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Résumé

Notre étude concerne I’effet d’extrait aqueux et hydro-alcoolique des feuilles d’olivier
(Olea europea L) et 1’écorces de grenadier (Punica granatum) sur l’activité des bactéries
probiotique, en les caractérisant par une étude phytochimique et 1’évaluation d’activité

bactérienne des extraits de ces deux plantes.

Les quatre extraits préparés a partir des deux plantes ne donnent que le rendement le plus
élevé dans l'extrait hydro-éthanolique d'écorce de grenade (42%). Les tests phytochimiques
réalisés ont mis en évidence différents métabolites secondaires dans les deux plantes comprenant
polyphénols, flavonoides, saponosides, terpénoides, alcaloides, quinones libre sucres réducteurs,
et glycosides cardiaque. Des analyses chimiques, des spectrophotométries de polyphénols, de
flavonoides et de tanins condensés des deux plantes ont été déterminées, ce qui permet de
souligner l'activité des probiotiques. Les résultats révelent des quantités trés importantes de
composés phénoliques dans les extraits des écorces de grenadier (polyphénols : I’extrait aqueux,
534 mg EAG/ g E, I’extrait hydroéthanolique, 404 mg EAG/ g E ; flavonoides : 1628 mg EQ/ g
E, 906 mg EQ/ g E respectivement ; tanins : 214 mg EC/ g E, 1222 mg EC/ g E respectivement)
contrairement aux feuilles d’olivier (polyphénols : I’extrait aqueux, 292 mg EAG/ g E, I’extrait
hydroéthanolique, 194mg EAG/ g E; flavonoides: 190 mg EQ/ g E, 308 mg EQ/ g E
respectivement ; tanins : 500 mg EC/ g E, 366 mg EC/ g E respectivement).

Evaluation de l'effet des extraits sur l'activité probiotique nous avons étudié les
caractéristiques des probiotiques provenant de l'isolement des bactéries lactiques du lait de
chamelle. Les souches ont été caractérisées et identifiées par des méthodes physiologiques et
biochimiques afin de prouver que les souches lactiques possédent une bonne puissance
probiotique. Les résultats ont révélé que le streptocoque thermophile constitue la meilleure
souche probiotique. On répéte les tests biochimiques en présence d'extraits aqueux et alcooliques
de Punica granatum L et de feuilles d'Olea europaea pour étudier comment ces plantes affectent
les probiotiques, les résultats ont montré une augmentation de croissance bactérienne et la
résistance contre les souches pathogenes et les antibiotiqgue donc Les extrait aqueux et
alcooliques de Punica granatum L et feuilles d’Olea europaea L ont un effet positive sur
Streptococcus thermophilus. L'extrait hydroéthanolique de I'écorce de grenade montre une
activité intéressante sur la bactérie (Streptocoque thermophile). Cette propriété biologique est en

relation étroite avec la structure et/ou la synergie entre les composés phénoliques.

Mots clés : Bactéries lactiques, Probiotique, Olea europea L, Punica granatum, Extraits,
Composés phénoliques, Activité bactérienne



Abstract

Our study concerns the effect of aqueous and hydro-alcoholic extract of olive leaves
(Olea europea L) and pomegranate bark (Punica granatum) on the activity of probiotic bacteria,
characterizing them by a phytochemical study and the evaluation of bacterial activity of the
extracts of these two plants.

The four extracts prepared from both plants yielded only the highest yield in the
pomegranate peel hydroethanol extract (42%). The phytochemical tests performed showed
different secondary metabolites in the two plants including polyphenols, flavonoids, saponosides,
terpenoids, alkaloids, reductive free sugars quinones, and cardiac glycosides. The chemical
analyses, the spectrophotometry of polyphenols, flavonoids and condensed tannins of the two
plants have been determined, which makes it possible to highlight the activity of probiotics. The
results reveal very large quantities of phenolic compounds in the extracts of pomegranate tree
bark (polyphenols: the aqueous extract, 534 mg EAG/g E, the hydroethanolic extract, 404 mg
EAG/g E; flavonoids: 1628 mg EQ/ g E, 906 mg EQ/ g E respectively; tannins: 214 mg EC/ g E,
1222 mg EC/ g E respectively) unlike olive leaves (polyphenols: aqueous extract, 292 mg EAG/
g E, I hydroethanolic extract, 194 mg EAG/ g E; flavonoids: 190 mg EQ/ g E, 308 mg EQ/ g E
respectively; tannins: 500 mg EC/ g E, 366 mg EC/ g E respectively).

Evaluation of the effect of extracts on probiotic activity we studied the probiotic
characteristics of the isolation of lactic acid bacteria from camel's milk. The strains have been
characterized and identified by physiological and biochemical methods to prove that the lactic
strains have good probiotic capacity. The results showed that Streptococcus thermophile is the
best probiotic strain. Biochemical tests were repeated in the presence of aqueous and alcoholic
extracts of Punica granatum L and Olea europaea leaves to study how these plants affect
probiotics, the results showed an increase in bacterial growth and resistance against pathogenic
strains and antibiotics therefore Aqueous and alcoholic extracts of Punica granatum L and Olea
europaea L leaves have a positive effect on Streptococcus thermophilus. Hydroethanol extract
from pomegranate skin shows interesting activity in bacteria (Streptococcus thermophilus). This
biological property is closely associated with the structure and/or synergy of phenolic

compounds.

Keywords: Lactic acid bacteria, Probiotics, Olea europea L, Punica granatum, Extracts,

Phenolic compounds, Bacterial activity.
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Introduction

Le tube digestif s’étend de 1’cesophage jusqu’a 1’anus. Il permet I’acheminement et la
digestion des aliments tout en protégeant I’organisme contre les agents indésirables présents dans
la lumiére intestinale. L’épithélium gastro-intestinal est recouvert d’une couche de mucus qui
contribue & la protection contre les agressions de nature chimique, mécanique ou microbienne,

tout en fournissant un habitat pour les bactéries commensales (DA SIIVA, 2013).

Ces bactéries hebergées dans tous les compartiments de tube digestif, et ceux-ci
représentent au total dix a cent fois plus de cellules que n’en contient le corps humain. Ces
microorganismes appelée le microbiote digestif (PIQUEPAILLE, 2013). Elles établissent une
relation mutualiste avec son hote et participe a la nutrition et au métabolisme (DA SIIVA, 2013),
elles sont tres importantes, car elle contribue au bon fonctionnement du systeme digestif et du
systéme immunitaire (défenses naturelles, globules blancs, anticorps...), ¢c’est-a-dire joue un role
fondamental dans 1’homéostasie de 1’organisme (HAROUNE & OUATMANI, 2016.,
NOEMIE, 2016).

Cependant, 1’équilibre du microbiote est fragile et sa rupture peut conduire a des
situations pathologiques au niveau intestinal. (ALIOUCHE & CHEKIRED, 2019). Ces
débalancements de la flore microbienne ont des effets néfastes qui peuvent affecter notre
capacité a nous défendre contre les mauvaises bactéries (HAROUNE & OUATMANI, 2016),
d’ou I’idée d’administrer des microorganismes exogenes afin de moduler de fagon positive le
microbiote dans un sens favorable ou simplement d’utiliser leurs propriétés métaboliques, c’est

le concept probiotique (ALIOUCHE & CHEKIRED, 2019).

Les probiotiques selon les élaborées par la FAO et 'OMS est caractérisé par : un effet
bénéfique, I'absence de pathogeénicité et de toxicité, la capacité a survivre dans le tractus gastro-
intestinal, résistance a pH bas, sels biliaires et enzymes et la capacité de persister dans
I'organisme hote, I'adhérence a I'épithélium intestinal pour résister au péristaltisme et la capacité
d'interagir avec les cellules immunitaires de l'intestin (MURESAN & al., 2017). Ces
probiotiques ont des effets multiples en présence des substances appelées les prébiotiques
(HAROUNE & OUATMANI, 2016). Plusieurs genres et especes bactériennes sont considérés
comme probiotiques, mais les bactéries lactiques comme les Lactobacillus, les
Bifidobacterium, et Streptococcus représentent les groupes bactériens les plus associés au terme
probiotique (BOUGUERRA, 2021., AMROUCHE, 2005).



L'origine de ces bactéries dépend de I'application de probiotiques. La source peut étre
d'origine humaine comme le gros intestin humain, l'intestin gréle ou le lait maternel, origine

animale, source alimentaire comme un lait cru ou un aliment fermenté (SHEWALE & al, 2014).

Les probiotiques existent dans des conditions drastique dans le tractus gastro-intestinal
donc ils doivent survivre a ces conditions et inhiber I'action des microorganismes pathogenes
(BOUMELTA & BENFRIDJA, 2021).

En générale, les aliments végétaux représentent une source importante doues de multiples
vertus thérapeutiques, du fait qu’ils contiennent de nombreuses substances antioxydants qui
jouent un role majeur dans la prévention des maladies. Néanmoins, 1’idée de I’incorporation des
probiotiques avec une matrice végétale est considérée comme étant un parametre clé pour
renforcer la fonctionnalité des souches probiotiques et de protéger ces bactéries de 1’effet

délétere de I’oxygene et de ces dérivés actifs (SPACOVA & al., 2020 ; GUNEY & al., 2021).

Differents résultats ont été obtenus concernant les effets des extraits des plantes riches en
composés polyphénoliques sur la croissance de bactéries probiotiques et d'autres micro-
organismes. Il a été prouvé que les extraits de plantes peuvent inhiber la croissance des
pathogénes et micro - organismes associés aux aliments responsable de la détérioration des
aliments, ainsi que des troubles intestinales microflores pathogéne et physiologique. Certains
chercheurs indiquent que composés polyphénoliques de différents extraits de plantes peut
également avoir un effet négatif sur les bactéries qui sont souhaitable pour la santé humaine
(HADDADIN, 2010).

Le grenadier (Punica granatum L) est un arbuste qui est depuis longtemps convoité en
médecine ayurvedique, toutes ses parties, fruits, racines, écorce, pépins sont utilisés pour traiter
des maladies, infections, blessures et inflammations. Effectivement, 1’écorce de la grenade est
utilisée par de nombreux peuples contre les diarrhées, les ulcéres, les parodontoses, les stomatites
et les pharyngites. Ces propriétés sont dues a la capacité antioxydant de la grenade, celle-ci est
due a son abondance en composés phénoliques, tanins, flavonoides..., qui sont connus par leur
effet bénéfique sur divers systemes biologiques (AIT SAID & HAMEG, 2021).

Aussi l'olivier et sur tous les feuilles leurs utilisation industrielle se limite a
I'alimentation animale et a la phytothérapie (DE LEONARDIS & al., 2008). Les propriétés
bénéfiques des extraits de feuilles d'olivier sont en outre renforcée par la biodisponibilité de leurs
polyphénols constituants, qui sont facilement absorbés par le tractus gastro-intestinal, entrainant
des niveaux importants dans le systeme de circulation (VISIOLI & GALLI, 2000., VISSERS
& al., 2002).En ce qui concerne I'humain, beaucoup de préoccupations ont été axé sur les



composés phénoliques des plantes et des aliments qui peuvent moduler le microbiote dans
I'intestin en augmentant sélectivement la croissance des bifidobactéries et des lactobacilles et
diminuant celle des bactéries nocives telles comme clostridia (TUCK & HAYBALL, 2002).

Dans le présent travail nous avons orienté notre étude pour évaluer I’effet d’extrait
aqueux et hydro-alcoolique des feuilles d’olivier (Olea europaea L) et les écorces de grenadier
(Punica granatum L.) sur I’activité des bactéries probiotiques isolées a partir du la camelin dans
la région d'EI-Oued.

Cette étude est divisée en deux parties :
La premiére partie: Synthése Bibliographique, qui contient :
» Les bactéries lactiques.
» Les probiotiques.
» Les plantes Olea europaea L et Punica Granatum.
La deuxiéme partie : Etude expérimentale, qui réunit :
» Matériel et méthodes
» Resultats et discussions

> Conclusion



PARTIE
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I.  Les bactéries lactiques

I.1. Définition et caractéristiques
Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogéne de microorganismes produisant de

I’acide lactique comme produit principal du métabolisme. Elles sont fréquemment isolées
d’environnements riches en matiéres organiques telles que les végétaux en décomposition mais
on retrouve également des représentante de ce groupe dans les tractus gastro-intestinaux et
urogénitaux des mammiféres (BECHACHHA & al., 2020). Le groupe des bactéries lactiques,
été défini pour la 1 *° fois par Orla —Jensen en 1919, réunit plusieurs genres de différentes
morphologies (BOUMEDIENE, 2013).

Comme toutes les bactéries, les bactéries lactiques sont des micro-organismes vivants et
unicellulaires (procaryotes) tres répandus dans la nature car se reproduisant rapidement
(BENGHANEM & al., 2011). Ce sont des bactéries a Gram positives dont la teneur en guanine
et cytosine (G+C) est inférieure a 50%, organotrophes ( ABABSA, 2012). Ce sont généralement
catalase négative, oxydase négative, généralement nitrate réductase négative (ADOUR &
DABOUZ, 2016)

Elles sont immobiles, asporulées, anaérobies mais aérotolérantes. Leur forme peut étre
coccoide, coccobacillaire ou bacillaire, elles sont généralement mésophiles avec une température
optimum de croissance entre 20°C et 30°C ou thermophiles entre 30°C et 45°. La majorité des
souches se développent & pH 4.0-4.5, certaines sont en activité a pH 9.6 et d’autres a pH 3.2
(BAHRI, 2016). Elles ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les
peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentescibles (HOGG, 2005).
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A : Pediococcus B :Lacrococcus C : Lacrobacillus

lacris subsp. Lacris acidophilus

Figure 01 : Bactéries lactiques sous microscope électronique (BELDJILALI & TOUAHRIA,
2021)

1.2. Habitat
Les bactéries lactiques sont tres fréquentes dans la nature (BELAIDOUNI, 2017). Elles

sont dit ubiquistes : Car on les retrouve dans différentes niches écologiques riches en nutriments
comme le lait et les produits laitiers, les végétaux, la viande, le poisson, les muqueuses humaines
et animales et dans le tractus digestif, ce qui explique leur température de croissance hétérogéne
(ELMEDDAH & LADJAL, 2017). Elles se développent avec la levure dans le vin, la biére et le
pain (BELAIDOUNI, 2017). Méme si elles se développent dans une variété d'habitats, les
bactéries lactiques exigent des carbohydrates fermentescibles, des acides aminés, des acides

gras, des sels et des vitamines pour leurs croissances (ZERGOUG, 2018).

D’une fagon générale, les bactéries lactiques sont présentes partout ou il y a de
fortes concentrations de glucides, de produits de dégradation des protéines, de vitamines et
peu d’oxygene (MARTEAU, 2005).

Tableau 01 : Milieux d’isolement des bactéries lactiques (HASSAINE, 2013)

Bactéries lactiques Habitat ou milieu d'isolement.

Lactobacillus
Lb. delbrueckii subsp. Delbrueckii Végétaux

Lb. delbrueckii subsp. Bulgaricus Yaourt, fromage
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Lb. delbrueckii subsp. Lactis

Lb. acidophilus

Lb. gasseri

Lb. helveticus

Lb. casei subsp. casei

Lb. casei subsp. pseudoplantarum
Lb. casei subsp. tolerans
Lb. casei subsp. rhamnosus
Lb. sake

Lb. curvatus

Lb. bavaricus

Lb. plantarum

Lb. bifermentans

Lb. brevis

Lb. buchneri

Lb. kefir

Lb. renteri

Lb. fermentum

Lb. confusus

Lb. viridescens

Lb. Sanfrancisco

Lactococcus

Lc. lactis subsp. Lactis

Lc. Lactis subsp. lactis biovar diacetylactis
Lc. lactis subsp. cremoris

Lc. raffinolactis

Lc. garviae

Leuconostoc

Ln. oenos
Pediococcus

Pc. pentosaceus, Pc. acidilactici

Lait, fromage

Bouche, tractus intestinal

Bouche, tractus intestinal

Fromage

Rumen

Fromage, fourrage

Bouche

Tractus intestinal

Végetaux, produits carnés

Végetaux, produits carnés, lait

Végétaux

Végétaux, fromage, produits carnés, bouche
Fromage

Végétaux, lait, fromage, tractus intestinal
Végétaux, lait, fromage, bouche

Kéfir

Tractus intestinal, produits carnés
Végetaux, fromage, bouche

Végétaux

Produits carnés

Pain

Lait cru, laits fermentés, végétaux
Végétaux, lait

Lait

Lait caillé

Lait de mammite

Lait, produits laitiers, fruits, légumes,
végétaux en fermentation (choucroute),
produits de panification, Solutions visqueuses
de sucres.

Vin (absent dans le lait)
Végétaux, boissons (biére, cidre et vin)

Matiéres végétales, lait et produits laitiers
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Pc. Halophilus Produits de péche, anchois salé
Streptococcus thermophilus Lait, produits laitiers, yaourt, levains
artisanaux

1.3. Taxonomie et Classification
Depuis la description du genre Bacterium lactis (actuellement Lactococcus lactis), la

taxonomie des bactéries lactiques est en évolution permanente. Le nombre de nouvelles espéces
a augmenté énormément au cours de ces dix derniéres années. Les réorganisations effectuees ont
contribué a fusionner des espéces en une seule, ou identifier une espéce comme un nouveau
genre (TAHLAITI, 2019).

La classification des bactéries, des levures, des virus et des protistes est basée sur la
taxonomie polyphasique. Ce terme est apparu dans les années 70 défini par Colwell
(COLWELL, 1970), qui a introduit ce terme en se référant a une taxonomie basée sur un
ensemble de criteres regroupant les caractéristiques écologiques, phénotypiques, biochimiques et
génétiques (POT, 2008).

La premiére classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla-Jensen
sur elle est basé sur les caractéristiques observables telles que les propriétés morphologiques,
biochimiques, et physiologiques (KRIEG, 2001) (activités catalase et nitrite réductase, type de
fermentation) (ABDELALI & BOUHALLI, 2021). Les marqueurs chimio-taxonomiques, comme
la composition des acides gras et les constituants de la membrane cellulaire, ont été également
utilisés pour la classification (BESSILA & MESSAOUDI, 2021).

L'approche classique de la taxonomie bactérienne était basée sur la morphologie et la
physiologie caractéristiques. Cela a été élargi pour inclure la cellule composition de la paroi,
acides gras cellulaires, isoprénoide quinones et autres caractéristiques des cellules (Stiles &

Holzapfel, 1997). Moderne classification basé sur I’hybridation ADN / ADN, puis des structures
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et des séquences d’ARN ribosomaux (MAKHLOUFI, 2011). Elle a permis de regrouper des
espéces (BESSILA & MESSAOUDI, 2021).

Une étude basée sur la comparaison des séquences d’ARN 16S et/ ou 23S des bactéries
lactiques propose une classification en 3 groupes restreinte a certaines bactéries lactiques :
groupe des Leuconostoc, groupe des Lactobacillus delbrueckii (Lb. delbrueckii) et groupe des
Lb. Casei Pediococcus (RODRIGUES & al., 1991).

Tableau 02: Classification des grands groupes de bactéries lactiques (STILES &
HOLZAPFEL, 1997).

Famille Formes Catalase  Nitrate Fermentation Genres
réductase bactériens
Beta bacterium Bacille - - Hétérofermentaire  Lactobacillus
Weissella
Thermobacterium Bacille - - Homofermentaire Lactobacillus
Streptobacterium Bacille - - Homofermentaire Lactobacillus

Carnobacterium

Streptococcus
) Enterococcus
Streptococcus Coque - - Homofermentaire
Lactococcus

Vagococcus

Leuconostoc
Betacoccus Coque - - Hétérofermentaire Oenococcus
Weissella

) Pediococcus
Tetracoccus Coque + + Homofermentaire
Tetragenococcus

Bifidobacteria ~ Polymorph Homofermentaire Bifidobacterium
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I.4. Principales voies fermentaires des bactéries lactiques

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

Selon les genres ou espéces, 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 & al.,
2008).

1.4.1. Voie homofermentaires ou EMP
La voie homofermentaire emprunte la glycolyse dans sa totalité (du glc-6-P jusqu’au

pyruvate) et est généralement associée aux bactéries des genres Streptococcus, Lactococcus,
Pediococcus, et Lactobacillus (TAHLAITI, 2019). Ce métabolisme est qualifié d’homolactique
lorsqu’au moins 90% du glucose consommé est converti en lactate. Le fructose-1,6 biphosphate
aldolase (FBA), est une enzyme clé indispensable au fonctionnement de la voie EMP
(THOMPSON & GENTRY-WEEKS., 1994). La réaction bilan est la suivante (AMANDINE,
2017) :

Glucose + 2 ADP + 2 Py— 2 lactate + 2 ATP

1.4.2. Voie hétérofermentaire ou voie des pentoses phosphate
Au moins 50%, mais pas plus de 90% du lactose fermenté est transformé en acide

lactique. Les autres produits issus de cette transformation sont : 1’acide acétique, du CO2 et

éventuellement de I’alcool (GOY & al., 2015).



Chapitre | Syntheése bibliographique

Les groupes principaux de bactéries présentant ce type de métabolisme sont les
leuconostocs et certains lactobacilles. Ce groupe de bactéries lactiques utilise la voie des
pentoses phosphate (ou 6 phosphogluconate) qui consiste a une déshydrogenation du glucose,
apres sa phosphorylation, pour donner le 6-phosphogluconate qui subira une décarboxylation. Le
pentose résultant est clivé en glycéraldéhyde phosphate (GAP) qui suit la voie de la glycolyse
donnant 1’acide lactique et 1’acétyle phosphate qui sera réduit en éthanol (SALMINEN & al.,
2004).

Le bilan de la réaction est le suivant (AMANDINE, 2017) :
Glucose + ADP + Py— éthanol + lactate + CO2 + ATP + acétate

1.4.3. Voie bifide ou FPC (Fructose 6- phospho- cétolase)
Cette voie est empruntée par les bactéries du genre Bifidobacterium, elle permet d’avoir

1.5 molécules d’acétate et 2.5 molécules d’ATP a partir d’'une molécule d’hexose consommée

(TAHLAITI, 2019).

Bifide Homofermentaire Hétérofermentaire
glucose glucose
ATP ATP
acetate| ... et 1 6-F
o el glucose-6 -P glucose-6-P
acetyl-P v
!ructose-G P 6-P-gluconate

érythrose-4 -P l\‘
fructose-‘l 6 diP ribulose-5-P
sedoheptulose 7-P — xylulése-S-P

glyceraldehyde -3-P
<= dihydroxyacetone-P

ribose-5-
xylulose-5-P 1,3-biP-glycerate acetyl-P
=~ 2ADP —
o i " /' plpst l acétate
ribulose-5- acetyl-P 3-P-glycerate acetyl-CoA
l_,- ADS
— ATP
2-P-glycerate acetyldehyde
- g
phosphoenolgxpruvale éthanol
ATP
pyruvate
lactate

Figure 02 : Principales voies fermentaires des bactéries lactiques (DRIDER & al, 2009)
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I.5. Intérét des bactéries lactiques
Les bactéries lactiques jouent un réle important dans plusieurs domaines sur toute

I’industrie alimentaire et le domaine thérapeutique.

Le principal atout que représentent les bactéries lactiques pour I’industrie alimentaire
réside dans 1’amélioration de la qualité des produits fermentés en y développant certaines
caractéristiques organoleptiques et en augmentant leur durée de conservation. Elles participent a
I’inhibition de certains microorganismes pathogenes, en produisant des métabolites ayant une

activité antimicrobienne (TAHLAITI, 2019).

1.5.1. Dans P’industrie alimentaire
Voila au moins quatre mille ans que I'nomme se sert des bactéries lactiques pour la

fermentation d'aliments. Ces bactéries sont utilisées dans le monde entier, en particulier dans les
laitages fermentés comme par exemple le yaourt, le fromage, le beurre, le babeurre, le kéfir et le
koumis (MAGHNIA, 2011).

Les souches de Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus sont utilisés pour
la production du yaourt, des fromages et des laits fermentés (YATEEM & al., 2008). Le vin, les
poissons, les viandes, les charcuteries, le pain au levain sont entre autres des produits de
fermentation des bactéries lactiques (ZERGOUG, 2018).

Les bactéries lactiques ont plusieurs roles dans la production des produits fermentés. Le
premier role, intervient dans le changement de la saveur et la texture de I’aliment, grace a
’acide lactique sécrété par les bactéries lactiques tout au cours de leur croissance. Les bactéries
lactiques  produisent ainsi des peptides et des molécules comme 1’acétone,
I’acétaldéhyde, le diacétyle ou 1’éthanol qui sont important pour la flaveur des aliments
(BELHADJ,2020). En production laitiére, la fermentation lactique joue un réle primordial,
c’est-a-dire, les ferments lactiques naturels ou commerciaux interviennent dans 1’élaboration de
tous les produits laitiers fermentés (PILET & al., 2005). Ces ferments assurent plusieurs
fonctions, telles que la protéolyse qui donne aux fromages leurs caracteres rhéologique
(viscosité, plasticité et 1’¢lasticité) et la production des agents épaississants pour améliorer la

texture du fromage (BELHADJ, 2020).
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1.5.2. Dans le domaine thérapeutique
Dans le domaine de santé, les bactéries lactiques sont utilisées comme des probiotiques,

c’est-a-dire qu’elles exercent un effet bénéfique par 1’amélioration de la flore intestinale de
I’homme ou de I’animal Les espéces classifiées comme probiotique sont : Lb. acidofilus, Lb.
casei, Lb jhonsonii, Lb. reteuri, Lb. delbruecki, subsp bulgaricus (SALMINEN & al., 2004), et
en jouant également un réle important dans la maturation du systéme immunitaire (YATEEM &
al, 2008). Différentes études ont démontré le rle préventif aussi bien que curatif de ces bactéries
sur plusieurs types de diarrhées (MKRTCHYAN & al, 2010). D’autres ont cité leur capacité de
diminuer les allergies liees aux aliments grace a leur activité protéolytique (HADDAD & al,
2020). Cependant, depuis quelques années, 1’usage des bactéries lactiques dans d’autres
écosystemes (vaginal, mammaire) est évalué, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives
thérapeutiques (contre les métrites ou les mammites) (ESSMA, 2019) également dans
I’élaboration des vaccins (CALVEZ & al, 2009), la capacité des souches de Lactobacillus
crispatus, utilisées sous forme de suppositoires a empécher la colonisation du vagin par les
bactéries pathogenes et de prévenir ainsi les rechutes chez les femmes qui souffrent
d’inflammations fréquentes et répétées de la vessie, ainsi que des problemes liés aux infections
urinaires (ESSMA, 2019)

Il.  Les Probiotiques

2. Historique et définition
Au début du XXeéme siécle, Elie Metchnikoff, savant ukrainien naturalisé francais ayant

travaillé a 1’Institut Pasteur et prix Nobel en 1908 pour ses travaux sur la phagocytose, a été le
premier a observer I’effet positif de certaines bactéries sur ’homme. Metchnikoff supposa alors
que « la dépendance des microbes intestinaux vis-a-vis des aliments rend possible I’adoption de
mesures pour modifier la flore de nos corps et remplacer les microbes dangereux par des
microbes utiles » (BOUGADDIMA & SEBAHA, 2019).

Fuller (1989), afin de souligner la nature microbienne des probiotiques, a redéfini le mot
comme « un complément alimentaire microbien vivant qui affecte de maniere bénéfique 1’animal
hote en améliorant son équilibre intestinal ». Une définition similaire a été proposée par
Havenaar et Huis in 't Veld (1992), «une culture mono ou mixte viable de bactéries qui,
lorsqu’elle est appliquée a 1I’animal ou a ’homme, affecte avantageusement 1’hote en améliorant
les propriétes de la flore indigene »(FAO, 2002).

12
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Ainsi, c’est la Food and Agriculture Organisation (FAO) des Nations Unies et
I’Organisation Mondiale de la sant¢ (OMS) qui, en 2001, officialisent la définition du terme

n

"probiotique " afin d’éviter des abus de langage et des dérives. Les probiotiques sont donc
définis comme des « microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en quantités

adéquates, produisent un bénéfice pour la santé de 1’hote »(PIQUEPAILLE, 2013).

Le terme probiotique provient de la langue grecque et veut dire (pour la vie) et les
probiotiques sont aujourd’hui définis comme: « Microorganisme vivant qui, lorsque administré
en quantité adéquate, procurent un effet bénéfique sur la santé de I'h6te », en améliorant les
propriétés de sa flore intestinale. Il s'agit le plus souvent de bactéries ou de levures présentés soit
dans des aliments, notamment les produit laitiers fermentés, soit dans des compléments
alimentaire sous forme lyophilisée (MAHMOUDI, 2014).

La majorité des bactéries probiotiques aujourd’hui sur le marché international, sont
majoritairement des bactéries lactiques (BL) et plus particuliérement des bifidobactéries ou des
lactobacilles (KECHAOQOU, 2012)

La définition actuelle pourrait encore évoluer, car les champs de recherche pour mieux
connaitre et comprendre 1’action des probiotiques sont encore nombreux (PIQUEPAILLE,
2013).
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Figure 03: les caractéristiques des souches probiotiques (DA SILVA HEIL, 2013)

3. Notion complémentaire

a. Prébiotique
Les prébiotiques sont des substances alimentaires non digestible (BODINIER, 2019). lIs

consistant surtout en polysaccharides a 1’exclusion de I’amidon et oligosaccharides non
digestibles par les enzymes humaines, qui nourrissent un group selectif de microorganismes
vivant dans I’intestin. Ils stimulent la croissance des bactéries a effet positif aux dépens des

autres a effets négatifs (THOMSON & al., 2011).
En plus de nourrir vos bonnes bactéries intestinales, les prébiotiques peuvent:

v Vous aidez a absorber le calcium

v Modifier la vitesse a laquelle les aliments provoquent des pics de sucre dans le sang
(I’indice glycémique)

v Fermentez les aliments plus rapidement, de sorte qu’ils passent moins de temps dans
votre systeme digestif. Cela vous aide a ne pas étre constipé.

v" Gardez les cellules qui tapissent votre intestin en bonne santé (COLLINS, 2020).
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b. Postbiotique
Il est utilisé pour désigner des produits bactériens non viables ou les sous-produits

métaboliques élaborés par des microorganismes probiotiques ayant une activité biologique chez
I'nbte. En général, les postbiotiques comprennent les métabolites bactériens, les sous-produits,
tels que les bactériocines, les acides organiques, I'éthanol, le diacétyle, 1’acétaldéhyde et le
peroxyde d’hydrogene (ZIELINSKA & KOLOZYN-KRAJEWSKA, 2018).

c. Parabiotique
Les « paraprobiotiques » ou probiotiques inactives, désignent les microorganismes non

viables qui, lorsgqu'ils sont administrés en quantités suffisantes, conférent des avantages aux
consommateurs. Les paraprobiotiques conservent leur activité immun-modulatrice au-dela de
leur viabilité cellulaire qui semble étre associés aux composants de la structure des cellules

mortes, principalement les constituants de la paroi cellulaire (BOUGUERRA, 2020)

d. Symbiotiques
Les symbiotiques sont des associations appropriées de probiotiques et de prébiotiques le

prébiotique va favoriser le développement du probiotique et ainsi potentialiser 1’effet bénéfique

de ce dernier sur la santé (LAFFARGUE, 2015)

Symbiotique
Probiotique Prébiotique

I &
paalotioue %

Figure 04: Représentation schématique de la terminologie relative aux probiotiques
(BOUGUERRA, 2021)

15



Chapitre | Syntheése bibliographique

2. Principaux souches bactérienne
Les microorganismes probiotiques sont en majorité des bactéries lactiques (AZIZI &

BOUCHICHA,2019). Les probiotiques peuvent étre classés en cing catégories (NATMI, 2014):

a. La premiere 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 & VOGEL, 1995). Elles se présentent sous forme de
bacilles ou de coques et sont anaérobies facultatives, immobiles, non flagellés et non sporogenes.
Ces especes colonisent I'étre humain et sont généralement présentes dans le tractus gastro-
intestinal, les muqueuses vaginales et la cavité buccale (LAND & al, 2005), Les lactobacilles
sont les probiotiques les plus utilisés chez I'hnumain avec plus d'applications connues notamment
la fabrication des produits laitiers fermentés tel que le yogourt (KLAENHAMMER, 1998).

b. La deuxieme catégorie est composée des especes de Bifidobacterium. Les
bifidobactéries sont des bacilles a Gram positif appartenant au genre Bifidobacterium, anaérobies
stricts, non sporulés, de forme irréguliére, comportant souvent des ramifications. Ces bactéries
glucidolytiques dégradent les hexoses par une voie particuliere : la voie du fructose-6-phosphate
(BUTEL, 2015). , Les bifidobactéries sont majoritairement utilisées comme probiotiques surtout
par I'industrie agroalimentaire en raison de leurs nombreux bienfaits sur la santé. C'est le cas de
la souche commerciale B. animalis ssp. lactis Bbl (KABEERDOSS & al, 2011).

c. Le troisieme groupe de probiotiques comprend d'autres bactéries lactiques en forme de
coques tels que les Enterococcus et les Streptococcus (NATMI, 2014). Ces bactéries sont
couramment utilisées dans l'industrie laitiére pour la fabrication de produits fermentés. Ils sont
importants pour empécher la croissance des bactéries pathogénes dans les produits laitiers en
raison de leur pouvoir acidifiant. Bien que non pathogéne, une seule espece est employée pour
ses effets bénéfiques sur la santé en tant que micro-organisme probiotiqgue ( CARMONA, 2017).

d. le quatriéme 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)

e. la derniére catégorie est levure qui est des champignons unicellulaires, utilisés dans
I’industrie alimentaire pour la production de boissons alcoolisées (fermentation alcoolique),
telles que la bicre, le vin, I’alcool industriel et le saké mais également dans la fabrication du pain

(panification) (STEENSELS & al, 2014). Les levures actuellement employées comme
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probiotique dans les produits pharmaceutiques (compléments alimentaires ou médicaments)
appartiennent au genre Saccharomyces et sont peu nombreuses. Il s’agit, de la souche
Saccharomyces cerevisiae mais plus particulierement Saccharomyces cerevisiae variété
boulardii (MOSLEHI-JENABIAN & al, 2010).

Tableau 03: Principaux probiotiques utilisés chez I’humain (PYAR & al, 2013)

L.acetotolerans

B. adolescentis

Bacillus cereus

L. acidifarinae B. asteroids Bacillus clausii
L. acidophilus B. animalis Bacillus coagulans
L. agilis B. bifidum Bacillus licheniformis
L. alimentarius B. boum Bacillus subtilis
L. buchneri B. breve Enterococcus faecium
L. casei B. choerium Lactococcus lactis
L. crispatus B. coryneforme Leuconostoc mesenteroides
L. curvatus B. cuniculi Pediococcus acidilactici
L. delbrueckii B. gallicum Streptococcus diacetylactis
L. farciminis B. gallinarum Streptococcus intermedius
L. fermentum B. indicum Streptococcus phocae
L. gasseri B. infantis Saccharomyces boulardii

(levure)

3. Mécanisme action de probiotique
Plusieurs mécanismes par certains probiotiques exercent des effets protecteurs ou

thérapeutiques ont été proposés. Parmi ces principaux mécanismes d'action, on retrouve le
renforcement de la barriére intestinale, I'inhibition de l'adhésion des pathogenes a la muqueuse
intestinale, la production de substances antimicrobienne et la modulation du systéme
immunitaire (NATMI, 2014)

4.1. Inhibition de I'adhésion des pathogénes
Phénomene de compétition / exclusion Les probiotiques exercent une action

antimicrobienne directe en s’opposant a l'invasion des microorganismes pathogeénes dans le tube

digestif tout en empéchant leur adhésion aux parois intestinales (VANDERPOOL & al, 2008).
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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 maniere prolongée. Cette
propriété pourrait constituer un avantage écologique favorisant leur implantation au niveau des
parois intestinales et par consequent, I'inhibition de la fixation des germes pathogénes. Ainsi, les
probiotiques jouent un rble de barriere physique contre les microorganismes pathogenes. Ce
phénomene a été observé chez certains lactobacilles qui adherent aux villosités intestinales et
inhibent la fixation d’Escherichia coli entéropathogénes (ROSELLI & al, 2006).

4.2. Production de substances antimicrobiennes
Les probiotiques pourraient également limiter la croissance des pathogenes en exercent

une action antimicrobienne indirecte. Cette derniere se réalise grace a la production de différents
composés antimicrobiens.

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 menent a la libération du contenu intracellulaire et a la mort de la bactérie
affectée. Les lactobacilles et les lactocoques, contrairement aux souches de bifidobactéries, sont
le plus souvent associés a la production de bactériocines (FOOKS & GIBSON, 2002).

Les bactéries probiotiques ont la capacité de produire des acides organiques qui

contribuent a I'inhibition de la croissance des microorganismes entérovirulants (SERVIN, 2004).

Certaines bactéries lactiques produisent, en milieu humide, du peroxyde d'hydrogéne
(H202) qui inhibe de nombreuses souches bactériennes pathogénes (OUWEHAND
&VESTERLUND, 2004).

4.3. Effets immuno-modulateurs
Les probiotiques peuvent également favoriser l'inhibition de I'agent pathogéne par

induction de la production des cytokines ou augmentation de la sécrétion d'IgA in situ (YADAV
& SHUKLA, 2017). L’autre mécanisme d'action pertinent associé¢ aux probiotiques comprend
leur capacité a moduler le systeme immunitaire. 1l implique l'activation des cellules du tissu

lymphoide associé a l'intestin, présent dans la lamina propria et la sous-muqueuse (PINTADO &
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al, 2014). En effet, ’interaction des probiotiques avec différentes cellules du systéme
immunitaire [entérocytes, cellules dendritiques (CD), Thl, Th2 et T cellules régulatrices] dans
I'intestin, module la réponse immunitaire vers une action pro ou anti-inflammatoire (ROSSONI
& al, 2020).Certains probiotiques possédent des propriétés antiallergiques aprés induction des
cytokines immunosuppressives IL-10 et TGF-B ou réduction de la prolifération des cellules T
(BOUGUERRA, 2021).
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Figure 05: Mécanismes d’action majeurs des probiotiques (BERMUDEZ-BRITO & al, 2012).

4. Effets bénéfiques sur la santé humaine

On a plusieurs effets bénéfiques des probiotique sur la santé :
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Tableau 04: Les principaux effets bénéfiques attribuées aux probiotiques (ZEHRI &

Effets intestinaux

KHOUBZI , 2020)

Effets sur le systéeme

immunitaire

Controle des  troubles
suivants :
-Mauvaise  digestion du
lactose

-Diarrhée due aux rota virus
et diarrhée

—associée aux antibiotiques
-Syndrome du c6lon irritable
-Constipation

-Infection par Helicobacter
pilori
-Prolifération  bactérienne
dans ’intestin gréle
-Maladies inflammatoire
chroniques de I’intestin
-Prévention de I’entérocolite

nécrosante du nouveau-né

-Modulation immunitaire

-répression des réactions
(Wafa & Siham, 2020)
allergiques par réduction de
I’inflammation
-réduction  des  risques
d’infection par des agents
pathogenes courants

(salmonella, shigella)
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Reduction du risque de :
-Certains cancers
(colorectal, vessie, col utérin,
sein)

-Coronaropathie

-Maladie des voies urinaires
-Infection des voies
respiratoires supérieures et
Infections connexes
Reéduction du cholestérol
sérique et de la pression

artérielle
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1. Oleaeuropaea L et Punica Granatum
II1.1. L’olivier (Olea europaea L)

111.1.1. Définition

Olea europaea L, Appartenant a la famille des oléacées, est un arbre polymorphe, de
taille moyenne, tres rameux, au tronc noueux, au bois dur et dense, a I'écorce brune crevassée, il
peut atteindre quinze a vingt metres de hauteur, et vivre trés longtemps. Il s’adapte aux
conditions extrémes de I'environnement, mais exige une intensité lumineuse importante et un sol
aerée (MORZOUGLAL & RABOUH, 2019).

L’Olivier est I’'un des plus vieux arbres cultivé au monde et représente une culture
typique de la région méditerranéenne (SCOGNAMIGLIO & al, 2012), se caractérise par un
fruit, ’olive, dont I’huile est un composant essentiel du régime méditerranéen (GHEDIRA,
2008). De nombreuses preuves scientifiques mettent en évidence le réle joué par O. europaea
dans la prévention et la gestion de plusieurs maladies (BENMESSAOUD, 2019).

111.1.2. Classification botanique

L'olivier appartient plante dicotylédone, a la famille des Oléacées. Son genre est appelé
"Olea", qui comprennent 900 espéces réparties en 25 genres (GAUSSORGUES, 2009). On
distingue deux sous-espéces, l'olivier cultivé ou olivier commun (Olea europaea sativa.) et
I'olivier sauvage ou oléastre (Olea europaea sylvestris.). Elle est un arbre a feuilles persistantes et
une source naturelle de polyphénol (SAHRAOUI & HABARA, 2019). La classification
botanique d’arbre d'olivier selon GHEDIRA (2008), est comme suit :

Tableau 05 : Classification de I’espéce d’Olea europaea L

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliophytina
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dialypétales
Ordre Lamiales
Famille Oléacées

Genre Olea

Espéce Olea europea L
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111.1.3. Caractéres botaniques

Olea europaea L. est une plante pérenne, diploide (2n=2x=46) qui peut atteindre quinze a
vingt metres, caractérisée par une longue longévité qui peut atteindre les 2000 ans
(LEWINGTON & PARKER, 1999 ; MINELLI & al, 2000). Elle est un arbre vivace au
feuilles persistantes, dur, gris-vert et ayant une forme allongée (METZIDAKIS, 1997), elle se

compose de deux parties : une partie aérienne et 1’autre racinaire.

Le tronc est le plus souvent élancé (ARGENSON & al, 1999), circulaire puis il se
déforme, gris-vert et lisse jusqu'a sa dixiéme année, il prend une couleur gris foncé (RUGINI &
al, 1998). Elle est présent une cime arrondie avec une rameaux étalées (ARGENSON & al,
1999). Ses fleurs elles sont regroupées en petite grappes (de 10 a 40 en moyenne suivant la

variété) dressées a 1’aisselle des feuilles, elles sont petites et ovales. Les pétales sont de couleur

blanche jaunatre, trés largement, odorant (SAAD, 2009 ; FABBRI & BENELLI, 2000).

Les feuilles sont opposées, coriaces, simples, entiéres, subsessiles avec un
pétiole court. Le limbe est lancéolé et se termine par un mucron. Les bords du limbe
s’enroulent sur eux- mémes. La face supérieure de la feuille est vert- grisatre, lisse et
brillante (ARGENSON & al, 1999).
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Figure 06 : Les composés botaniques d’Olea europaea L (PHOTO ORIGINAL, 2022,
BOUBENDDIR & TITI, 2021, BENAISSA & ZAIDI, 2021)

111.1.4. Composition phytochimique

Les principaux composants de l'olive et de I'huile sont : les acides gras insaturés (acide
oléique...), les protéines, glucides, cellulose, flavones glucosidiques (oléoside, oleuro-péine),
caroténe, enzymes, de nombreux €léments minéraux (calcium, soufre, phosphore...), vitamines
A, C... ; tandis que le les feuilles d'olivier sont une source importante de composés
phénoliques bioactifs (LEE & al., 2009). Cette teneur change selon I’4ge, 1’origine, les
conditions climatiques, et la variété...etc. (BRAHMI & al, 2012). Les feuilles d’olivier sont
riches en : flavonoides (lutéoline, quercétine...), les secoiridoides (oleuro-péine, ligstroside...), les
acides phénoliques tel que 1’acide caféique, acide coumarique et 1’orogénique (RYAN & al.,
2002 ; KHAN & al., 2007) et terpénoides (acide oléanolique) et des alcools phénoliques tel que :
tyrosol et hydroxytyrosoles qui est bien connu ils sont les principaux constituants phénoliques
des feuilles d'olivier, qui seraient responsables de leurs effets pharmacologiques
(BENCHEIKH, 2017).

111.1.5. Domaines utilisations

Plusieurs rapports ont montré que I'extrait de feuille d'olivier avait la capacité d'abaisser

la tension artérielle chez les animaux (SAMUELSSON, 1951) et d'augmenter le débit sanguin
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dans les arteres coronaires (ZARZUELO, 1991), de soulager les arythmies, de prévenir les
spasmes musculaires intestinaux, et elle préconisées dans 1’hypertension artérielle modérée
(GARCIA, 2000), aussi elle possede une autre propriété médicales intéressants

hypoglyceémiantes et hypocholestérolémiantes. Récemment plusieurs études ont mis le point sur
le contenu des feuilles d’olivier et I’extraction de ces composés a haute valeur ajoutée, d’ou leur

utilisation dans les industries pharmaceutiques, alimentaires et cosmétiques.

Ces activités biologiques sont dues a la présence de composés photochimiques possédant
des cibles moléculaires précises pouvant atteindre différents processus physiologiques. De
nombreuses études épidemiologiques et expérimentales suggerent que les composés
photochimiques, principalement les polyphénols pourraient prévenir un grand nombre de
pathologies tel que les maladies cardiovasculaires et les maladies inflammatoires (OTMANI &
SLIMANI, 2018).

Olea europaea L, est largement étudiée pour son utilisation alimentaire (les fruits et
I’huile sont des composants importants de 1’alimentation quotidienne d’une grande partie de la
population mondiale) (HANSEN & al, 1996), aussi les feuilles peuvent étre utilisees comme
ingrédients dans la formulation d’aliments pour les hyper-glycémiques (KOMAKI, 2003). Elles
peuvent étre aussi utilisées pour la conservation de la viande fraiche de dinde (DJENANE & al,
2012).

I11.2. Le grenadier (Punica Granatum)

La grenade est le fruit du grenadier (Punica granatum). Ce petit arbre buissonnant est
originaire de bassin mediterranéen, d’Asie Occidentale et du Moyen-Orient, ou il est cultivé
depuis 5000 a 6000 ans. Son nom est dérivé du latin « granatum » qui signifie « fruit & grain ».
Le grenadier est mentionné comme un arbre régional symbolique dans le coran (le fruit du
paradis) (RUIS, 2015).

Par ailleurs, depuis des milliers d’années, le grenadier est aussi utilisé pour ses propriétés
médicinales. Ses fruits, ses graines, son écorce et ses fleurs sont utilisés de facon empirique dans
les médecines traditionnelles pour le traitement des affections parasitaires et des maladies gastro-
intestinales (SITZIA, 2009). Pour cela aujourd’hui, cette plante retient 1’attention des chercheurs
scientifiqgues qui Iui découvrent des qualités insoupgonnées. En effet, 1’élucidation des

mécanismes impliqués dans les effets biologiques constatés de cette substance naturelle ou de ses
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constituants fait objet de nombreuses études de recherche scientifique, dans le cadre d’une
démarche de recherche transrationnelle (BAYOU & KERROUM, 2020).

111.2.1. Classification botanique
Le grenadier, Punica granatum L a été décrit par Linné et introduit pour la premiere fois
dans sa classification en 1753, qui a été révisée en 2003, par un groupe de botanistes, «
Angiosperme Phylogénie Group » ou APG, donnant naissance a une nouvelle classification
phylogénétique (BENKHERBACHE, 2021).

Tableau 06 : classification botanique de Punica granatum L

Embranchement Angiospermes

Sous embranchement Dicotylédones vraies
Classe Rosidees

Ordre Myrtales

Famille Punicaceae (Lythraceae)
Genre Punica

Espéce Punica granatum L

111.2.2. Description botanique

Le grenadier est un arbre ou arbuste buissonnant, provient d’un arbre adulte a feuilles
caduques ou d’un arbuste a feuilles lancéolées. Ce dernier peut atteindre entre 5 et 10 métres de
hauteur a rameaux nombreux et vivre jusqu’a 200 ans (BENKHERBACHE &
BENKHERBACHE, 2021). Le tronc du grenadier est tortueux, a I'écorce grise, se ramifie
rapidement pour donner au grenadier une belle forme arrondie (GARNIER & al, 1961).

Ses fleurs axillaires, solitaires ou parfois disposées par deux, présentent un calice épais,
coriace, tubuleux et turbiné a 6 lobes triangulaires. La corolle d'un rouge éclatant est formée de 5
a 7 pétales obovales sont rouge vif, de 3 cm de diametre et ayant cing pétales (Al-HIINA, 2017),
et le calice est formé de 4 a 8 sépales courts, charnus, épais, d’une belle couleur rouge vif,
persistants, d’abord dressés puis étalés apres la fécondation (GARNIER & al., 1961).

Les fruits mdrs de Punica granatum L mesurent environ cing pouces de large avec une
peau rouge foncé et coriace, une grenade en forme de calice pointu. Le fruit contient de

nombreuses graines séparées par un péricarpe membraneux blanc. Chaque graine est entouree de
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tarte et de jus rouge, et d’une croissance assez lente (Achouche & Azouzi, 2019), et il recouvert
par d'un écorce est la partie externe et dure du fruit. La couleur de la face extérieure dépend de la
variété, brillants, la face intérieure généralement jaunatre, concave, portant I’empreinte des
graines qui y étaient appliquées, de saveur amere et astringente (AL-HIINA, 2017).

Le systéme racinaire du grenadier, d’une surface d’environ 60 cm? a la capacité a
s’adapter selon les conditions de sol. Il est fasciculé et dispose d’une racine ligneuse, noueuse,

dure et pesante (BAYOU & KERROUM, 2020).
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Figure 07 : Fleurs et fruits du Grenadier (Punica granatum L) (Zatoun & Ghanem,
2017)

111.2.3. Composition phytochimique du Punica Granatum L

La grenade possede dans ses différentes parties de nombreux composés chimiques d’une
valeur biologique élevée: ecorce, membranes blanches, arilles et graines (CALIN SANCHEZ &
al, 2005). Des recherches actuelles semblent indiquer que les principaux constituants
thérapeutiques du grenadier sont les ellagitanins (incluant les punicalagins), 1’acide punique, les
flavonoides, les anthocyanidines, les anthocyanines, les flavonols ostrogéniques et les flavones
(ACHOUCHE & AZOUZI, 2019). La grenade contient également de nombreux oligo-
éléments: les alcaloides, ainsi que la présence des sucres, des acides organiques, des acides
aminés, des stéroides et minéraux, tels que le potassium, phosphore, calcium, magnésium, fer,
zinc et cuivre (BAYOU & KERROUM, 2020 ; DOUAOURI, 2018).
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En outre, la composition chimique du grenadier dépend du cultivar, de la région de
culture, des conditions pédoclimatiques, du stade de maturité du fruit et des pratiques culturales
(DOUAOURI, 2018).

111.2.4. Utilisations des Punica Granatum L

Selon (AL-YAHYA, 2005), I’extrait aqueux de 1’écorce de grenade Punica granatum
contient des substances qui réduisent la diarrhée par inhibition de la motilité intestinale ainsi que
I’accumulation de fluide intestinales. Les écorces du fruit sont utilisées aussi contre les parasites
intestinaux, en particulier le vers solitaire (ténia) et la dysenterie amibienne. Elles contiennent
des alcaloides, dont la pelletiérine, vermifuge efficace contre le ténia, inscrite au Codex de la
pharmacopée francaise depuis 1937 (CUTRAY & al, 2008).

En plus, il possede un Propriétés d’activité antioxydant, anti-inflammatoire,
antibactérienne, antidiabétique et une action cicatrisante (CHAHNEZ, 2013). Par ailleurs,
certaines études démontrent I’efficacité du jus et des polyphénols présents dans le fruit du
grenadier contre les infections virales d’origine alimentaires ainsi qu’un potentiel pour la
prévention ou la réduction des infections a norovirus humains. Le jus rafraichissant du fruit de
Punica granatum L. est recommandé pour guérir les maladies de la vésicule biliaire. Le fruit
contient un tannin fort considéré comme une nutrition amere a rapporté que 80% de 1’extrait
méthanoique de 1’écorce du fruit est un puissant inhibiteur de Listeria monocytogenes,

Staphylococcus aureus, Echerichia Coli, et Yersinia enterocolitica. (DOUAOURI, 2018).

La grenade dans ce domaine pour la conservation des produits carnés, stabilisation de
I’huile de tournesol, et formulation d’un jus moins sucré (BENKHERBACHE &
BENKHERBACHE, 2021).
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Chapitre 1. Mateériels et Méthodes

Ce travail a été effectué au laboratoire de Biochimie, Faculté de sciences de la nature et de
la vie, Université El- chahide Hamma Lakhdar El oued, Algérie. L’objectif de cette étude est de
déterminer I’effet d’un extrait végétal sur I’activité des bactéries probiotiques déja isolées a partir

du lait camelin.

1. Matériel
1.1.  Matériel végétal

A travers ce travail, on a étudié deux plante (Olea europaea et Punica granatum), on a
utilisé la partie aérienne (feuilles) de Olea europaea et les écores de Punica granatum
(Pomegranate peel). Les deux plantes ont été récoltées dans deux régions différentes, région

d’El Meghair pour Olea europaea et région d’Ourmas wilaya d’Oued, au mois de Février 2022.

Figure 08 : Olea europaea et Punica granatum (photo originale, 2022)

1.2. Matériel biologique

1.2.1. Lait de chamelle

L’échantillon de lait a été aseptiquement prélevé a partir de chamelle (Camelus
dromedarius) de région Chegua (EL-MEGHAIER) au cours du mois de Février 2022. Les
mamelles sont lavées avec 1’eau savonneuse puis ringage a I’eau javellisée. La traite est réalisée
aprés 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 analysé.
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1.2.2. Les bactéries pathogenes

Pour la mise en évidence des activités antimicrobiennes des souches lactiques, trois (03)

bactéries pathogénes ont éte utilisées.

Tableau 07: Souches cibles utilisées et leur origine (DOUADI & KHALF, 2018)

Référence Origine
Escherichia coli Négative ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa Négative ATCC 27853 Institut Pasteur
Staphylococcus aureus Positive ATCC 25923

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 & SANDINE, 1975)
* Gélose Nutritive: Ce sont des milieux largement utilisés pour la culture des micro-

organismes peu exigeants.

1.4. Réactifs chimiques

Pour I’évaluation des activités des feuilles d’Olive et I’écores de grenade, nous avons
utilisé de nombreux produits chimiques et biochimiques du laboratoire de biochimies-université
d’El-Oued.

Tableau 08 : liste des produits chimiques et biochimiques

Produits Forme chimique
Trichloride d’Aluminium  Poudre AICI3
Hydroxyde Ammonium Poudre NH40H
Catechine Poudre C15H1406
Vanilline Poudre C8H803
Diméthyle sulfamide Liquide C2H60S
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(DMSO)
Dragendroff réactive
Ethanol

Fehling liquide
Folin-Ciocalteu
Acide Gallique
Acide Hydrochlorique
Iron. trichloride
Magnésium chips
Mayer réactive
Sodium carbonate
hydroxyde Sodium
Acide Sulfurique

Lugol
Alcool
Christelle
Violet

1.5.  Equipements

Liquide
Liquide
Liquide
Liquide
Powder
Liquide
Liquide
/

Liquide
Liquide
Liquide
Liquide

Liquide
Liquide
Liquide
Liquide

C2H50H

C7H605
HCI
FeCl3
Mg

/
Na2CO3
NaOH

H2S04

S~ O~ S~~~

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

de Pétri, Ecouvillons. Balance de précision, Spectrophotométre.
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2. Méthode

2.1. Séchage et Broyage

Les feuilles d’Olea europaea et 1’écorce de fruit de Punica Granatum cueillies sont
immédiatement rincées a I’eau pour éliminer la poussiére et les impuretés. Ensuite, elles sont
séchées a I’air libre a I’abri de la lumiére pour réduire I’humidité (Ben Mansour-Gueddes,
2020) Les deux plantes totalement séchées sont initialement pilonnées pour étre finement
broyées dans un broyeur électrique. Ce broyage a permis d’obtenir une poudre fine et homogene,
et le broyat obtenu a été conservé dans des boites en verre a température ambiante, dans un
endroit sec et a I’abri de I’humidité et de la lumiére jusqu’a son utilisation (Merdaci & Taous,
2021).

2.2.  Extraction des composants phénolique

Dans notre étude les composés phénoliques ont été extraits de notre plantes par extraction
assistée par Macération, I'extraction est réalisée selon les méthodes de DIOUF & al, (2009);
TUHIN & al, (2016) avec quelques modifications.

Deux extraits (aqueux et hydro- éthanolique) ont été préparés a partir de feuilles d’olive

et I’écore de grenade (Punica Granatum) séchées.

e Préparation de I’extrait aqueux et I’extrait hydroéthanolique
Pour obtenir I'extrait aqueux, 10 g de I'échantillon ont été mis en contact avec 300 ml

d'eau distillée dans un erlenmeyer en verre a température ambiante pendant 24h, et aussi pour
I’extrait hydroéthanolique : 10 g des matériels végétaux ont été extrait avec 300 ml 80% (éthanol
: eau =80:20) dans un erlenmeyer en verre a température ambiante température pendant 24h. Les
fioles Erlenmeyer étaient entierement recouvertes 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 l'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. DIOUF & al., (2009); TUHIN & al., (2016)
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Séchage a I’étuve Vaporisation des filtrats par le rota

Vapeur

Figure 09: Procédés d’extraction assistée par macération

2.3. Rendement

Le rendement d’extraction est calculé en pourcentage du rapport de la masse de 1’extrait
obtenu sur la masse totale de la poudre végétale utilisée dans I’extraction selon la formule
donnée par (FALLEH & al, 2008).

R(%) = M1/M0*100

Avec:
R(%0): Rendement des extraits en pourcentage.
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M1: Masse des extraits hydroéthanolique en (g).

MO: Masse de matiere végétale utilisée en (g).

2.4.  Caractérisation phytochimique

2.4.1. Tests phytochimiques
Des tests préliminaires ont été effectués selon les méthodes décrites par KANERIA & 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 les deux plantes par des réactions qualitatives
de caractérisation. 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 & al, 2000)

a. Lestanins
La réaction avec le trichlorure de fer (FeCI3) a permis de caractériser les tanins. Un

volume de 2 ml de chacun des deux extraits, est additionné a 2 a 3 gouttes de la solution de
FeClI3 & 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 (KARUMI & al,
2004)

b. Les alcaloides

Pour chaque extrait on réalise la procédure suivante : on ajoute 5 ml d’HCL 1% a Iml de
chaque extrait, le tout est chauffé au bain marie, puis on divise chaque extrait en trois volumes

égaux :

> 1% tube : le volume est traité par le réactif de Mayer (précipité blanc jaunatre).
> 2°™ tube : traité par le réactif de Dragendroff (précipité orangé a rouge).
> 3°™ tube: traité par le réactif de Wagner (précipité brun) (MAJOB, 2003)
c. Les flavonoides (réaction de Shibata)
A 5 ml de chaque extrait sont ajoutés 5 ml d'alcool chlorhydrique (4 ml EtOH et 1 ml de
HCI concentré), environ 0,5 g de copeaux de magnésium, I'apparition d'un rose, orange ou une
coloration rouge violacée se produit lorsqu'il y a des flavonoides (flavonols, flavones,

flavonones) (KARUMI & al, 2004)
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d. Les saponines (test de mousse)

Dans un tube a essai, introduire 10 ml de I’extrait a analyser, agiter pendant 15 secondes
et laisser le mélange au repos pendant 15min. Une hauteur supérieure & 1 cm de mousse indique
la présence de saponines (OLOYEDE, 2005)

e. Lesterpénoides
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 1’apparition de deux phases et une couleur marron en

interphase (BENINE, 2020)

f. Les 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)

g. Lesanthraquinones
A 10 ml de chacun de nos extraits, on ajoute 5 ml de NH4OH a 10% et on agite.

L’apparition de couleur violette indique un test positif (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 (FETTAH, 2019).

I. Glycosides cardiaque
Deux ml de chloroforme sont ajoutés a 1 ml de I'extrait, I'apparition d'une couleur brun

rougeatre aprés l'addition de H2SO4 indique la présence d'hétérosides cardiaques (BENINE,
2020).

2.4.2. Dosage des composés phénoliques

a. Dosage des phénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux des quatre extraits (éthanolique et aqueux) de feuille

d’olive et écore de grenade a été déterminé selon la méthode de BOIZOT & CHARPENTIER,
(2006). L’analyse par le réactif de Folin-Ciocalteu est la plus utilisée. Ce réactif est constitué
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d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMO12040). Lors de I’oxydation, il est réduit en un mélange d’oxyde bleu. La coloration
produite est proportionnelle a la quantit¢ de polyphénols présents dans I’extrait analysé

(AMARI, 2015).

Brievement, 1 mL de réactif de Folin-Ciocalteu est ajouté a 200 uL d’extrait. Aprés 4
min, 800 uL d’une solution de carbonate de sodium Na2CO3 (7,5%) sont additionnés au milieu
réactionnel. Apres 2 h d’incubation a température ambiante, I’absorbance est mesurée a 765 nm
en utilisant spectrophotométre UV. Les teneurs en phénols totaux des extraits sont estimée a
partir de la droite d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (100-1000 pg/mL) et exprimée en
mg d’équivalent d’acide gallique par g d’extrait (mg EAG/g E) (MAYOUF, 2019)

b. Dosage des flavonoides
La méthode de QUETTIER-DELEU & al, (2000) est utilisée pour déterminer le

flavonoide contenu de nos échantillons en utilisant le trichlorure d'aluminium comme réactif. La
méthode est basée sur 1’oxydation des flavonoides par ce réactif, 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’AlCI3 (2 % dans le méthanol). Aprés 10 minutes
d’incubation, 1’absorbance a été lue au spectrophotometre a 430 nm. Les résultats sont exprimés
en mg équivalent quercétine / g de matiére vegeétale seche en référence a la courbe d'étalonnage

de la quercétine.

c. Dosage des tanins
Le dosage des tanins condenses a été effectué selon la méthode de (SCHOFIELD & al,

2001).

Le principe de ce dosage est basé sur la fixation du groupement aldéhydique de la
vanilline sur le carbone 6 du cycle A de la catéchine pour former un complexe chromophore
rouge qui absorbe a 500nm). Ainsi, 400ul de chaque extrait ou standard ont été ajouté a 3ml de
solution de la vanilline (4% dans méthanol). Ensuite, 1,5ml d’acide chlorhydrique concentré ont
¢été additionnés. Apres 15min de réaction, I’absorbance a été lue a 550nm. La concentration des

tanins condenses a été déduite a partir d’une gamme d’étalonnage établie avec la catéchine (0.08-
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0,9mg/ml). Les résultats ont été exprimés en milligramme équivalent catéchine par gram
d’extrait (mg EC/g E) (AMARI, 2015).

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 (10 et 10) du lait sont réalisées dans I'eau physiologique & partir de 1 ml
de la suspension mere. 1 ml de chaque dilution et ensemenceé dans la masse de la gélose nutritive
puis les boites sont incubées a 37 °C et 45°C dans 1’étuve (GUEDDA & BENKHELIFA, 2017)

Apres isolement des colonies d’aspects morphologiques différents (taille, couleur,
surface, profondeur...) sont 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 & al. 2011).
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Figure 10: Protocole d’isolement des souches lactiques

2.5.2. Conservation des souches
La conservation colonies isolées, purifiés est réalisée par ensemencement sur la surface

milieu de culture MRS gélosé incling, incubé a une température 30°C pendant 18 heures, les
tubes sont conservés a une température de 4°C, Des repiquages successifs sont réalisés toutes les
trois semaines (DAOUADJI & DJELLOUL, 2021).

2.5.3. Pré-ldentification des souches bactériennes

a. Examen macroscopique

L’examen macroscopique est porté sur l’observation macroscopique qui permet de
décrire 1’aspect des colonies (la forme, la taille, pigmentation, contour et la viscosité)

(CHERRAD &TAZEGOUARET, 2020).
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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 &

LEYRAL, 1996).

o Technique

v' La premiére 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 I’ecau distillé

v Enfin quelques gouttes de Fuchsine sont versées sur la lame qu’on laisse agir 1 min,
la lame est lavée a 1’eau physiologique, apres séchage on passe a 1’observation
microscopique

v" Observez avec une goutte d'huile a immersion objectif 100 (grossissement x100).
(GASMI & KHADRI, 2020)

C. Identification des souches sélectionnées

e Tests physiologiques et biochimiques
» Test de catalase

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

et en oxygene selon la réaction suivante:
2H,0, =—> 0O, +2H,0

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

des bactéries. Une colonie isolée est prélevée de la gélose et déposée dans une goutte d’ecau
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oxygénée 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 I’identification. Les cultures a tester ont été inoculées
sur des bouillons nutritifs a 2% et 4% de NaCl pour Streptococcus, Lactococcus et 2%, 3%, 4%,
et a 6,5% de NaCl pour Pediococcus. Apres incubation a 30°C pendant 24 a 72 heures, la
croissance de ces bactéries se manifeste par une nébulosité du milieu (SALHI & 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 premiere 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 quelques testes biochimiques en utilise la galerie APl 10S, La galerie APl 10 S
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 révélés par I'addition de réactifs.
La lecture de ces réactions se fait a l'aide du Tableau de Lecture et I'identification est obtenue en
consultant la liste des profils de la notice ou a laide dun logiciel d'identification
(BIOMERIEUX, 2006).

2.5.4. Sélection des souches probiotiques

a. Tolérance a I’acidité
La résistance des bactéries aux pH acides a été déterminée selon la méthode décrite par

BAKARI & al, (2011) avec quelques modifications. Elle consiste a:

o Réactiver les souches bactériennes sur un volume de 4ml de bouillon nutritive stérile
a 37°C pendant (16 a 18h).
o centrifuger les cultures bactériennes a une vitesse de 2500 pendant 10min puis laver

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

Diviser la quantité de culot en 3 tubes contenant 4ml de bouillon nutritive, ajuster le
pH de chaque tube a pH=2, pH=3, pH=4 par HCL et NaOH.

Aprés exposition & pH acide a t=0 et t=3h, des dilutions en cascades jusqu'a 10 ont
été realisées. Ces dilutions sont ensuite ensemencées en masse sur la gelose nutritive et
incubées a 37° C pendant 24 a 48 h. Le compte viable a été déterminé a t=0h et apres t=3

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

Tolérance a la bile

La capacité des souches a survivre dans des conditions similaires du ’intestin gréle de

I’homme (stress intestinal simulé) est I’un des caracteres important de sélection des probiotiques
(REN & al, 2014)

Reactiver les souches bactériennes sur un volume de 4ml de bouillon nutritive stérile
a 37°C pendant (16 a 18h).

centrifuger les cultures bactériennes a une vitesse de 2500 pendant 10min puis laver
par le tampon PBS

Recycler la centrifugation de culot & une vitesse de 1000 pendant 5min avec le
lavage par le tampon PBS.

Diviser la quantité de culot en 3 tubes contenant 3ml de bouillon nutritive et
différente concentration de la bile (1%, 3%,5%).

ensuite ensemencées en masse sur la gélose nutritive et incubées a 37° C pendant 24

a 48 h. Le compte viable a été déterminé a t=0h et apres t=3h.

Pouvoir antimicrobien
Dans cette partie on réalise des interactions entre les souches isolées de lait et trois

bactéries pathogénes de références. Les microorganismes utilisés dans notre étude sont

mentionnés dans le tableau 07.

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 gélose nutritifs,

nous avons ensemencé chacune des souches lactiques isolées dans un tube a essais contenant 3

ml du bouillon nutritifs. Le tube est incubé a 30 et 45°C pendant 18 heures en anaérobiose. Alors
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que la souche indicatrice a été ensemencées dans un tube de cceur serval et incubée a 37°C

pendant 18 heures (DAOUDI & KHELEF, 2018)

Selon la méthode de diffusion en puits de BAREFOOT & KAENHAMMER, (1983),
un volume du milieu Mueller-Hinton agar est coulé dans des boites de Pétri stériles. Apres
solidification du milieu, les boites sont ensemencées en surface par la suspension de la souche
pathogene, puis des puits de 6 mm de diametre sont creusés stérilement a 1’aide d’un emporte-
piéce sur la gélose et seront remplis par 60 a 80ul de surnageant filtré et neutralisé, obtenu aprés
centrifugation a 4000 tours / min pendant 15 min d’une culture de la souche lactique (dans le

bouillon nutritif).

Les boites de Pétri sont mises a une température de +4°C/2h pour permettre la bonne
diffusion de la substance antibactérienne. Les boites sont incubées a 37°C pendant 24 heures et
I’activité antimicrobienne se révele par 1’apparition de zones d’inhibition autour des puits. La

figure 12 illustre les étapes de ce protocole (DAOUDI & KHELEF, 2018)

Les diamétres des zones d’inhibition apparaissant autour des puits seront mesurés, le
résultat est positif si le diametre de la zone d’inhibition est supérieur de 2mm. La mesure du

diamétre d’inhibition Zi est effectuée selon la formule suivante:

Zi en (mm) = diamétre de la zone d’inhibition obtenue (mm) — diametre de puits (6 mm)

] _ 60 a0 pl 60 a 80 pl
Centrifugation 4000tr @ Surnageant
Pendant 15min Surnageant W
| i
- =" Culot /:U:( -
- -
Culture de 18h L

(bactérie lactique) Gélose MEH contenant

la souche indicatrice

Incubation 24h
alix7C

@?

"

Zone d inhibition

Figure 11 : Méthode utilisée pour la recherche de substances antimicrobienne (DAOUDI &
KHELEF, 2018)
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d. Sensibilité aux antibiotiques
La sensibilité ou la résistance des souches présumées probiotiques aux antibiotiques ont

été évaluées selon la méthode décrite par DEALMEIDA & al, (2015). On utilise 08 disques

d’antibiotiques.

Tableau 09: Liste des antibiotiques utilisés pour évaluer la sensibilité des souches probiotiques

Antibiotiques Symbole Charge du disque
Pénicilline G P 101U
Oxacilline OXA S Hg
Amoxicilline AMX 25 ug
Gentamicine HLG 120 120 ug
Aztreonam AT 30 ug
Erythromycine E 15 ug
Vancomycine VA 30 30 ug
Ofloxacin OF 5 ug

Tout d’abord, les souches lactiques sont cultivées sur le milieu gélose nutritifs et
incubées & 30 °C pendant 24 h. Ensuite, des colonies bactériennes de chaque souche sont
transférées dans I'eau physiologique et leur DO sont ajustées a 0,5 Mc Farland. Ces suspensions
bactériennes sont inoculées apres dans des boites contenant la gélose nutritive par
écouvillonnage, puis les disques d’antibiotiques ont ét¢ déposés a la surface (a raison de 4 par
boites). Aprés incubation des boites a 30 °C pendant 48 h, les zones d’inhibition ont été
mesurées en incluant le diamétre du disque d’antibiotique (6 mm) dans la largeur de la zone.

(BOUGUERRA, 2020)

2.6. Etude de I'effet de I'extrait sur les probiotique
Nous avons utilisé quatre extraits; extrait aqueux et alcoolique de chaque plante de

concentration 500mg/ml pour etude leur effet sur I'activité probiotique de de Streptococcus

thermophilus.
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2.6.1. Pré-culture
On mélange 50ml de bouillon nutritif avec 2ml de chaque extrait 500mg/ml pour

préparation de Pré-culture de Streptococcus thermophilus pour chaque test.

2.6.2. Tests biochimique en présence I'extrait végétal
On répéte ces tests suivants:

v Test d'acidité et test de sel biliaire,

Le but des deux tests est I'étude le changement qui serait & Streptococcus thermophilus en
présence des 4 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, 4) 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 4 extraits de 500 mg / ml par utilisation des disques
antibiotique tableau 09.

Dans chaque boite de Pétri, nous ensemencons Streptococcus thermophilus qui ont
été incubées dans 1’extrait de plante avec bouillon nutritive, ensuite nous mettons les disques et

apres une incubation de 24 h a 37C°. Nous mesurons le diametre de la zone d’inhibition.

b. Test d'antimicrobienne

La méthode a utilisation fréquente pour tester 1 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 diameétre de la zone d'inhibition doivent
étre effectuées (KHAFALLAH & BOUGUERBA, 2021).

Les souches pathogenes utilisées (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus), Dans chaque boite de Pétri, nous mettons 4 disques de 6 mm imbibés
surnagent (extrait + Streptococcus thermophilus).
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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 de

plantes. Cependant, le choix des solvants d'extraction influence les rendements en métabolites
secondaires des extraits. En effet, KHODDAMI & al, (2013) ont montré que le éthanol et I’cau
ainsi que leur mélange a différents ratios sont les solvants les plus utilisés pour une meilleure

récupération de composes phénoliques.

L’extraction aqueuse et I’extraction hydro-éthanolique ont été faites apres avoir séché la
plante a I’ombre et I’avoir rendu en poudre. En fait, 1’utilisation d’un matériel sec est
recommandée 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 & HOSTETTMANN, 2006). De plus, les fermentations microbiennes causées 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 1’isomérisation et la dégradation
causees par les radiations ultraviolettes de la lumiere solaire (JONES & KINGHORN, 2005).
L’utilisation de la poudre a la place de la plante enti¢re a pour but d’améliorer 1’extraction du fait
de rendre I’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 & al, (2009); TUHIN & al, (2016) avec des modifications, les deux
extraits (Aq et hydro étha) de deux plantes ont été préparés par la méthode de macération dans
des solvants polaires : 1’eau et le éthanol. Les extraits obtenus ont des couleurs et des aspects

différents.

Tableau 10: Caractéristiques de chaque extrait préparé de feuille d’Olea europaea et pelures de

Punica Granatum

Les extraits Feuille d’Olea L’écorce de Punica
europaea Granatum

Extrait Extrait Extrait Extrait
aqueux hydro- aqueux hydro-
éthanolique éthanolique
Aspecte Poudre Pate Poudre pate
Couleur Marron  Vert foncé Orang Marron
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1.2. Rendement d’extraction

Le rendement désigne la masse de 1’extrait déterminée apres évaporation des solvants, il

est exprimé en pourcentage par apport a la masse initial de la plante soumise a 1’extraction.

Les extraits bruts des plantes récupérés apres évaporation ont été pesés pour déterminer le
poids sec obtenu. Les résultats ont été exprimés en pourcentage.

Tableau 11: Rendement des extractions aqueuses et hydro-éthanolique des feuilles d’Olea

europaea et Pelures de Punica granatum

Les plantes

: L’écorce de Punica
Feuille d’Olea europaea

granatum
Solvant Solvant Solvant eau Solvant
eau éthanol éthanol
aqueux aqueux
(80 :20) (80 :20)
Masse de poudre (g) 10 10 10 10
Masse d’extrait 3,33 3.29 3,29 41
Rendement (%) 33,3 32,9 32,9 42
45 2%
40 e
33,3% 32,9% 32,9%
35 -
& )
c 30 |
(] .
E - L4 EA F.olive
L) M E h.étha F.olive
'g 20 —
g . i EA PG
L41E h. étha PG
10 A
5 -
0
L'extrait

Figure 12: variations des rendements

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait hydro-éthanolique des écorces de Punica

granatum représente un rendement le plus élevé (41%), tandis que l'extrait hydro-éthanolique
45



Chapitre 11 Résultat et Discussions

d'Olea europaea et l'extrait aqueux de 1’écorce de Punica granatum ont le méme rendement de
(32,9%), ce qui est considéré comme le plus faible, a la fin, ’extrait aqueux d’Olea europaea

contient le rendement moyenne (33,3%).

Le rendement dépend de plusieurs paramétres tels que les conditions de séchage de la
plante, le broyage, la polarité des solvants et la nature des composés a extraire, le temps
d'extraction et la qualité de solvant, la méthode et les conditions dans lesquelles I'extraction
a été effectuée (BOURGOU, 2016).

La méthode d'extraction affecte également tout le contenu total en phénols et
flavonoides. (LEE & al., 2003). L’utilisation combinée de 1'eau et du solvant organique peut
faciliter I'extraction des substances chimiques qui sont solubles dans I'eau et/ou dans le solvant
organique. C'est peut-étre la raison pour laquelle les rendements en hydro-éthanolique est
superieurs aux rendements en eau (QUY-DIEM & al, 2014).

2. Tests phytochimiques

Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques effectués sur les différents

extraits sont indiqués dans le tableau suivant:

Tableau 12: Résultats des tests phytochimiques des extraits préparés

L’écorces de Punica
Granatum

Meétabolites secondaires Extrait Extrait Extrait Extrait

aqueux hydro- aqueux hydro-

Feuille d’Olea europaea

éthanolique éthanolique
Tanins ++ ++ ++ ++
Flavonoides + + + +
Alcaloides : Mayer + + - +
Alcaloides : Dragendroff - + - +
Alcaloides : Wagner - + - +
Terpénoides - ++ ++ ++
Saponines ++ - ++ -
Quinones liber 0 ¥ + +
Anthraquinones - - + -
Sucre ++ ++ ++ SR
Glycosides cardiaques - ++ ++ ++

++: Composé fortement présent, +: composé présent, -: composé absent
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e Feuille d’Olea europaea
D’aprés les résultats de tableau 12, on constate que la plupart des composants présents
dans I’extrait hydro-éthanolique : les tanins, terpénoides, sucres, et glycosides en forte quantité
par contre les flavonoides, les alcaloides (dans tous les tests) et quinones liber présenté par une
faible quantité. De plus observé I’absence des saponines et anthraquinones. Dans 1’extrait aqueux
nous remarquons la présence des tanins, flavonoides, alcaloides (test Mayer), saponines,
quinones liber et des sucres. Mais il a été observé I’absence des alcaloides (test Dragendroff et

Wagner), terpénoides, anthraquinones et glycosides.

Pour I’extrait aqueux: Une étude phytochimique sur les feuilles d’Olea europaea L.
réalisé par BELIMI & LAMOUDI (2021) mis en évidence la présence des flavonoides et de
tanins, les quinones libres, et les saponines. Avec I’absence des alcaloides, composés réducteurs,
et les terpénoides. Nos résultats sont en accord avec les résultats mentionnés. Sauf, les composés

réducteurs.

HIMOUR & al., (2016) ont réalisé un examen phytochimique qualitatif sur les feuilles
de I’olivier, et ils ont observé la présence de flavonoides, de tanins, en quantité importante. Ils
ont en outre révélé des quantités plus faibles de glycosides, de saponosides et de quinones et

I’absence de terpénoides et d’alcaloides dans les extraits hydrométhanolique et hydroacétonique.

Un autre travail réalisé par BRUNETON, (1999) a élucidé la présence des flavonoides,

tanins, saponosides, anthraquinones, ils sont signalés I’absence des alcaloides dans les feuilles.

Selon Dekdouk et ces collaborateurs en 2015, les tanins et les saponosides étaient
présents en quantité plus importante dans les extraits de fruit de la plante d’Olea europaea L.
(DEKDOUK & al., 2015).

e L’écorce de Punica Granatum

Les tests de la composition réalises sur les deux extraits relevent la présence des tanins,
les terpénaides, les sucres et les glycosides dans les deux extraits en quantité importante, et aussi
les flavonoides et quinones liber mais a faible quantité. Par ailleurs, 1’absence des alcaloides
(tous les tests) dans I’extrait aqueux par contre leur présence dans 1’extrait hydro-éthanolique (un
peu quantité). En plus la présence des anthraquinones et saponines dans I’extrait aqueux et

I’observation de leurs absences dans 1’autre extrait.
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Les résultats d’extrait hydro-alcoolique sont presque accord avec les résultats obtenu par
MOUALKIA & GOURMATI, (2015).

Les résultats des analyses qualitatives d’extrait aqueux sont partiellement en accord avec

les résultats trouves par DOUAOURI, (2017).

3. Dosage des composés phénoliques

3.1.  Teneurs en phénols totaux

Les méthodes colorimétriques basées sur 1’utilisation du spectrophotomeétre VU-visible,
ont été utilis€é pour 1’évaluation de la quantité des composés phénoliques dans la matiere
végétale. La macération et le solvant utilisé sont les principaux criteres a prendre en
considération pour une extraction rentable (TURKMENE & al., 2007).

La teneur en phénols totaux des deux extraits de feuille d’Olea europea et 1’écorce de
fruit de Punica granatum a été estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu a partir d’une gamme
d’¢étalonnage établie avec différentes concentrations d’acide gallique (figure 13, Annexe A). Les
résultats obtenus sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de
I’extrait (mg EAG/g E).
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Figure 13: Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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e Feuilles d’Olea europaea
Les résultats de teneurs en polyphénols totaux des feuilles d’Olea europaea sont

représentés dans la figure suivante :

Feuille d'Olea europea
350

292
300

w250
194 kd Extrait agueux
00 h

w150

oo
€100

M Extrait
hydroéthanolique

50

L'extrait

Figure 14: Teneurs en polyphénols totaux dans les feuilles d’Olea europaea

D’aprés les résultats qui sont mentionnées dans la Figure 14, on a trouvé que ’extrait
aqueux possede la teneur élevée, avec une valeur de 292 mg EAG/g E par rapport 1’extrait
hydroéthanolique (192 mg EAG/g E). Nos résultats sont supérieurs aux résultats obtenus par
I’étude de KHALIQ & al (2015), dont ils ont travaillé sur I’extrait aqueux de deux autres
variétés d’olive et ont trouvés que la teneur en polyphénols était comprise entre 109,6 et 161
mg/g. D’autre étude a été réalisée par Azir (2017), dont la teneur était de (171.40£ 6.79 mg
EAG/g d'extrait) de I’extrait méthanolique des feuilles d’olive, ce résultat ét¢ inférieure a nos

résultats.

Les feuilles d’olivier, sont considérées comme une source majeure de production de
polyphénols par rapport aux autre parties de 1’olivier, et en contiennent les teneurs les plus
élevées (RYAN & al, 2002).

Cette variabilité est liée aux caractéristiques génotypiques de la variété de 1’olivier,
aux facteurs agro-climatiques, aux conditions culturales, aussi le solvant utilisée pour
I’extraction (BACCOURI & al, 2007).
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e L’écorces de Punica Granatum
Le taux de polyphénols totaux existants dans les deux extraits est présenté dans la
figurels.

écorce de Punica Granatum
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Figure 15: Teneurs en polyphénols totaux dans 1I’écorce de Punica Granatum

La teneur en polyphénols la plus importante a été enregistré pour 1’extrait aqueux avec
une valeur de 534 mg EAG/ g E alors que le contenu était minimum pour 1’extrait
hydroéthanolique (404 mg EAG/ g E).

Ces résultats sont presque similaires a ceux rapportés par MOUALKIA &
GOURMATI, (2015) ou une teneur en polyphénols dans 1’extrait méthanolique 435 + 8 ,8 mg
EAG/qg a été enregistrée.

IIs sont également plus élevés que ceux trouvés par ZATOUM & GHANEM, (2017) ou
une teneur en polyphénols dans I’extrait hydroéthanolique de I’ordre de 286,105 + 7,84 mg
EAG/ g extrait.

SALEH & al, (2017) ont récemment rapporté que la plus forte teneur en polyphénols

était présente dans I’extrait aqueux avec une valeur de 810 + 9.45 mg EAG/g.

Une autre étude faite sur plusieurs cultivars de grenadiers égyptiens a indiqué que les
extraits aqueux et méthanolique de la variété Wardy contiennent le pourcentage le plus éleveé en
polyphénols totaux (246,37 + 4,61 et 214,91 + 3,29) suivi par Assuity (224,62 + 4,84 et 190,44
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3,02); Nab EI Gamal (193,39 * 3,79 et 148,13 + 2,99) ; Manfalouty (189,18 + 3,07 et 163,70
3,47) et Balady (179.30 + 4.82 et 158.30 + 4.15) mg GAE/g (ABDEL-HADY, 2013).

3.2.  Teneurs en flavonoides
Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium

(AICI3). La teneur en flavonoides contenus dans les extraits a été calculée a partir d’une courbe
d’étalonnage réalisée par la quercétine a différentes concentrations (figurel6, Annexe B). Les

résultats sont exprimés en mg EQ/g E.
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Figurel6: Courbe d’étalonnage de la quercetin pour le dosage des flavonoides

¢ Feuilles d’Olea europaea

Les résultats de teneurs sont représentés dans la figure (17).

Feuille d'olea europaea

308

M extrait aqueux

H Extrait
hydroéthanolique

L'extrait

Figurel7: Teneurs en flavonoides totaux dans feuilles d’Olea europea
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A partir de ces résultats (figure 17), on a remarqué que I’extrait hydroéthanolique riche
en flavonoides (308 mg EQ/g E), par rapport 1’extrait aqueux qui contient une valeur moins de
teneur des flavonoides (190 mg EQ/g E). Les résultats obtenus par OULDYEROU & al, (2018)
pour I’extrait méthanolique (894,33pug d’EQ/g) sont inferieurs que nos résultats. Un autre résultat
obtenu par (STANKOVI & al, 2017) d'extrait de méthanol (98%) des feuilles d'Olea europaea
collectées en déférents régions (Tunisie, Malta, Montenegro, France, Serbia) a montré un

contenu des flavonoides variaient entre 52,40 et 129,39 mg de Ru/g d'extrait.

Certains auteurs ont montré que la feuille d'olivier est caractérisée par sa richesse en
composés bioactifs : les polyphénols totaux (GRACIA & al, 2000), flavonoides (LEE & al,
2009). La composition des feuilles d'oliviers en molécules bioactives change selon son origine,
les conditions climatiques, le mode de séchage, le temps, les types de solvants d'extraction et les
conditions de stockage (ALTIOK, 2010).

e L’écorces de Punica Granatum

La figure (18) présente les résultats de contenant des flavonoides totaux dans les deux

extraits des écorces de Punica Granatum.

écorce de Punica Granatum

M Extrait aqueux

| uExtrait
hydroéthanolique

L'extarit

Figure 18: Teneurs en flavonoides totaux dans I’écorce de Punica Granatum

Les résultats représentées dans la figure (18) révélent une richesse en flavonoides dans
I’extrait aqueux par rapport a I’extrait hydro-alcoolique (éthanol/eau), Les concentrations sont de

I’ordre de 1628mg EQ/g et 906 mg EQ/g respectivement.

52



Chapitre 11 Résultat et Discussions

Ces résultats est tres élevé aux résultats obtenus par SREEDEVI & al, (2017), qui ont
trouvés des concentrations des flavonoides de 66.3 = 1.25 mg EQ/g E et 77.26 £0.8 mg EQ/g E

dans I’extrait éthanolique et 1’extrait aqueux respectivement.

Un autre résultat de I’extrait hydro-alcoolique (588 + 5,96 mg EQ/g E) obtenu par
BOURAOUI (2018) est inférieur a notre résultat

3.3.  Teneur des tanins condenses
Les tanins condensés sont déterminés par la méthode a la vanilline en milieu acide. Cette

méthode est basée sur la capacité de cette derniére a réagir avec les unités des tanins condensés

en présence d’acide pour produire un complexe coloré (BOURAQOUI, 2018).

La catéchine a été utilisé comme étalon. Les résultats obtenus pour le dosage des tanins
condensés (figure 19, Annexe C) sont exprimés en mg équivalent de catéchine par gramme
d'extrait (mg EC/g E) en utilisant I'équation de régression de la courbe d'étalonnage tracée pour

la catéchine.
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Figure 19: Courbe d’étalonnage de la catechin pour le dosage des tanins

e Feuilles d’Olea europaea

Les taux de tanins condensé existants dans les extraits hydroéthanolique et (E h éthaOH)

et ’extrait aqueux de I’écorce calculés sont présentés dans la (figure 20)
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Figure 20: Teneurs en tanins condensé dans feuilles d’Olea europea

L'estimation quantitative de feuille d’Olea europea. A proposé la présence d'un teneur
considérable en tanins condensés dans les deux extraits, mais dans I'extrait aqueux (500 mg EC/g
E) est supérieur a l'extrait hydroéthanolique (366 mg EC/g E). Généralement les deux extraits

riches en tanins.

Des résultats a été recu par BRAHMI & al, (2013) pour la Variations des composes
phénoliques et de l'activité antiradicalaire d'extraits de feuilles et de fruits d'Olea europaea
collectés dans deux saisons indiques que I’extrait méthanolique de deux type d’olivier contient
un teneur en tanin entre 31.81 mg CEQ/100 g E-79.70 mg CEQ/100 g E. un autre résultats
obtenu par BEN MANSOUR-GUEDDES & al, (2020), l'extrait de feuilles a montré une
différence significative entre les trois zones. L'extrait de feuilles récoltées au Sud et au Centre
présentait de fortes teneurs en tanins condensés. En fait, le Sud (0,84 + 0,00 mg EQ/g E) et les
feuilles centrales (0,74 + 1,36 mg EQ/ g E) ont enregistré le niveau le plus élevé en tanins

condensés, mais ceux du Nord (0,24 = 0,00 mg EQ/g E) ont montré la quantité la plus faible.
. L’écorces de Punica Granatum

Les résultats de teneur en tanin sont représentés dans la figure (21) :
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1400
1222

1200 T

1000 ——— M Extrait aqueux
Ll
a0 800 S
S~
o
w600 W Extrait
%ﬂ 400 hydroéthanolique

214
0
L'extrait

Figure 21: Teneurs en tanins condensé dans 1’écorce de Punica Granatum

A partir les résultats observé dans la figure (21), la teneur des tanins condensés dans

I’extrait hydroéthanolique est plus éleveé (1222 mg EC/g E) que trouvé dans I’extrait aqueux (214
mg EC/ g E).

La quantit¢ des tanins condensés dans I’écorce de la grenade étudiée (extrait
hydroéthanolique) est supérieur a celle de LEE & al, (2010) qui ont trouvé par la méthode de
dosage a la vanilline, 257.0£19.6 1 mg équivalent de catéchine/g ES en utilisant I’acétone 70%

pour I’extraction.

REGUIEG YSAAD & HAMMADI (2017) ont mesuré la teneur des tanins condensés
de trois extraits de 1’écorce de grenade (extrait aqueux, méthanolique et éthanolique) et ont

obtenus des valeurs allant de 81,86 a 153mg EAT/g Ps.

Une autre étude de DOUAOURI (2017) trouve que I’extrait méthanolique des écorces de
grenade contient une quantité¢ importante en tanin par rapport I’aqueux (47.78 = 3.27 mg EC/g E
et 33.67 = 0.86 mg EC/g E) respectivement.

En accord avec ALTIOK & al, (2008) ; ABAZA & al, (2011), nous avons note que
I’incorporation du solvant organique a 1’eau améliore la solubilit¢ des différentes

classes de composés phénoliques.
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Apres tous les resultats qualitative et quantitative généralement montent que les deux
plantes riche en polyphénols totaux, flavonoides et tanins, mais avec une différence de valeurs

entre les deux plantes.

Les teneurs en polyphénols totaux, flavonoides et en tanins varient qualitativement et
quantitativement d'une plante a une autre, cela peut étre attribué a plusieurs facteurs : Facteurs
climatiques et environnementaux ...ctc. (EBRAHIMI & al, 2008), Le patrimoine génétique, la
période de la récolte (MILIAUSKAS & al, 2004), mais également le degré de maturation du
plant et la durée de stockage ont une forte influence sur le contenu en polyphénols (FIORUCCI,
2006), aussi le stade de développement de la plante (MILIAUSKAS & al, 2004), la méthode
d’extraction (LEE et al, 2003) et solvant utilisée pour 1’extraction (BACCOURI & al, 2007).
La méthode de quantification peut également influencer 1’estimation de la teneur des

polyphénols totaux et flavonoides (LEE & al, 2003).

Aussi pour le teneur en tanins condensés ont augmenté avec la rigueur du climat, les
courants d'air et les températures élevées BEN MANSOUR-GUEDDES & al, (2020).

4. Résultat d’isolement et d'identification des souches bactériennes

A partir de la solution mére de lait la chamelle et la premiére et deuxiéme dilution, nous
obtenons aprés un nombre considéré de colonies (10), aprés la coloration de Gram, nous n’en
choisissons que quatre. On symbolizer: SM 40 S2, D,30 S1, D,40 S2, D, 30 S2.

4.1.  Aspect macroscopique

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

qui indique leur pureté, a Gram positif.

4.2.  Aspect microscopique

Dans notre recherche, l'observation microscopique a révelé que la forme majoritaire des

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

Tableau 13: Caracteres morphologiques des bactéries lactiques isolées

Souche Coloration Forme d'enchainement Gram
SM 40 S2 Violet Triplo-coque et diplo-coque | Positive
D, 30S1 Violet Diplo-coque Positive
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D,40 S2 Violet Strepto-coque Positive

D; 30 S2 Violet Strepto-coque Positive

4.3.  Tests biochimique

Dans notre étude, nous avons fait une série de tests biochimigques que nous avons trouvés que
Tous les échantillons sont pauvres des catalase, les bactéries lactiques sont généralement
catalase(-) négative (MAMI, 2013), GUEDDA & BEN KHELIFA, (2017) ont fait la méme

expérience sur les bactéries lactique de lait de chamelle et ont obtenu le méme résultat.

Notez que la croissance des SM 40 S2, D2 40 S2 et D2 30 S1 est élevée a 40 degrés en
particulier SM 40 S2, contrairement au D1 30 S2 qui ont connu une croissance significative a
une température de 10. Nous concluons que les trois premieres souches sont thermophiles et la
derniére est mésophile. Les résultats ont montré que les quatre souches se développent dans
différents pH et différentes concentrations de NaCl.

Tableau 14: Résultats des tests Biochimiques

Souches
Tests SM40S2 | D130s2 | D230S1 | D240s2
Catalase - - - -
TC® ++++ - ++ ++++
Ph + + + +
NaCl ++ ++ + ++
ONPG + + + +
GLU + + + +
é ARA + + + +
E_L( LDC + + +
@ OoDC + + +
ks CIT + ¥ +
= H2S + + +
TDA + + +
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Dans le test de la galerie API 10s, le résultat des souches SM 40 S2, D2 30 S1 et D2 40

S2 était positif a I’exception du S2 D1 30 dans lequel nous avons trouvé 7 tests négatifs.

Figure 22: Les resultats de galeries API 10s (Photo originale, 2022)

Apres ces tests, nous avons conclu que nos souches peuvent appartenir aux especes suivantes :

v' SM 40 S2: Streptococcus thermophilus
v D2 30 S1: Pediococcus acidilactici

v D1 30 S2: Lactococcus lactis

v' D2 40 S2: Streptococcus thermophilus

4.4,  Sélection des bactéries probiotiques

4.4.1. Tolérance a P’acidité

Le critére 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
biliaires (KUSHARYATI & al, 2020)
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Tableau 15: Effet du pH acide sur la viabilité de la souche dans (log UFC/mI)

pH pH 2 pH 3 pH 4
souche
Laclt;)((::tc;gcus t:0h t:3h t:0h t:3h t: Oh t: 3h
10" 1,845 1,903 1,845 1,699 2,342 2,929
107 2,845 2,477 2,778 3,000 3,415 3,477
10° 3,477 3,000 3,845 3,477 1,230 4,491
Moyenne 2,722 2,460 2,823 2,725 2,329 3,633
Pediococcus
acidilactici
10" 2,447 2,079 2,462 1,845 1,845 2,519
10° 3,255 3,176 2,903 2,301 3,230 2,602
10° 3,903 3,778 3,954 3,778 4,079 3,301
Moyenne 3,202 3,011 3,107 2,641 3,052 2,807
Streptococcus
thermophilus
10* 2,041 2 2,301 2,398 2,255 2,623
102 2,477 3,041 2,602 3,079 2,903 3,398
103 3,954 3,699 4,255 4,255 3,699 3,954
Moyenne 2,824 2,913 3,053 3,244 2,952 3,325

A travers le tableau (15), nous notons que la croissance de Lactococcus lactis a diminué
apres s'étre incubé dans pH 2 et pH 3 a l'inverse dans pH 4 la croissance augmente et atteint la
plus grande valeur. Pediococcus acidilactici diminue leur croissance dans toutes les valeurs de
ph apres l'incubation. La croissance de Streptococcus thermophilus est augmentée dans toutes

les valeurs de pH apres l'incubation et la valeur le plus élevée en pH 4 apres l'incubation.

LINH & al, (2017) qui ont testé la tolérance de certaines souches probiotiques aux sucs
gastriques intestinaux artificiels; ils ont constaté une diminution avec pH2 comparativement au
pH 4.

4.4.2. 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

I’organisme hote par les souches probiotiques (SALHI, 2020).
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Tableau 16: Effet des sels biliaires sur la viabilité de la souche dans (log UFC/ml)

Concentration de bile %
1% 3% 5%
t:0h t:3h | t:0h | t:3h t:0h t:3h
Streptococcus thermophilus | 1.308 | 1.452 | 0.125 | 1.014 | 0.523 | 0.727
Lactococcus lactis 0.970 | 0.824 | 1.091 | 0.222 | 1.247 | 1.067
Pediococcus acidilactici 1.079 | 1.239 | 1.222 | 0.824 | 1.286 | 1.125

A travers le tableau (16), nous notons que lorsque la concentration de sel biliaire
Compensé par une diminution de la croissance des bactéries apres I'incubation donc il y a une

sensibilité a sel biliaire.

Dans cette étude de (ZUO & al, 2015), toutes les souches isolées ont montré une
sensibilité élevée aux sels biliaires, bien que généralement une sensibilité inférieure a celle
rapportée dans une étude précédente d’ANDRIANTSOANIRINA & al( 2013) ou 24 souches
ont montré une tolérance modérée (13 souches) ou faible (11 souches) a la bile. Cependant, les
autres souches étaient intolérantes a la bile car il n'y avait pas de survie des bactéries apres 5 h
d'exposition a la bile. Les espéces B. breve et B. adolescentis présentaient le plus grand nombre

de souches modérément tolérantes a la bile.

Les BSH sont généralement des enzymes intracellulaires, insensibles a I'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 critére de sélection des souches probiotiques (BESSIL &
MESSAOUDI, 2021).

4.4.3. Pouvoir antimicrobiennes

L'activité antimicrobienne est une propriété tres importante dans la sélection des
probiotiques, permettant ainsi la conservation des aliments et la prévention des infections gastro-
intestinales (CHAMPOMIER-VERGES & al, 2010)
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Tableau 17: Pouvoir antibactérienne des souches lactique

souches pathogenes
) Escherichia Pseudomonas Staphylococcus
souches lactiques . .
coli aeruginosa aureus
Lactococcus lactis 14 mm 9 mm 14 mm
Pediococcus acidilactici 11 mm mm 12 mm
Streptococcus thermophilus 14 mm 14 mm 18 mm

Gréace aux résultats, nous constatons que, Les bactéries lactiques sont résistantes aux
bactéries pathogenes dans des proportions variables, et le plus résistante est Streptococcus
thermophilus.

Les bactéries lactiques synthétisent des molécules a action bactéricide\bactériostatique
comme les acides organiques, le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de carbone, le diacétyle et les
bactériocines. Ces mécanismes antimicrobiens ont été exploités pour améliorer la préservation
des aliments (RAKHIS & LADJAL, 2016)

Ce résultat confirme celui obtenu par BOUGUERRA (2012) qui a trouvé que toutes les
souches lactiques du lait de chamelle fermenté sont actives contre 5 bactéries pathogénes
(Staphylococcus aureus ATCC: 25923, Salmonella sp, Escherichia coli ATCC: 25922, Bacillus

subtilis et Enterobacter cloacae).

DAVATI & al, (2015) ont déterminé que la plupart des souches lactiques isolées du lait

de chamelle peuvent inhiber S. aureus, B. cereus et E. coli.

4.4.4. Sensibilité aux antibiotiques

Dans cette étude les bactéries lactiques a potentielles probiotiques provenant du lait de
chamelle cru ont été analysées pour leurs sensibilité aux différents antibiotiques, en utilisant la
méthode de diffusion des disques d’antibiotiques sur boit de gélose. (KHARCHI &
LEMCHOUNCHI, 2021)

Tableau 18: Reésultats de test d'antibiotique. (I: intermeédiaire, S: sensible, R: résistante)

.y Souches Lactococcus | Pediococcus | Streptococcus
|sole;es_, . lactis acidilactici | thermophilus
Antibiotiques
OX1 R (6mm) R (6mm) R (6mm)
P10 R (6mm) R (6mm) R (6mm)
OF5 S (31mm) S (25mm) S (35mm)

61



Chapitre 11 Résultat et Discussions

AT30 R (6mm) R (6mm) R (6mm)
VA30 I (20mm) R (6mm) R (10mm)
E15 I (19mm) S (21mm) R (12mm)

Nous notons a travers le tableau que toutes les bactéries sont trés résistantes a
I’oxacilline, a I’azithronycine et a la pénicilline. Lactococcus lactis, Pediococcus acidilactici,
Streptococcus thermophilus sont sensible vers Ofloxacin. Et une résistance variable dans le reste

des antibiotiques.

Les bactéries lactiques sont naturellement résistantes a beaucoup d’antibiotiques grace a
leur structure et physiologie. Les travaux de TEMMERMAN & al, (2003) ont montré que 68,4
des probiotiques isolés ont une résistance a un antibiotique ou plus (RAKHIS & LAGDAL,
2016).

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'autres especes et genres.
C'est une raison importante pour choisir les souches manquantes de transfert potentiel de
résistance (SAMEDI & CHARLES, 2019). C’est-a-dire les genes de résistance aux
antibiotiques doivent étre stables et ne doivent pas étre transférés aux agents pathogenes de

I'intestin gréle, car cela aurait un effet catastrophique sur la santé humaine (MATIB & al, 2020).

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

parce que cela a montré les meilleures propriétés probiotique.

5. Etude de I'effet des extraits végétaux sur Streptococcus thermophilus

Apres avoir choisi la bactérie Streptococcus thermophilus, nous effectuons les tests de
résistance a sel biliaire et résistance a pH et test antibactérienne et test antibiogramme en
présence de 4 extraits de plantes: extrait alcoolique de Punica granatum L., extrait aqueux de
Punica granatum L., extrait alcoolique de feuilles d’Olea europaea L, extrait aqueux de feuilles
d’Olea europaea L. pour étudier leur impact sur I'amélioration des propriétés probiotiques de la

souche choisie.

5.1. Résistance a la bile

Ce test nous permet de savoir a quel point Streptococcus thermophilus sont résistantes au
sel biliaire en présence des extraits végétaux. Nous comparons la croissance de Streptococcus

thermophilus en présence de chaque extrait avec la croissance avant utilisation I'extrait.
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Tableau 19: Effet du sel biliaire acide sur la viabilité de la souche dans (log UFC/ml) en
présence de 4 extraits

1% 3% 5%
Extrait t:0h | t:03h | t:0h | t:03h | t:0h | t:03h
aqueux de Punica granatum L 1.114 11540 | 1.103 | DN | 0.824 | 1.523

alcoolique de Punica granatum L 0.921 | 1.114 | 0.523 | 1.437 | 0.368 | ND
aqueux de feuilles d’Olea europaea L | 1.523 | 1.222 | 1.301 | 1.496 | 1.426 | DN

alcoolique defeuillLes d’Olea europaea 1564 | 1544 | 1699 | DN ND | 1.409

Le tableau (19) montré que, avant l'incubation:

¢+ nous constatons que l'extrait aqueux de Punica granatum L a atteint la valeur la plus
élevée de la croissance a la concentration 3% et 1%.

+ la croissance avec I'extrait aqueux et alcoolique de feuilles d’Olea europaea L augmenté
dans toute la concentration de sel biliaire.

% Au contraire, la croissance en présence d'extrait alcoolique de Punica granatum L est

diminuée dans toutes les concentrations.
Apres l'incubation:

% la croissance en présence de l'extrait aqueux de Punica granatum L et alcoolique de
feuilles d’Olea europaea L augmente dans toutes les concentrations de sel biliaire.

+ la croissance en présence de I'extrait aqueux de feuilles d’Olea europaea L et aqueux de
Punica granatum L ont enregistré une légere diminution a la concentration 1% et une

augmentation significative a la concentration 3% et 5%.

En fin de compte, nos résultats montrent qu'extrait aqueux de feuilles d 'Olea europaea et
alcoolique de Punica granatum L avaient de nombre plus élevés dans le nombre croissant de

colonies.

5.2. Latolérance au pH

Nous avons testé la capacité de Streptococcus thermophilus a se développer a différents
valeurs de pH en présence d'extraits, et comparé a leur croissance avant utilisation des extraits,
nous montre a quel point ces plantes sont efficaces et leur contribution a I'amélioration de la

capacité probiotique.
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Figure 23: Effet de Ph acide sur la viabilité de la souche dans (log UFC/ml) en présence
d’extrait aqueux de PG
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Figure 24: Effet de Ph acide sur la viabilité de la souche dans (log UFC/ml) en présence
d’extrait hydro alcoolique de PG
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Figure 26: Effet de Ph acide sur la viabilité de la souche dans (log UFC/ml) en présence

d’extrait hydro alcoolique d’OE
Grace aux données (figure 23, 24, 25, 26), nous avons analysé les résultats et noté que:

% En pH 2 et aprés l'incubation monté que la croissance I'extrait alcoolique de feuilles
d’Olea europaea L est le plus grand.

«+ En pH 3 et apres l'incubation I'extrait aqueux de Punica granatum L est le plus efficace
et, le résultat est non dénombrable des colonies.

% En pH 4, le plus grand nombre de colonies était en présence d'extrait alcoolique de

Punica granatum L

En général, nous pouvons dire que tous les extraits ont affecté positivement pour la

croissance de Streptococcus thermophilus de maniére remarquable a différents valeurs de pH.

5.3. Test d'antimicrobienne

Dans ce test on étude l'activité antibactérienne des extraits aqueux et alcooliques de
feuilles d’Olea europaea L et Punica granatum L déterminée par la méthode de diffusion en
gélose contre des bactéries pathogénes. Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone

d’inhibition des souches vis -a-vis de I’extrait selon I’échelle suivante décrite par KONAN &
al, (2014) :
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e Résistante : diametre inférieur a 8mm.

e Sensible : diameétre compris entre 9 et 14 mm

e Tres sensible : diamétre compris entre 15 et 19 mm

e Extrémement sensible : diametre supérieur a 20 mm

Les résultats sont résumés dans le tableau ci-dessous

Tableau 20: Diamétre de la zone d’inhibition des souches testées (en mm)

Escherichia Pseudomonas Staphylococcus
coli aeruginosa aureus
Aqueux de feuilles d’Olea europaea L 14mm 6mm 9mm
Alcoolique de feuilles d’Olea europaea L 6mm 6mm 6mm
Aqueux de Punica granatum L 6mm 20 22
Alcoolique de Punica granatum L 25mm 12mm 20mm

A travers le tableau (20), nous avons remarqué que:

% La résistance contre Escherichia coli est restée la méme et a diminué contre
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa en présence d'extrait aqueux de
feuilles d’Olea europaea L.

% En présence l'extrait alcoolique de feuilles d’Olea europaea L Streptococcus
thermophilus a enregistré un 'activité inhibiteur nulle.

« En présence l'extrait aqueux de Punica granatum L il n'y a pas une inhibition contre
Escherichia coli au contraire Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa la
Streptococcus thermophilus posséder contre eux une activation inhibitrice.

s En présence l'extrait alcoolique de Punica granatum L montré la plus grande zone

d’inhibition contre toutes les bactéries pathogenes.

Selon COWAN (1999), les polyphénols sont les principaux composés antimicrobiens des
plantes possédants des modes d’action divers et des activités inhibitrices et 1étales vis-a-vis d’un

nombre important de microorganismes.

Plusieurs études ont montré que les composés phénoliques sont de bon inhibiteurs des
microorganismes pathogénes. Le mécanisme de 1’effet antimicrobien des CP est sans doute trés
complexe. Parmi les hypothéses avancées, on cite : I’inhibition de la syntheése d'acides
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nucléiques; 1’inhibition des fonctions de la membrane cytoplasmique; [’inhibition du
métabolisme énergétique microbien et 1’inhibition des enzymes hydrolytiques. (YAKHLEF,
2019).

Selon KING & YOUNG (1999), I’extrait aqueux de Punica granatum a un effet
antimicrobien sur les microorganismes. Cette activité antimicrobienne est due a la présence des
polyphénols. Les extraits phénoliques des écorces de grenade ont stimulé la prolifération de la
flore lactique.

PRASHANTH & al, (2001) ont étudié, in vitro, ’action de différents extraits d’écorce
de grenade (péricarpe) sur six espéces bactériennes : Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Bacillus subtilis, Salmonella typhi. Les extraits
d’écorce de grenade employés sont obtenus a partir de solvants différents, permettant d’isoler
les divers principes actifs de ce fruit. Ainsi, en utilisant comme solvant I’eau a température
ambiante. Il y aura isolement des tanins et d’autres composés phénoliques, tandis qu’avec le
méthanol, des tanins et des alcaloides sont extraits. Toutefois, le chloroforme permet d’extraire
les alcaloides et enfin avec 1’éther de pétrole, des stérols. Les résultats de cette étude ont montré
que tous les extraits testés présentent une activité antibactérienne, quelle que soit I’espece
bactérienne cultivée. Néanmoins, 1’extrait méthanolique semble posséder une activité
antibactérienne plus importante que les autres extraits, essentiellement sur S. aureus, P. vulgaris
et B. subtilis.

REGUIEG (2019) qui montré les extraits de grenade présentent une activité
antimicrobienne significative contre E. coli, Pseudomonas aeruginosa et S. aureus. Les extraits
de I’écorce de grenade constituent un puissant inhibiteur de la croissance de S. aureus et E. coli.

REGUIEG (2019) a résumé les mécanismes d’effet antimicrobien des polyphénols

v Le mécanisme des effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute tres complexe,
peut impliquer multiples modes d’actions. Parmi les hypotheses avancées, on peut citer :

v" L’inhibition des enzymes extracellulaires microbiens .

v' La séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la chélatation de
métaux tels que le fer .

v L’inhibition de métabolisme microbien

v’ Dégradation de la paroi cellulaire microbienne
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v" Perturbation de la membrane cytoplasmique, ce qui cause une fuite de composants
cellulaires .

v L’influence de la synthése de I’ADN et I’ARN, des protéines, des lipides et la fonction
mitochondriale. Exemple, les flavonoides pourraient exercer des effets antibactériens
puisqu’ils sont des puissants inhibiteurs in vitro de I’ADN gyrase

v Formation des complexes avec la paroi.

Dans ce test I'extrait de feuille d'olive n'a pas affecté Streptococcus thermophilus pour
inhibé les souches pathogénes, contrairement a I'étude d KHAFAILAH & BOUGUERB (2021)
qui monte que une sensibilité modéree est notée chez S. aureus PTCC 1431, E. coli PTCC 1399
et B. cereus PTCC1274 avec des zones de 9mm ,8.5 mm et 9.5 mm successivement a
concentration de 50 mg/ml d’extrait et une résistance est notée chez toutes les souches testées

avec les autre concentrations d’extrait des feuilles d’olivier (10, 15, 25¢et 35 mg/ml).

5.4. Test antibiotique

Les résultats de ce test sont présenté dans les histogrammes et le tableau montre les
diameétres obtenus aves chaque antibiotique et chaque extrait. Aprés l'application des
recommandations du comité de I'antibiogramme de la société francaise de microbiologies (2007)
(MAMI, 2013).

R: résistante <17mm

I: intermédiaire 18mm-20mm
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Gréace aux histogrammes (figure 27), nous notons que:

Figure 27: Histogrammes d’effet des extraits végétaux sur les antibiotiques

¢+ En présence extrait aqueux de Punica granatum L la bactérie Streptococcus thermophilus

est résisté a Oxacilline et Ofloxacine et Vancomycine et Azithromycine mais sensible a

Erythromycine et intermédiaire a Pénicilline.

En présence extrait alcoolique de Punica granatum les bactéries n’ont résisté a aucun des

antibiotiques seulement étaient moyennement résistantes a Oxacilline et Erythromycine.

Il a également montré une sensibilité a Ofloxacine et Azithromycine et Vancomycine et

Pénicilline.
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 En présence extrait aqueux de feuilles d’Olea europaea L Le bactérie n’ont résisté qu’aux
antibiotiques sauf Oxacilline.

¢ En présence extrait alcoolique de feuilles d’Olea europaea L Streptococcus thermophilus
est résisté aux Erythromycine et Azithromycine et Vancomycine mais est sensible aux

Oxacilline et Ofloxacine et Pénicilline.

Les 4 extraits favorisent la résistance aux antibiotiques, ceci est susceptible d'augmenter
le nombre des bactéries plus en présence de polyphénol de Punica granatum L et feuilles d’Olea
europaea L. AIT SAID & HAMEG (2019) sont étudié l'effet d'extrait d’écorce de grenade
(prébiotique) sur la des bifidobactéries et résultats révélent que le nombre de colonies des
bifidobactéries bactéries est plus important en présence du gel d’extrait d’écorce de grenade.
Cela démontre que le gel d’extrait d’écorce de grenade stimule la croissance des bifidobactéries.

HADDADIN (2010) montré que les extraits de feuille d'olivier pourraient bien jouer un

role bénéfique dans la promotion des bactéries probiotique.

70



CONCLUSION
ET

PERSPECTIVE



Conclusion

La nature est une source de richesses inestimables pour ’homme car elle lui permet de

subvenir a ses besoins alimentaires mais aussi de se soigner.

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales possédent des
propriétés biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers
domaines a savoir en médecine (meédecine traditionnelle), pharmacie, cosmétologie et
I'agriculture. Ce regain d'intérét vient du fait que les plantes médicinales sont un réservoir de

composé naturels aux effets bénéfiques, ¢’est-a-dire riche en substances bioactives.

Ce travail avait pour objectif d’étude I’effet d’un extrait (extrait aqueux et extrait hydro-
alcoolique) végétal (feuilles d’Olea europea et 1’écorces de Punica granatum sur les bactéries

probiotique.

Nos investigations phytochimiques ont porté sur deux extraits : aqueux, et
hydroéthanolique des parties aériennes de 1'espéce d’Olea europaea L et 1’écorces de Punica
granatum. Il consiste a quantifier les métabolites secondaires dans les extraits afin d'élargir et

approfondir la connaissance phytochimique de cette plante pour des études biologiques.

La préparation des extraits a partir les deux plants a montré que [D’extrait

hydroéthanolique de I’écorce de Punica granatum contient le rendement plus éleve (41%).

Le criblage phytochimique qualitative a mis en évidence la présence des tanins,
flavonoides, quinones libre et les sucres dans les deux plantes et les deux extraits. Mais Les
alcaloides, terpénoides, anthraquinones, saponines, et les glycosides cardiaque leurs présences

dans des extrait et absence dans ’autre extraits

L’analyse quantitative des extraits des les deux plantes a révélé que I’extraits aqueux de
d’Olea europaea et Punica granatum riche en polyphénols que I’extrait hydro-alcoolique (292
mg EAG/ g E, 535 mg EAG/ g E) respectivement. L’extrait hydroéthanolique d’olivier et
’extrait aqueux de grenadier contient une quantité importante de flavonoides (308 mg EQ/ g E,
et 1628 mg EQ/ g E respectivement), et pour les tanins I’extrait aqueux des feuilles d’olivier et
I’extrait hydro-alcoolique des ecorces de grenadier sont plus riche que les autre extrait 500 mg
EC/ g E et 1222 mg EC/ g E respectivement.

Ces résultats quantitatifs montrés que 1’écorce de Punica granatum plus riche en

composés phénoliques (polyphénols, flavonoides, et tanins) que les feuilles d’Olea europaea.



Enfin, dans ce travail on a évalué l'effet de ces extraits sur I’activité de la bactérie

Streptococcus thermophilus.

Les souches bactériennes sont isolées a partir du lait de chamelle. Il est riche en les
bactéries  probiotiques (Lactococcus lactis, Pediococcus acidilactici, Streptococcus
thermophilus) qui ont un réle dans la préservation du systeme digestive. L'identification et
sélection des probiotiques a partir des tests physico-chimique et test galerie Api 10s.

Les probiotique sont résister différents valeurs de ph, sel biliaire et ont un pouvoir

antibactérienne et resistent les antibiotiques.

Les résultats de cette étude ont montré que les écorces du grenadier 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) surtout en particulier dans
I'inhibition des bactéries pathogeénes, et aussi sans oublier les feuilles d’olivier qui contiennent
une quantité importante des composés phénoliques. A partir de quelle nous assurons que les deux

affectent positivement le systeme digestif.

+ Perspective

Les probiotiques et les prébiotiques sont encore a un stade précoce d’utilisation et surtout
a I’échelle industrielle, suite aux résultats de notre étude il serait intéressant de réaliser les points

suivants :

Etude l'effet de Punica granatum L et feuilles d’Olea europaea a les probiotique in
Vivo.

Etude l'effet de polyphénol a les enzymes des bactéries lactique.

Etude la valeur nutritionnelle de I'ajoute le polyphénol sur le lait et ses dérivés.
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ANNEXES



Les Annexes

Annexe A : Dosage des polyphénols totaux.

Tableau 01 : Valeurs de 1’absorbance pour la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Concentrations | 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
(mg/ml)

Absorbances | 0,759 | 0,785 0,831 | 0,85 |0,891 | 0,897 | 0,97 | 0,9 1,032 | 1,034
(nm)

Tableau 02: Valeurs de 1’absorbance a 760 nm des quatre extraits des les deux plantes

Plante Feuille d’Olea europaea L’écorce de Punica
Granatum
. E. hydro- E. hydro-
Extrait E. Aqueux EtOH E. Aqueux EtOH
Absorbance (nm) 0.773 0.775 0.812 0.791

Annexe B: Dosage des flavonoides

Tableau 03: valeurs de I’absorbance pour la courbe d’étalonnage de la quercétine

Concentrations | 0.01 |0.02 |0.03 |0.04 |0.05 |0.06 |0.07 |[0.08 |0.09 (0,1
(mg/ml)

Absorbances | 0.079 | 0.205 | 0.318 | 0.342 | 0.42 | 0.482 | 0.559 | 0.904 | 0.693 | 0.869
(nm)

Tableau 04: Valeurs de 1’absorbance a 430 nm des quatre extraits dés les deux plantes

Plante Feuille d’Olea europaea L’écorce de Punica
Granatum
. E. hydro- E. hydro-
Extrait E. Aqueux EtOH E. Aqueux EtOH
Absorbance (nm) 0.799 0.154 0.814 0.453

Annexe C : Dosage des tanins.

Tableau 05: valeurs de I’absorbance pour la courbe d’étalonnage de la catéchine



Les Annexes

Concentration [ 0.08 |[0.09 |0.1 |0.2 03 |04 |05|06 |07 (08 0.9
s (mg/ml)
Absorbances | 0.046 | 0.05 |0.55|0.083 |0.15 (0.2 | 0.2 |0.38 |0.49|0.394 |0.512
8 53 |7 3
(nm)

Tableau 06: Valeurs de 1’absorbance a 500 nm des quatre extraits dés les deux plantes

. , L’écorce de Punica
Plante Feuille d’Olea europaea Granatum
. E. hydro- E. hydro-
Extrait E. Aqueux EtOH E. Aqueux EtOH
Absorbance (nm) 0.130 0.092 0.049 0.333

Annexe D : Aspect microscopique

Figure 01 : Aspect microscopique des souches bactériennes
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Annexes E : Test antibactérienne

Figure 02 : Test antibactérienne en présence des les extraits
1: Extrait aquatique de feuille d'Olea europaea L
2: Extrait alcoolique de feuille d'Olea europaea L
3: Extrait aquatique de Punica granatum L

4: Extrait alcoolique de Punica granatum L
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Annexes F : Tolérance au ph

Tableau 07 : Effet de Ph acide sur la viabilité de la souche dans (log UFC/mI) en présence
d’extrait aqueux de PG

ph=2 ph=3 ph=4
t:0h t:03h t:0h t:03h t:0h t:03h
Témoin 3,325 2,952 3,244 3,053 2,913 2,824
EA de PG 4,073 4,025 DN 3,635 3,390 3,889

Tableau 08: Effet de Ph acide sur la viabilité de la souche dans (log UFC/ml) en présence
d’extrait alcoolique de PG

ph=2 ph=3 ph=4
t:0h t:03h t:0h t:03h t:0h t:03h
Témoin 3,325 2,952 3,244 3,053 2,913 2,824
E alcoolique de PG 4,602 3,273 4,151 3,505 3,739 3,454

Tableau 09 : Effet de Ph acide sur la viabilité de la souche dans (log UFC/ml) en présence
d’extrait EA d’OE

ph=2 ph=3 ph=4
t:0h t:03h t:0h t:03h t:0h t:03h
Témoin 3,325 2,952 3,244 3,053 2,913 2,824
EA de feuilles d’OE 2,952 4,301 3,396 4,176 3,575 2,477

Tableau 10: Effet de Ph acide sur la viabilité de la souche dans (log UFC/ml) en présence
d’extrait E alcoolique d’OE

ph=2 ph=3 ph=4
t:0h t:03h t:0h t:03h t:0h t:03h
Témoin 3,325 2,952 3,244 3,053 2913 |2,824
E alcoolique de feuilles d’OE 3,977 3,294 4,398 3,641 4,301 3,088




