 dans un milieu de culture

pendant quatre heures (Samedi et Charles, 2019).

2.2.2. Tolérance au sel biliaire
La résistance aux sels biliaires est 1’un des critéres importants pour la sélection des souches
probiotiques, car I’intestin gréle et le colon sont les premicres niches de colonisation de 1’organisme

hote par les souches probiotiques (Salhi, 2020).

Nous constatons qu'il existe une relation directe entre le taux de reproduction bactérienne et
l'augmentation de la concentration du sels biliaire dans les deux souches. Plusieurs études ont
montré que les probiotiques d’origine intestinale comme les lactobacilles ont développé des

résistances a 1’action détergente des sels biliaires (Begley et al, 2006).

Les BSH sont généralement des enzymes intracellulaires, insensibles a l'oxygéne qui
catalysent I'hydrolyse des sels biliaires. Un certain nombre de BSH ont été identifiés et caractérisés
chez des bactéries probiotiques, la capacité des souches probiotiques a produire des BSH a été

souvent considérée comme critere de sélection des souches probiotiques (Belhamra, 2017).

L’un des mécanismes de cette résistance est la déconjugaison des sels biliaires grace a la
« Bile Salt Hydrolase » (BSH). Cette enzyme catalyse I'hydrolyse des liaisons amide entre la
glycine ou la taurine et le noyau stéroide des sels biliaires en résidus d’acides aminés et en sels
biliaires libres afin de diminuer la solubilité de la bile et de réduire son activité détergente (Patel
et al, 2010 ; Horackova et al, 2018). En outre, cette activit¢ rend les probiotiques plus
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tolérantes au sel biliaire, ce qui contribue également a réduire le taux de cholestérol sanguin de
I'néte (Patel et al, 2010)

2.2.3. Sensibilité aux antibiotiques
Dans cette étude les bactéries lactiques a potentielles probiotiques provenant du lait de
chévre cru ont été analysées pour leurs sensibilité aux différents antibiotiques, en utilisant la

méthode de diffusion des disques d’antibiotiques sur boit de gélose.

Pour Streptococcus thermophilus, il était sensible a tous les antibiotiques sauf a pénicilline
qui lui était résistante. Lactobacillus acidophilus étaient résistante a oxacilline, pénicilline et

amoxicilline et sensible aux gentamicine et ciprofloxacine.

Les bactéries lactiques sont naturellement résistantes & beaucoup d’antibiotiques grace a leur
structure et physiologie, ont montré que 68.4% des probiotiques isolés ont une résistance a un
antibiotique ou plus. Des souches de Lactobacillus ont été trouvées résistantes a la kanamycine
(81%), a la tétracycline (29.5%), a 1’érythromycine (12%) et au chloramphénicol (8.5%). 38% des

isolats de Enterococcus faecium ont été trouvés résistants a la vancomycine.

Dans la plupart des cas la résistance n’est pas transmissible, cependant, il est possible que le
plasmide codant pour la résistance aux antibiotiques soit transféré a d’autre especes et genre. C'est
une raison significative pour choisir des souches manquantes du potentiel de transfert de résistance.
(Hadef, 2012).

2.2.4. Activité antimicrobienne

On a étudié I'activité antimicrobienne de probiotiques sur sept souches pathogeénes .
Selon nos résultats, les deux souches de probiotiques sélectionnées ne représentent aucune activité
antimicrobienne contre Enterococcus faecalis, Staphylococcus haemolyticus, Candida albicans,

Klebsella sp, Salmonella sp, Staphylococcus aureus, Escherichia coli.

— Aprés ces tests, on choisir la meilleure souche; elle est Streptococcus thermophilus

parce que cela a montré les meilleures propriétés probiotique.
3. Etude de I'effet des extraits végétaux sur Streptococcus thermophilus

Apreés avoir sélectionné la bactérie Streptococcus thermophilus, nous menons des épreuves
pour évaluer sa tolérance au sel biliaire et au pH, ainsi qu'un test antibactérien et un test

d'antibiogramme en présence de deux extraits d’Artemisia herba alba asso : un extrait éthanolique
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et un extrait aqueux. Ces tests visent a étudier I'effet de ces extraits sur I'amélioration des propriétés

probiotiques de la souche choisie.
3.1. Résistance a la bile

Ce test nous permet d'évaluer la résistance de Streptococcus thermophilus au sel biliaire en
présence d'extraits végétaux. Nous comparons la croissance de Streptococcus thermophilus en

présence de chaque extrait a sa croissance préalable a l'utilisation de I'extrait.

Les resultats obtenus ont montré que, avant lI'incubation:

= La croissance avec l'extrait aqueux d'Artemisia herba alba Asso est plus élevé gu'avec
I'extrait hydro-éthanolique dans la plupart des concentrations du sel biliaire.
= A une concentration de [2,5] de I'extrait aqueux, la croissance bactérienne a atteint sa valeur
la plus élevée a 5%, tandis que dans l'extrait a base d'alcool, on a observé une valeur
maximale de 5% a une concentration de [10].
Apreés l'incubation :

= Nous observons que la croissance atteint la valeur la plus augmenté avec I'extrait hydro-
éthanolique dans la majorité des concentration, a I'éxeption de 3% dans concentration [5] ,
et 1% ; 3% ; 5% dans la concentration [10] .

= Lorsque la concentration de I'extrait hydro-éthanolique atteignait [2,5], la plus grande
augmentation de la croissance bactérienne était de 3%. En revanche, pour I'extrait aqueux,
on observe que la valeur maximale était de 1% & une concentration de [10].

3.2. Tolérance au pH

Nous avons évalué la faculté de Streptococcus thermophilus a proliférer dans des environnements
de pH variés en présence d'extraits. La comparaison de leur croissance avant et aprés l'ajout des
extraits démontre I'efficacité de ces plantes et leur apport bénéfique a I'amélioration de la capacité

probiotique.
Nous avons examiné les résultats et observé que:
Dans ’extrait hydro-éthanolique :

v' En pH = 2: Apreés la période d'incubation, il est observé qu'il y a une croissance notable du
taux de Streptococcus thermophilus en comparaison a l'avant incubation, a des
concentrations variées, [2.5]; [5]; [10] et surtout a une concentration de [2,5] de I'extrait

hydro-éthanolique.
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v' En pH = 3: On a un nombre élevé de colonies de Streptococcus thermophilus a une
concentration de [2,5] avant et apres l'incubation.

Dans ’extrait aqueux :

v En pH = 2: On remarque une augmentation significative de la croissance de Streptococcus
thermophilus apres incubation a différentes concentrations.
v En pH = 3: Nous avons enregistré une valeur remarquable et similaire aux résultats

enregistrés a pH 2, surtout apres incubation.

En se basant sur nos résultats, nous pouvons affirmer qu'il y a une corrélation évidente entre
I'élévation de la concentration de l'extrait aqueux et le rythme de développement des bactéries.
Enfin, aprés avoir analysé les résultats précédents, nous pouvons dire que les deux extraits ont un
effet positif sur les probiotiques a différentes valeurs de pH, et de meilleure facon lorsque I'extrait

aqueux.

3.3. Tests d'activité antimicrobienne
Pour confirmer les résultats de test (2.2.4) sans extrait, en utilisant des antibiotiques comme

références.

Gréace aux résultats, nous observons que, Les bactéries lactiques ne possedent pas un pouvoir

antimicrobien contre les souches pathogénes utilisées.

On peut expliquer I'effet antimicrobien négatif de probiotiques par [' haute résistance des

souches pathogénes aux bactéries lactiques.
3.4. Tests antibiotiques

Les résultats de cette analyse sont exposées sous forme d'histogrammes, tandis que le
tableau indique les mesures de diametre pour chaque antibiotique et extrait. Les normes édictées par
le comité de I'antibiogramme de la société francaise de microbiologie (2007) ont été appliquées
(MAMI, 2013). R: résistante <17mm ; I: intermédiaire 18mm-20mm

Pour Pextrait aqueux :

Les Streptococcus thermophilus étaient résistantes a la P ( Pénicilline ) en présence et en
I'absence de l'extrait et a différentes concentrations. Les Streptococcus thermophilus ont démontré

une grande réceptivité au CIP ( Ciprofloxacine ) avant I'addition de I'extrait. Toutefois, aprés l'ajout
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de I'extrait, leur sensibilité a augmenté a diverses concentrations, la concentration la plus élevée
étant de 5.

Il est observé une légere influence de I'extrait sur la bactérie, car en son absence elle était
réceptive a I'OXA ( Oxaciline ) alors qu'en sa présence elle a développé une résistance a cet
antibiotique. En ce qui concerne 'AMX ( Amoxiciline ), d'apres notre analyse des résultats, I'extrait
avait un impact significatif sur les Streptococcus thermophilus : en sa présence, la bactérie devenait
résistante, tandis qu'en son absence, elle était extrémement réceptive. En présence de HLG 120
( Gentamicine ), on constate que la sensibilité des Streptococcus thermophilus diminue en présence

de l'extrait.
Pour ’extrait hydro-éthanolique :

En utilisant I'antibiotique P ( Pénicilline ), les Streptococcus thermophilus ont montré une
résistance a la fois en présence et en absence de l'extrait, ainsi qu'a diverses concentrations. En
I'absence de I'extrait hydro-éthanolique, les Streptococcus thermophilus étaient réceptives au CIP

( Ciprofloxacin ), tandis qu'en présence de celui-ci, leur réceptivité augmentait a toutes les doses.

La sensibilité de la bactérie a OXA ( Oxaciline ) était légerement plus élevee en lI'absence de
I'extrait et en sa présence, elle a acquis une résistance contre l'antibiotique. En l'absence d'extrait
hydro-éthanolique, les Streptococcus thermophilus étaient hypersensibles & 'AMX ( Amoxicilline ),
et apres ajout de I'extrait, elles sont devenues résistantes. HLG 120 ( Gentamicine ), en I'absence de
I'extrait, les Streptococcus thermophilus y était sensibles, et lors de son ajout, la sensibilité a
diminué. (La sensibilité augmente progressivement de la concentration la plus faible [2.5] a la plus
élevée[10])
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Conclusion

La flore algérienne est I'une des plus riches au monde et renferme de nombreuses
especes endémiques. L’Est algérien en abrite plusieurs et la plupart sont a usage médicinal.
Ces plantes médicinales possédent des propriétés biologiques trés importantes liées
certainement aux vertus thérapeutiques attribuées a une gamme extraordinaire de molécules
bioactives synthétisées par les plantes non seulement comme des agents chimiques contre les
maladies, herbivores et les prédateurs mais aussi comme des agents médicinaux tels que les

antioxydants et les antibactériens.

Dans ce travail, nous avons étudié l'une de ces plantes médicinale qu' est Artemisia
herba alba appelée communément l‘armoise blanche (Shih). C‘est une plante aromatique
utilisée depuis longtemps en médecine traditionnelle algérienne. Dans le cadre de nous étude,
I’objectif a porté sur 1’étude I’effet d’un extrait aqueux végétal (feuilles d’Artemisia herba alba

Asso ) sur les bactéries probiotique.

Dans une premiére partie , nous avons montré que le rendement d’extrait aqueux de !’Artemisia

herba Asso est ( 24,14 %) et encore dans I’extrait hydro-éthanolique est égale a ( 21,81% ).

Dans le présent travail, le screening phytochimique réalisé, a réveélé la richesse de notre plante
en metabolites secondaires, ou nous avons constaté la présence des flavonoides, de terpenoides, des

quinones libres, des sucres réducteurs, des tanins, saponines et des glycosides cardiaques.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux dans I’extrait hydro-éthanolique analyse
montre qu’il est riche par ces métabolites que 1’extrait aqueux (104,54 mg EAG/ g E; 58, 89 mg
EAG / g E) respectivement. De plus on a trouvé que 1’extrait aqueux possede la teneur élevée des
flavonoides , avec une valeur de (4,88 mg EQ /g E) par rapport 1’extrait hydro-éthanolique qui
contient une valeur moins de teneur des flavonoides (2,06 mg EQ/g E).

A la lumiére des résultats obtenus, nous avons conclu que la partie aérienne du la plante

Artemisia herba alba Asso contient des quinones libres, tanins ,terpénoides et polyphénols.

Enfin, dans ce travail on a évalué l'effet de ces extraits sur 1’activit¢é de la bactérie

Streptococcus thermophilus.

En deuxiéme partie, Les souches bactériennes sont isolées a partir du lait de chévre . 1l est riche
en les bactéries probiotiques (Lactobacillus Acidophilus , Pediococcus acidilactici, Streptococcus

thermophilus) qui ont un réle dans la préservation du systéme digestive. L'identification et sélection
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des probiotiques a partir des tests physico-chimique et test galerie Api 10s. Les probiotique sont
résister différents valeurs de pH, sels biliaires et ont un pouvoir antibactérienne et résistent les

antibiotiques.

Les résultats de cette étude ont montré que les parties aériennes d’Artemisia herba alba Asso qui
contient une quantité notable de polyphénols, flavonoides, et de tanins peuvent jouer un réle majeur
dans I’activité de la bactérie probiotique (Streptococcus thermophilus), aussi notre analyse ont
démontré que les extraits aqueux et hydro-éthanolique issus de la plante d' Artemisia herba alba
Asso ont une influence bénéfique sur l'activité des probiotiques, ce qui suggére un effet positif sur

le fonctionnement du systéme digestif.

En perspectives, Il sera nécessaire d‘investir le criblage Phytochimique d’extrait  des
différentes parties de la plante, dans le cadre de la quantification des principaux métabolites

secondaires, afin d‘applications Biotechnologiques.

- Etude I'effet d’Artemisia herba alba Asso a les probiotiques in vivo.
- Etude des polysaccharides de 1’armoise blanche autant que facteur de croissance
des probiotiques.
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