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Résumé

Résumé

Cette étude concerne I’effet d’extrait aqueux et hydro-alcoolique de Juniper
communis sur P’activité des bactéries probiotique, en les caractérisant par une étude

phytochimique et I’évaluation d’activité bactérienne des extraits.

Les deux extraits préparés a partir de plante Juniper communis donne le
rendement suivant : (23.93.% pour I’extrait aqueux, et 19,96% pour I’extrait
hydroéthanolique). Les tests phytochimiques réalisés ont mis en évidence différents
métabolites secondaires dans le plante comprenant polyphénols, flavonoides ,
saponosides, terpénoides, alcaloides, quinones libre sucres réducteurs, et glycosides

cardiaque.

Les analyses chimiques, spectrophotométries des polyphénols et flavonoides
condensé du plante ont été déterminées, qui permet de mettre en évidence 1’activité dés
probiotiques. Les résultats révélent des quantités trés importantes de composés
phénoliques dans les extraits de Juniper communis (polyphénols : I’extrait aqueux,
103.80 mg EAG/ g E, I’extrait hydroéthanolique, 78.11 mg EAG/ g E ; flavonoides :
15.85 mg EQ/ g E, 17.05 mg EQ/ g E respectivement .

Les résultats, relatifs a I'isolement des souches pro biotiques a partir du laits
camelin, ont montré que les 5 souches isolées appartiennent aux : Streptococcus
thermophilus, lactobacillus acidophilus, Lactococcus lactis. Apres une séries des test
de sélection, les résultats montré que la souche Lactococcus lactis est la meilleure

souche probiotique.

L'études de l'effet des extraits végétaux sur les probiotiques a montré une
augmentation de croissance bactérienne et la résistance contre les antibiotique. Les
extrait aqueux et alcooliques de Juniperus communis ont montré un effet positive sur

Lactococcus lactis.

Mots clés : Bactéries lactiques, Probiotique, Juniper communis, Composés

phénoliques.



Résumé

Abstract

This study concerns the effect of agqueous and hydro-alcoholic extracts of
Juniperus communison the activity of probiotic bacteria, characterizing them through a
phytochemical study and evaluation of bacterial activity of the extracts. The two
extracts prepared from the Juniperus communisplant yielded the following yields:
(23.93% for the aqueous extract and 19.96% for the hydroethanolic extract). The
conducted phytochemical tests revealed different secondary metabolites in the plant,
including polyphenols, flavonoids, saponins, terpenoids, alkaloids, quinones, free
reducing sugars, and cardiac glycosides. Chemical analyses and spectrophotometric
measurements of condensed polyphenols and flavonoids in the plant were determined,
which helped highlight the probiotic activity. The results revealed significant amounts
of phenolic compounds in the Juniperus communisextracts (polyphenols: aqueous
extract, 103.80 mg GAE/g DW,; hydroethanolic extract, 78.11 mg GAE/g DW;
flavonoids: 15.85 mg QE/g DW, 17.05 mg QE/g DW, respectively). The results
regarding the isolation of probiotic strains from camel milk showed that the 5 isolated
strains belong to Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus, and
Lactococcus lactis. After a series of selection tests, the results showed that the
Lactococcus lactis strain is the best probiotic strain. The study on the effect of plant
extracts on probiotics demonstrated an increase in bacterial growth and resistance
against antibiotics. The aqueous and alcoholic extracts of Juniperus communis showed

a positive effect on Lactococcus lactis.

Keywords: Lactic bacteria, Probiotic, Juniperus communis, Phenolic

compounds.
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Liste des abréviations

%: Pourcentage

BAL, BL : Bactérie Lactique

C°: Degré Celsius

CO:2: Dioxyde de carbone.

DMSO : Diméthylsulfoxyde

DO : Densité optique.

EA : Extrait aqueux

FAO : Food and Agriculture Organization

FOS : Fructo-oligosaccharides.

g, mg, ug : gramme, milligramme, microgramme
H20 : Péroxyde d’hydrogene.

HCL : Chlorure I’hydrogéne.

JC: juniper communis.

ml : millilitre

mm : millimetre.

NaCl: chlore de sodium.

PBS : Le tampon phosphate salin (phosphate-buffered saline)
pH : potentiel hydrogéne
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Introduction générale

Le corps de I’étre humain héberge de nombreux micro-organismes vivants (bactéries,
levures, virus) que 1’on retrouve au niveau de la peau, de la bouche, du tractus digestif, et de
I’appareil uro-génital. L’ensemble des micro-organismes peuplant un lieu donné est qualifié
de microbiote. Parmi les microbiotes associés au corps humain, le microbiote intestinal est de
loin le plus étudié en raison de son importance reconnue dans la santé (impliqué dans la mise
en place du systeme immunitaire, dans la protection contre les agents pathogénes, et dans
diverses fonctions métaboliques).

Anciennement appelé flore intestinale, il constitue un écosysteme complexe dont la
composition est globalement stable dans le temps pour un méme individu. Cependant, certains
facteurs peuvent induire des modifications de la flore intestinale entrainant un déséquilibre,
que I’on observe dans plusieurs maladies (intestinales, allergiques, neurologiques...). Les
probiotiques selon les élaborées par la FAO et I'OMS est caractérisé par : un effet bénéfique,
I'absence de pathogénicité et de toxicité, la capacité a survivre dans le tractus gastrointestinal,
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 et al., 2017).

Ces probiotiques ont des effets multiples en présence des substances appelées les
prébiotiques (Haroune et Ouatmani, 2016). Plusieurs genres et espéces 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). 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 et al, 2014). Les probiotiques existent dans des conditions drastiques dans
le tractus gastro-intestinal donc ils doivent survivre a ces conditions et inhiber I'action des

microorganismes pathogeénes (Boumelta et Benfridja, 2021).

En générale, les aliments végétaux représentent une source importante doués 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
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bactéries de I’effet délétére de ’oxygene et de ces dérivés actifs (Spacova et al., 2020 ;
Guney et al., 2021).

Différents résultats ont été obtenus concernant les effets des extraits des plantes riches
en composés polyphénoliques sur la croissance de bactéries probiotiques et d'autres
microorganismes. Il a été prouvé que les extraits de plantes peuvent inhiber la croissance des
pathogenes et micro - organismes associés aux aliments responsables de la détérioration des
aliments, ainsi que des troubles intestinales microflores pathogéne et physiologique.
(Haddadin, 2010), pour prouver 1’efficacité d’une souche ou d’un produit probiotique, des
tests doivent étre effectués en utilisant des systemes de plus en plus complexes, des études in
vitro partant de ces données.

Juniperus communisest considéré comme une plante médicinale importante utilisée en
médecine traditionnelle depuis des siecles (Selaa et al., 2013), sont notamment les douleurs
abdominales, les tumeurs, la bronchite et contre la diarrhée, I'indigestion (Manssouri et al.,
2011), celle-ci est due a son abondance en composés phénoliques qui sont connus par leur
effet bénéfique sur divers systéemes biologiques (Ait Said et Hameg, 2021), et qui peuvent
moduler le microbiote dans l'intestin en augmentant sélectivement la croissance des
bifidobactéries et des lactobacilles et diminuant celle des bactéries nocives telles comme
clostridia (Tuck et Hayball, 2002).

L'idée originale de notre travail repose sur la réalisation des faces complémentaires
suivantes : I'isolement et purification des bactéries lactiques, a partir du lait camelin, ayant des
propriétés probiotiques. Outre, on vise a prospecter I'effet stimulant des extraits de Juniperus

communissur les propriétés probiotiques de ces souches.

Notre manuscrit est concu dans la premiére partie synthése bibliographique détaillée
autour de trois chapitres, le premier présente les généralités sur le dromadaire et le lait de
chamelle ( caractéristiques et microbiote ,propriétés bénéfiques) et le bactéries lactique ( la
définition, leurs propriétés, classification, Habitat , Propriétés métaboliques meétabolisme et
Intérét) et le deuxieme comprend [l'histoire et le développement et concepts probiotique, et
principaux propriétés et criteres de sélection , leurs mécanismes d'action, et enfin leurs Effets

bénéfiques sur la santé.

La deuxiéme partie est pratique, en montrant les principaux matériaux et méthodes

utilisées et en exprimant not résultats et leurs discussions.
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I. Généralité sur le dromadaire
I.1. Définition

Le nom dromadaire dérive du terme grec « dromeus » qui veut dire « coureur ». 1l est
associé aux chameaux ayant une seule bosse (Camelus dromedarius) (Park et Haenlein,
2006)¢ 1l y a aussi le chameau de bactriane ou "chameau a deux bosses” (Camelus bactrianus)
(Ould Ahmed, 2009).

1.2. Taxonomie
La taxonomie du dromadaire selon Wilson (1984) est la suivante :
Tableau 01 : Classification de Dromadaire

Dromadaire (Camelus dromedarius)

Classification

Régne Animalia
Embranchement Chordata

Sous-embr. Vertebrata

Classe Mammalia
Sous-classe Theria
Infra-classe Eutheria

i Cetartiodactyla selon NCBI

Artiodactyla selon ITIS & MSW

Sous-ordre Tylopoda selon NCBI

Famille Camelidae

Genre Camelus

Nom binominal

Camelus dromedarius (Linnaeus, 1758)

1.3. Localisation et distribution:

Le dromadaire se rencontre dans les régions chaudes en Afrique, en Asie et en Moyen —
Orient. Tandis que le chameau de bactriane est adapté au froid et vit dans les régions arides
comme le désert froid de Mongolie, la Chine et les pays de la Communauté des Etats
Indépendants (Park et Haenlein, 2006)
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La grande majorité de cette population (84%) sont des dromadaires (Camelus
dromedarius) qui vivent dans les régions arides du nord et du nord-est de I'Afrique. Le reste
(6%) sont des « bactrians » (Camelus bactrianus) qui sont des chameaux & deux bosses
peuplant les régions froides de I'Asie (Siboukeur, 2007).

Le dromadaire en Algérie n’est pas seulement un animal d’¢levage destiné pour la
production de viande, lait et autres produits, mais de surcroit au transport du bois de I’Erg
vers les villes et son réle culturel et sportif (Ouled belkhir, 2018). Les camelins sont réparties
sur 17 wilayas dont 9 sahariennes et 8 Steppiques (Ben hamadouche et Nesnas, 2019).

I1. lait de chamelle :

Le lait de chamelle a une couleur blanc-mat, conséquence de sa composition pauvre en
matiére grasse et en caroténoide (Mal et Pathak, 2010). Ces aspects dépendent souvent de

physionomie des paturages et de la disponibilité de ’eau (EI Imam Abdalla, 2012).

En milieu désertique, il est difficile, voire impossible de recueillir des données
chiffrées fiables sur la production du lait camelin. Autres facteurs, y compris la race, la durée
de lactation, 1’alimentation et les conditions de gestion des cheptels jouent un réle important
dans I’inconsistance des données (Cardellino et al., 2004).

I1.1. Caractéristiques du lait

11.1.1.Caractéristiques organoleptiques

Le lait camelin a une couleur blanche mate, cette couleur est notamment due a la
structure et la composition de sa matiére grasse, relativement pauvre en -carotene. Il est
Iégerement sucré, avec un goQt acide, parfois un peu salé et/ou amer. Le lait camelin a un
aspect plus visqueux que le lait de vache. Ces caractéristiques et surtout le godt sont liés au
type de fourrage ingéré ainsi qu’a la disponibilité en eau (Sboui et al., 2009).

11.1.2.Caracteristiques physicochimiques

Le lait camelin cru, présente une acidité titrable de I'ordre de 18°D 0,79, est plus bas
que celui du lait de vache (Chethouna, 2011). L'acidité naturelle du lait est due d’une part a
ses constituants tels que la caseine, lI'albumine, les citrates, les phosphates et le dioxyde de
carbone. Et dautre part, est due a la formation d'acide lactique a partir du lactose par
I'activité microbienne (Bhavbhuti et al., 2014). Ce lait est caractérisé par une densité de
1,028 a 1033. Elle est moins dense que celle du lait de vache (Boubezari, 2010). Qutre, le
lait de chamelle est doté d'une teneur en matiere séche totale égale al130 g/l (Kamoun,
1995), et un pH égal a 6,37 + 0,06. Elle est plus bas que celui du lait de vache (6,8)
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(Chethouna, 2011).

11.1.3. Caractéristiques biochimique

Le taux de lactose contenu dans le lait de chamelle est de 35 g/l (Abdoun et al., 2007).
Sa teneur maximale est de 54 g/l, varie selon le stade de lactation, le changement de
concentration du lactose explique la variation de la saveur du lait de chamelle (Attia et al.,
2003). Le lait de la chamelle de Bactriane est plus riche en matieres grasses que le lait de
dromadaire (Faye, 1997). Le lait de chamelle est plus pauvre en acides gras satures de courte
chaine (les plus défavorables a la santé) et beaucoup plus riche en acides gras a longue
chaine, notamment les mono-insaturés (acide stéarique, acide oléique notamment)
(Siboukeur, 2007). La teneur en matiere grasse du lait camelin varie de 1,1 a 4,6%

(Konuspayeva et al., 2004).

Les sels minéraux présents dans le lait de chamelle sont aussi diversifiés que ceux
rencontrés dans le lait de vache (Siboukeur, 2007). Le lait de chamelle est une riche source
en chlorure en raison des fourrages broutés par le dromadaire, tels qu’Atriplex et Acacia qui
contiennent habituellement une forte teneur en sel (Al haj et al kanhal, 2010). La teneur en
minéraux du lait de chamelle exprimée les cendres vont entre 6,79/l (Abdoun et al., 2007) et
10,5¢/l (El-Hatmi et al., 2006).

La teneur moyenne en vitamine C est égale trois fois plus élevées que celles présentes
dans le lait bovin, qui ne dépassent pas 22 mg/l (Mathieu, 1998). Lait camelin contient des
teneurs plus faibles en vitamines A et E et en certaines vitamines du groupe B (vitamine B2,
B5 et B9) par rapport au lait bovin (Farah, 1993).

Les protéines sont des €léments essentiels du lait et des produits laitiers (Jean Amiot
et al.,, 2002). Elles se répartissent, en deux fractions : les caséines et les protéines du
lactosérum (Wangoh et al., 1998).

11.2. Microbiote du lait de chamelle

Le lait contient de I'eau en abondance, des nutriments et un pH presque neutre, ce qui
favorise la croissance de nombreux microorganismes. La nature et I'abondance de la charge
microbienne sont fortement influencées par de nombreux parameétres, tels que le milieu
environnant et I'état de santé des chamelles (Ledenbach et Marshall, 2009 ; Rahmeh et al.,
2019). Ces microorganismes peuvent étre regroupés en 2 catégories principales :

11.2.1.Microorganismes pathogenes et de détérioration
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La premiére contamination du lait peut avoir lieu au moment de la traite, lors du
passage dans le canal du trayon, par le matériel ou le personnel de traite. Une contamination
ultérieure est possible pendant le transport et le stockage du lait (Eberlein, 2007).

L'altération du lait est causée par les microorganismes saprophytes qui peuvent avoir un
impact négatif sur sa qualité et sur sa durée de conservation. Les agents pathogénes
responsables des mammites, principalement Staphylococcus aureus et Streptococcus
agalactiae, sont préoccupants pour la santé publique, car certains d'entre eux peuvent
produire des toxines ou provoquer des infections graves chez I'hnomme (Younan, 2004 ;
Eberlein, 2007).

I1.2.2.Microorganismes probiotiques et/ou d’intérét technologique

Il est bien connu que la microflore lactique spécifique du lait a un impact direct sur le
développement de la texture et la saveur du produit laitier fini. Elle participe aussi a leurs
propriétés antimicrobiennes grace a la production de plusieurs composes tels que les
bactériocines et les acides organiques (Rahmeh et al., 2019).

En général, la microflore du lait de chamelle cru et leurs produits fermentés est
constituée d’un mélange de différentes espéces de LAB, telles que: Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactococcus lactis subsp. lactis, Enterococcus
faecium et Streptococcus thermophilus (Jans et al., 2012).

11.3.Propriétés bénéfiques du lait de chamelle pour la santé
Actuellement, la valeur du lait de chamelle a augmenté dans le monde entier en raison
de sa grande valeur thérapeutique pour la santé humaine:

% Activités antibactérienne, antivirale, antifongique, antiparasitaire, antivirale et

anticancéreuse (Korashy et al, 2012);
< Amélioration de la digestion du lactose (Kaskous, 2016);
s Effet hypoglycémiant (Abrhaley et Leta, 2018) ;
I11. Bactéries lactgiues

I11.1. Définition et caractéristiques

Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogene de microorganismes produisant de
I’acide lactique comme produit principal du métabolisme. Elles sont frequemment isolées
d’environnements riches en mati¢res organiques telles que les végétaux en décomposition
mais on retrouve également des représentantes de ce groupe dans les tractus gastro-

intestinaux et urogénitaux des mammiferes (BECHACHHA et al., 2020). Le groupe des
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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) trés répandus dans la nature car se reproduisant rapidement
(BENGHANEM et 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 a 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)

111.2. Classification

La premiére classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla-Jensen
sur divers criteres morphologiques et physiologiques (activités catalase et nitrite réductase,
type de fermentation) (Stiles et Holzapfel, 1997). Les méthodes phénotypiques permettant la
classification des bactéries se sont ensuite étendues a la composition de la paroi, le type
d’acides gras cellulaires, le type de quinones (accepteur d’électrons). Cependant ces méthodes
phénotypiques ne rendent pas compte des relations phylogénétiques entre les groupes. En
1977, Woese et Fox introduisent la phylogénie moléculaire basée sur la séquence des ARN
ribosomiques. Cette méthode va révolutionner la taxonomie des bactéries, et la classification
des BL va étre profondément modifiée. D’autres méthodes génotypiques (basées sur les
acides nucléiques) sont aussi utilisées en classification, comme le pourcentage en GC ou
I’hybridation ADN/ADN (Penaud, 2006).

L’approche consistant a prendre en compte les méthodes phénotypiques et génotypiques
s’appelle la taxonomie polyphasique (Vandamme et al., 1996). La technique de MLST (pour
Multi Locus Sequence Typing), basée sur la divergence nucléique de génes de ménage, est
utilisée pour la classification des BL pathogénes notamment les streptocoques. Cependant

cette technique n’a pas été utilisée pour d’autres BL.
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Les bactéries lactiques sont un groupe de bactéries unies par une constellation de
caractéristiques, metaboliques, et physiologiques. Elles appartiennent a la lignée des
Firmicutes, a la classe des Bacilli, et a ’ordre des Lactobacillales (Garrity et Holt, 2001).
Phylogénétiquement, elles appartiennent au phylum des Clostridium des bactéries Gram-
postif (G+C< 50 mol%). En outre, bien qu’il y ait des applications de certaines souches du
genre Sporolactobacillus, en [’occurrence S. cellulosolvens ou S. inulinus, dans la
1995 ;

fermentation conduisant a la production d’acide lactique (Kanwar et al.,

Abelyan,1997), les sporolactobacilles ne sont pas des bactéries lactiques.

La classification la plus récente des bactéries lactiques suggére la subdivision de groupe
lactiqgue en plusieurs genres : Enterococcus, Lactococcus, Vagococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Aerococcus, Lactobacillus et Carnobacterium (Axelsson, 1998;
Leisner et al., 2000). La différenciation entre ces genres est basée sur des critéres
physiologiques, biochimiques et morphologiques regroupés dans le tableau 01.

Tableau 02: Classification des grands groupes de bactéries lactiques (Stiles et Holzapfel,

1997).
: Nitrate : Genres
Famille Formes | Catalase | Fermentation -
réductase bactériens
) . " _ Lactobacillus
Beta bacterium bacille - - Hétérofermentaire )
Weissella
Thermobacterium bacille - - Homofermentaire | Lactobacillus
) ) _ Lactobacillus
Streptobacterium bacille - - Homofermentaire _
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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111.3. Habitat

Trés ubiquistes, les bactéries lactiques colonisent de nombreux habitats,
essentiellement ceux riches en carbohydrates solubles, acides aminés, vitamines et sous de
faibles tensions d’oxygeéne. Elles peuvent vivre dans les plantes et les fruits intacts ou en
décomposition, le lait et les produits laitiers, les viandes et les poissons fermentés, 1’eau et
les eaux usées, les jus, I’ensilage et les cavités (buccale, génitale, intestinale et respiratoire)
de I’homme et des animaux (Konig et Fréhlich, 2009).

I11.4. Propriétés métaboliques
e Le métabolisme des sucres

Les bactéries lactiques homofermentaires transforment tout le glucose en exces en
acide lactique. Le transport du glucose ou du lactose vers les cellules different selon les
espéces. Elles utilisent la voie EMP dans la derniére étape de la glycolyse, convertissent le
pyruvate en lactate et régénerent ainsi du NAD+ a partir du NADH formé auparavant. Dans

cette derniere étape les bactéries font intervenir une lactate-déhydrogénase.

Glucose + 2 ADP + 2 P; —> 2 lactate + 2 ATP

Les bactéries lactiques hétérofermentaires utilisent les voies du tagatose-6-phosphate,
de la glycolyse et des pentoses phosphates. Le resultat de la fermentation lactique aboutit a la
formation de quantité équimolaire de lactate, d’éthanol et de gaz carbonique. Une production

de formate et d’acétate peut avoir lieu, notamment en aérobiose (Desmazeaud, 1996).

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

e Le métabolisme du citrate

L’acide citrique est utilis¢é par de nombreuses espéces des genres Streptococcus
(Streptococcus thermophilus), Lactococcus (Lc. Lactis subsp. lactis biovar diacetylactis),
Enterococcus (Ec. faecium), Pediococcus, Leuconostoc (Ln. lactis, Ln. cremoris) et
Lactobacillus (Lb. plantarum. Lb. casei). Cependant il ne peut étre dégradé qu’en présence
d’un substrat fermentescible et d’une source d’azote (Leveau et Bouix, 1993). Le citrate est

transporté a ’intérieur des cellules par une citrate-perméase, ou il est scindé en acétate (en
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majeure partie excrétés) et en oxaloacétate par le complexe enzymatique citrate-lyase.
L’oxaloacetate est ensuite converti en pyruvate et en CO2 par une oxaloacétate
décarboxylase. Des transformations successives du pyruvate aboutissent a la formation de
composés aromatisants et le produit fini est le 2,3-butylen-glycol (2,3-butanediol) (Cogan,
1981 et 1982).

I11.5. Intérét des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques jouent un réle important que ce soit dans I’industrie alimentaire
ou dans le domaine thérapeutique.

e Dans P’industrie alimentaire :

Les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation et la bioconservation de
différents aliments. Ainsi, les souches de Lactobacillus bulgaricus, Sterptococcus
thermophilus sont utilisées pour la production du yaourt, des fromages et des laits fermentés
(Yateem et al., 2008). Le vin, les poissons, les viandes, les charcuteries, le pain au levain
entre autres sont aussi des produits de fermentation par des bactéries lactiques (Badis et al.,
2005). L’utilisation de ces derniéres a pour but 1’amélioration des caractéristiques
organoleptiques des produits fermentés et 1’augmentation de leur durée de conservation sans
I’utilisation de conservateurs chimiques, et ce grace aux substances antimicrobiennes
qu’elles secrétent (Dortu et Thonart, 2009).

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

e Dans le domaine thérapeutique :

Etant des probiotiques, les bactéries lactiques apportent des bénéfices a 1’hdte en
conférant une balance de la microflore intestinale, en jouant également un réle important
dans la maturation du systeme immunitaire (Yateem et al., 2018). Différentes études ont
démontré le rble préventif aussi bien que curatif de ces bactéries sur plusieurs types de
diarrhées (Mkrtchyan et al., 2010). D’autres ont cité leur capacité de diminuer les allergies
liées aux aliments grace a leur activité protéolytique (EI-Ghaish et al., 2011).

Uehara et al., (2006) ont démontré la capacité des souches de Lactobacillus crispatus,
utilisées sous forme de suppositoires pour 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.
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I1. Les probiotiques

11.1. Historigque et définition des probiotiques

Il'y a un siécle, Elie Metchnikoff (microbiologiste russe, éléve de Louis Pasteur et
lauréat du prix Nobel) émit I’hypothése que la bonne santé et la longévité de certaines
populations de I’Europe de 1’est seraient due a leur consommation quotidienne de laits
fermentés (Sanders, 2000). Il suggéra que ‘“I’auto-intoxication intestinale” et que le
vieillissement en résultant pouvait étre supprimé en modifiant la flore microbienne de
I’intestin et en remplagant des microbes protéolytiques qui produisent des substances
toxiques comme les phénols, les indoles et I’ammonium a partir des protéines de la digestion
par des microbes utiles. Il développa un régime alimentaire avec du lait fermenté par une
bactérie appelée '‘Bacille bulgare' (WGO, 2008).

Entretemps, plusieurs travaux se sont développés selon le concept que 1’ingestion de
microorganismes peut améliorer la santé de 1’hote. Ce fut Parker qui proposa pour la
premiére fois en 1974 le terme « probiotique » qui signifie pour la vie afin de désigner les
microorganismes et substances qui contribuent au maintien de 1’équilibre de la microflore
intestinale (Vasiljevic et Shah, 2008). Plus tard, Fuller (1991) a redéfini les probiotiques de
la facon suivante : « préparations microbiennes vivantes, utilisées comme additif alimentaire,
ayant une action bénéfique sur 1’animal hote en améliorant la digestion et 1’hygiéne
intestinale ». Depuis, plusieurs définitions des probiotiques ont succédé sur la base des
nouvelles connaissances de leurs modes d’actions et de leurs effets bénéfiques sur la santé de
I’hote.

Actuellement, la définition la plus utilisée est celle proposée par Salminen et al.,
1998. Elle a été validée par le groupe de travail conjoint mandaté par 1’Organisation des
Nations Unies pour 1’Agriculture et I’ Alimentation (FAO) et par 1’Organisation Mondiale
pour la Santé (OMS). Ce groupe d’experts internationaux définit les probiotiques comme
étant « des microorganismes vivants qui, administrés en quantités adéquates, sont bénéfiques
pour la santé de 1’hote » (FAO/OMS, 2001). Les principaux microorganismes probiotiques
connus a ce jour sont des bactéries (lactobacilles, bifidobactéries, propionibactéries,
Escherichia coli et enterocoques) et des levures (Saccharomyces boulardii) (Ouwehand et
al., 2002).
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11.2. Notion complémentaire
11.2.1. Notion des prébiotiques

Les prébiotiques doivent avant tout bien étre différenciés des probiotiques. En effet,
ils ne sont pas considérées comme des micro-organismes. Ce sont en réalité de simples
molécules non digestibles issues des aliments capables d’attiser la croissance et 1’activité de
certaines souches bactériennes intestinales, Ils représentent donc une source d’énergie non
négligeable pour les micro-organismes constitutifs de la flore intestinale et pour les
probiotiques. Ils sont généralement retrouvés en trés grand nombre dans ’alimentation (blé,
seigle, poireau, oignon, artichaut, banane...) (Raphaélle, 2015).

11.2.2. Notion des symbiotiques

Dans certains cas, un probiotique peut étre associé simultanément a son substrat de
type prébiotique spécifique : le mélange ainsi constitué est appelé symbiotique. Exemple :
une suspension constituée de fructo-oligosaccharides et de Bifidobacterium. Le but de cette
préparation est d’avant tout assurer la survie et la persistance du probiotique dans
I’environnement digestif grace a I’utilisation du prébiotique mis a disposition (Raphaélle,
2015).

11.2.3. Notion des 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'hdte. En général, les postbiotiques comprennent les métabolites bactériens, les sous-
produits, tels que les bactériocines, les acides organiques, I'éthanol, le diacétyle,
I’acétaldéhyde et le peroxyde d'hydrogéne (Zielinska et Kolozyn-Krajewska, 2018).

11.2.4. Notion des parabiotiques

Parabiotique Les « paraprobiotiques » ou probiotiques inactivés, désignent les
microorganismes non viables qui, lorsqu'ils sont administrés en quantités suffisantes,
conferent 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).
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Symbiotique

@i@ Prébiotique
e |

Une combinaison entre prébiotique et probiotique

I 1 Un substrat utilisé de maniére sélective par le microorganisme héte apportant un bénéfice pour la
santé de I"hidte.

L 1 Un microorganisme qui confére des avantages pour la santé lorsqu’il est administré en dosc adéquate

s Des cellules microbicnnes inactivées qui, lorsqu'cllcs sont administrécs cn quantités suffisantes,
conférent des avantages aux consommateurs

s Facteurs solubles (produits ou sous-produits métaboliques) sécrétés par des bactéries vivantes ou
libérés aprés unc lysc bactéricnne

Figure 01. Représentation schématique de la terminologie relative aux probiotiques
(Rossoni et al., 2020)

11.3. Principaux microorganismes probiotiques

Les microorganismes probiotiques sont en majorité des bactéries lactiques (Azizi et
Bouchicha, 2019). Les probiotiques peuvent étre classés en cing catégories (Naimi, 2014)
11.3.1. Lactobacilles

Les bactéries du genre Lactobacillus comptent aujourd’hui plus de 150 especes
réparties dans le monde animal, végétal et humain et appartiennent a la famille des
lactobacillaceae

Ces bactéries présentent une morphologie en batonnet (bacille), une température de
croissance comprise entre 2 et 53 ° C (température optimale : 30 a 40 ° C) et sont capables
de se développer dans un milieu allant de pH 3 a 8 (pH optimum : 5,5 a 6,2) (Mattarelli et
al., 2014).

Chez I’homme, les lactobacilles sont retrouvés au niveau des muqueuses orale,
gastrointestinale et vaginale et sont les premieres bactéries a coloniser I’intestin du
nourrisson apres un accouchement par voie basse. Certains lactobacilles sont utilisés pour la

production de yogourts, fromages, choucroutes, cornichons, pains au levain, vins et autres
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produits fermentés. Ces micro-organismes sont couramment choisis comme probiotiques car
ils expriment de nombreuses propriétés cruciales telles qu’une haute tolérance a l'acidité des
sucs gastriques et a la bile, une forte capacité a adhérer aux cellules intestinales et une
activité antimicrobienne (Fijan, 2014).

11.3.2. Bifidobactéries

La découverte des Bifidobactéries a été attribuée a Henri Tissier qui isola en 1899 a
partir des matiéres fécales de nourrissons allaités, la premiére bactérie appartenant
aujourd’hui au genre Bifidobacterium nommé Bacillus bifidus. En effet, en raison de leurs
caractéristiques morphologiques et physiologiques similaires a ceux des lactobacilles, ils ont
été classés pendant la majeure partie du 20°™ siécle dans le genre Lactobacillus, et c’est
seulement a partir de 1974, que ces bactéries ont été reconnues comme un genre distinct
(Turroni et al., 2014).

Les bactéries du genre Bifidobacterium comptent aujourd’hui 48 espéces issues du
monde humain et animal, et appartenant a la famille des Bifidobacteriaceae (Turroni et al.,
2014). Elles peuvent étre isolées de diverses parties du corps humain telles que le tractus
gastro-intestinal (bouche, bronches et intestin), le vagin, mais aussi de son environnement tel
que les eaux usées.

Ces bactéries présentent une morphologie variable, une température optimale de
croissance comprise entre 30-42 ° C et sont capables de se développer dans un milieu allant
de pH 5 a 8 (pH optimum : 6 a 7) (Mattarelli et al., 2014). Elles sont caractérisées par la
présence d’une enzyme clé, essentielle a la fermentation des glucides : la fructose-6-
phosphate phosphocétolase.

11.3.3. Entérocoques

Les micro-organismes du genre Enterococcus appartiennent a la famille des
Streptococcaceae. Ces bactéries présentent une morphologie en coque disposée en chainettes
de longueur variable, une température de croissance allant de 5 a 65 ° C et sont capables de
se développer dans un milieu allant de pH 4.5 a pH 10. Ces bactéries sont caractérisées par
leur importante tolérance aux facteurs environnementaux (Mattarelli et al., 2014). Bien que
minoritaires, les Enterococcus font partie de la flore commensale de I’homme et se
retrouvent dans I’intestin et le tractus génito-urinaire. D’apres la littérature, deux espéces
appartenant au genre Enterococcus sont utilisées en tant que probiotique.

Les entérocoques sont utilisés comme des compléments alimentaires sous forme de

préparations pharmaceutiques. Elles sont utilisées pour le traitement des diarrhées aigues, les
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diarrhées associées a 1’antibiothérapie, traitement du c6lon irritable et pour réduire le taux du
cholestérol sérique (Belhamra,2017).

11.3.4. Bactéries non lactique

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

11.3.5. Levures

Elles sont utilisés dans I’industrie alimentaire pour la production de boissons
alcoolisées (fermentation alcoolique), telles que la biére, le vin, I’alcool industriel et le saké
mais également dans la fabrication du pain (panification) (Steensels et al., 2014). En plus
d’étre importantes dans ces domaines, les levures sont actuellement employées comme outil
de biotechnologie pour la production de I’insuline humaine, de vaccins (hépatite B et
papillomavirus) ainsi que pour leurs bienfaits sur la santé. 1l s’agit notamment souche

Saccharomyces cerevisiae mais plus particulierement Saccharomyces cerevisiae variété
boulardii (Moslehi-Jenabian et al., 2010).

Tableau 03. Micro-organismes probiotiques les plus importants a usage humain (Huys et
al., 2013)

Lactobacillus | Bifidobacterium Saccharomyces
L
.acidophilus
L .brevis ] Enterococcus
) B.adolecentis )
L.casei o faecium )
) B.animalis ) Bacillus cereus
L .criparus N E.faecalis N
y B.bifidum B.subtilis B
L.delbrueckii Streptocpccus o ) S.boulardii
B.breve ) Escherichia coli .
sushsp. ) ) lactis ) S.cerevisiae
) B.infantis . Nissel 1917
Bulgaria ) S.thermophilus ) S
B.lactis Pr.acidopropionici
L .femntum Lactococcus
. B.longum .
L.gasseri lactis
L.helveticus
L.johnsoni
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L. lactis
L.paracasei
L.plantaum

L.reuteri

L.rhamnosus

L.salivarius

11.4. Mécanismes d’action des probiotiques

Il existe différents mécanismes d'action par lesquels les probiotiques exercent un
antagonisme vis-a-vis plusieurs microorganismes (Yan et Polk, 2009).

11.4.1. Inhibition de la croissance des microorganismes pathogenes

Les probiotiques exercent des effets antagonistes directs par la production de substances
antimicrobiennes, notamment les bactériocines, l'acide, le peroxyde d’hydrogéne, et les
défensines (Yan et Polk, 2009), ou des effets indirects, par la création d’un environnement
défavorable a I’implantation et a la prolifération des bactéries pathogenes spécifiques par
modification du pH intestinal. Les probiotiques conduisent a la formation d’acide gras a
chaines courtes, les acides organiques (acide lactique, acétique, propionique, acide
succinique, etc.), qui acidifient le milieu intestinal empéchant ainsi la croissance des
microorganismes acido-sensibles (Faure et al., 2013). L’inhibition de la croissance des
pathogenes peut €galement s’effectuer par un processus de restriction des nutriments. Les
probiotiques entrent en compétition avec les pathogenes vis-a-vis des nutriments disponibles

dans le milieu (Coudeyras et Forestier, 2010).

11.4.2. Amélioration de la fonction barriére

Les probiotiques renforcent I’effet barriere anti pathogenes, ils s’opposent a
I’implantation des micro-organismes pathogénes dans le tube digestif par compétition sur les
sites d’adhésion grace a leur potentiel d’adhésion a la muqueuse intestinale (Faure et al.,
2013). Certains probiotiques participent a 1’effet barriére des muqueuses et I'exclusion des
agents pathogeénes en stimulant la production des mucines et des peptides antimicrobiens
mais aussi en améliorant I’intégrité de 1’épithélium, notamment la formation des jonctions
serrées (Coudeyras et Forestier, 2010).

11.4.3. Modulation du systéeme immunitaire

Les bactéries probiotiques peuvent exercer un effet immunomodulateur. Il a été

découvert que ces bactéries contribuent a I'noméostasie intestinale par une interaction avec le
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systéeme immunitaire inné ou adaptatif (Kim et al., 2016). Ils ont la capacité d'interagir avec
les cellules épithéliales et dendritiques, monocytes, macrophages et lymphocytes. La réponse
immunitaire adaptative dépend des lymphocytes B et T, qui sont spécifiques d'antigénes
particuliers. En revanche, le systtme immunitaire inné répond a des structures communes
appelées motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMP) partagés par la grande
majorité des agents pathogénes. La réponse principale aux agents pathogenes est déclenchée
par les récepteurs de reconnaissance de motifs les (PPR), qui se lient aux PAMP. Les PPR
les mieux étudiés sont des récepteurs de type péage (TLR). En outre, les récepteurs de
lectine extracellulaires de type C (CLR) et les récepteurs de type protéine (NOD) de type
domaine d'oligomérisation de liaison nucléotidique intracellulaire (NLR) sont connus pour
transmettre des signaux lors de l'interaction avec des bactéries (Bermudez-Brito et al.,
2012).

@ Pathogens Inhibition
@ Strengthen Epithelial Barriers

o Pa‘h"ge"‘ @ Balance Immune System
& 6 o A=) ED X)) @Probiotics
) ;\ [::[;?[)? ool £y [nﬂammation C-
@ : ‘ \dumm o

Colitis
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Gablet cell

Epithelial cell Tight junction

. Dendritic cell
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Figure 02. Mécanismes d'action des probiotiques (Kim et al., 2016).

(1) Les probiotiques inhibent les pathogenes en se faisant concurrence pour la nutrition et le
site de liaison, ou en sécretent des agents antibactériens. (2) Les probiotiques améliorent la
jonction serrée et favorisent la sécrétion de mucines. (3) Les probiotiques contribuent a

I’homéostasie intestinale par un effet d’immunomodulation.
11.5. Effets bénéfiques sur la santé

Plusieurs études ont démontré les multiples effets bénéfiques des probiotiques, en
effet, les probiotiques interviennent dans la prévention et le traitement de plusieurs diarrhees,

notamment la diarrhée du voyageur et la diarrhée associée a la prise d’antibiotiques
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(Beausoleil et al., 2007; McFarland, 2007). lls sont aussi impliqués dans la réduction et le

traitement de certaines infections gastro-intestinales (Salminen et al., 2005). lls contribuent

également a la modulation du systéme immunitaire et au renforcement de la muqueuse
intestinale (Matsuzaki et Chin, 2000;Madsen, Cornish et al., 2001).

Les probiotiques améliorent aussi la digestion des aliments et jouent un role dans la

réduction des symptémes de l'intolérance au lactose (Nagpal et al., 2007). Les probiotiques

possédent aussi une action antimicrobienne grace a la production des bactériocines

(Klaenhammer, 1988). Certains probiotiques ont démontré leur capacité a prévenir

certaines maladies chroniques telles que la maladie de Crohn, I'obésité et le diabéte (Schultz

et al.,, 2004; Yadav et al., 2007). D’autres travaux laissent présager qu’ils pourraient

également jouer un réle important dans la prévention du cancer du célon (Wollowski et al.,

2001).

Tableau 04. Principaux effets bénéfiques attribués aux probiotiques (Salminen et al.,

2004 ; Patterson, 2008)

Contrdle des troubles suivants :
- Mauvaise digestion du lactose.
- Diarrhée due aux rotavirus et
Diarrhée-associée aux
antibiotiques.
- Syndrome du colon irritable

- Constipation.

- Infection par Helicobacter pylore.

Prolifération bactérienne dans
I’intestin gréle.
- Maladies inflammatoires

chroniques de I’intestin

- Modulation immunitaire
Répression des réactions
allergiques par réduction
de I’inflammation.
Réduction des risques
d’infection par des agents
pathogénes  courants

(Salmonella, Shigella)

Réduction du risque de :

- Certains cancers (colorectal,
vessie, col utérin, sein)
-Coronaropathie.
-Maladie des voies urinaires
Infection des vois
respiratoires supérieures et
infections connexes
Reéduction du cholestérol
sérique et de la pression

artérielle.
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Figure 03. Les principaux bienfaits des probiotiques (Nagpal et al., 2012)
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I11. Généralités sur le Juniperus

Le genre juniperus est parmi les coniferes, qui fait partie de la famille des
cupressacées, ne comprend qu’un seul genre Juniperus (STASSI et al., 1996). Le genre
juniperus est le plus riche en espéces parmi les coniferes, il comprend soixante espéces dans
le monde, huit en méditerranée, et cing en Algérie, il comprend des especes rigides aux
aiguilles piquantes et des espéces souples aux feuillages en écailles (Adams, 2004).

I11.1. Définition de Juniperus communis

Le genévrier appartient a la famille des Cupressacées, qui comprend plusieurs especes,
parmi lesquelles le Juniperus commun (Juniperus communis) est l'un des plus nobles
représentants de ce genre, et est connu comme le seul pin commun de I'’Ancien et du Nouveau
Monde (Seigue, 1985).

Selon Debazac (1991), les genévriers sont généralement associés aux végétaux des
milieux dégradés ou altérés (friches, marais ou prairies herbeuses) et sont tres resistants au
gibier (Riou-Nivert, 2001). Cette espéce est dioique, les inflorescences méles et femelles
apparaissant en fils séparés. Cette espece se développe aux basses altitudes dans des terres de
paturages, des champs abandonnés, mais aussi dans les hautes altitudes, dans les zones
sabalpines en montagnes et dans les terres seches en montagnes circum-méditerranéennes
(Garcia et al., 2000).

Nomenclature de plante : Juniperus communis, est la seule espece de Juniperus

présente dans les deux hémisphéres (Adams, 1998); et qui porte plusieurs noms :
e En francais : appelé genévrier commun,rouge, Peteron ou Petrot, common juniper
e En Anglais: common juniper

e En Algérie: il est differemment nommé selon les régions ; Taka en kabyle, Zimba en
chawi, et ara’ar en Arabe (Trabut, 1935).
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Selon Debazac (1991), les genévriers appartiennent a la systématique suivante :

Tableau 05: classification scientifique de Juniperus communis

Régne Plantae
Sous Régne Tracheobionta
Division Coniferopsides
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Gymnospermes
Classe Coniferopsides
Tribu Juniperées
Ordre Pinales
Famille Cupressacées
Genre Juniperus
Espece Juniperus communis

I11.2. Caractéristiques dendrologiques et botaniques

s Feuillages

Les feuilles de J. communis sont totalement aciculaire, verticillées par trois autour du
rameau de 5 a 15 mm de longueur et 1,5 a 2 mm de largeur. Elles sont trés larges a la base,
puis se rétrécissent progressivement vers la pointe qui devient aigue, rigide, trés piquante. Sur
sa face supérieure, nous observons deux bandelettes blanchatres de stomates trés rapprochées
et ne paraissent former qu’une seule bandelette médiane. La face inferieure est par contre de

couleur verte et de forme carénée (Debazac, 1991).

Le genévrier commun se distingue du genévrier cade (Juniperus oxycedrus) par ses
aiguilles n'ayant qu'une seule large bande blanche (alors que les aiguilles du cade ont deux

bandes paralleles plus étroites), et par des fruits plus petits et plus sombres.

25




Chapitre 111 Juniperus communis

Figure 04. Feuillages de Juniperus communis (Enescu et al., 2016)

<+ Bourgeons

Les bourgeons sont trés petits et de couleur verte, souvent cachés par la touffe d’aiguilles
(Riou-Nivert, 2001).

++ Floraison

La floraison est tres discrete (d’avril au mois de mai). La pollinisation est anémophile,
les graines sont dispersées par oiseaux (Rameau et al, 2008). J. communis est une espece
dioique :

e les fleurs males sont solitaires, ovoides et sont entourées de bractées courtes
(Maire, 1952) ;
e les fleurs femelles sont constituées de 03 feuilles ovuliféres (Rameau et al., 2008).

< Fruit

Le fruit de J. communis est sous forme d’une pseudo-baie ou galbule a écailles charnues,
de forme sphérique ou ovoide, de 5 a 6 mm de diamétre (Callen, 1976). Il est d’une couleur
glauque la premiére année puis vire vers le noir bleuatre a maturité. 1l est longuement
dépassé par les feuilles contenantes généralement trois graines qui sont dispersée par les

oiseaux (Rameau et al., 2008).

26



Chapitre 111 Juniperus communis

Figure 05. Feuilles et fruits de J. communis (Enescu et al., 2016).

s Appareil reproducteur

Cette espece produit des cones males tres petits et des cones femelles constitués
d'écailles charnues qui se soudent au cours de leur développement (concrescence). Le cone
femelle, une fois fécondé et développé, a lI'apparence d'une baie. D'abord vert, il devient
sombre et bleudtre en murissant. Il est indifféeremment appelé « geniévre », « baie de
geniévre » ou « baie de genévrier ».

111.3. Distribution

Au niveau mondial, Il se trouve au niveau de I’Europe, en Asie occidentale jusqu'a
I'Himalaya et en Amérique septentrionale. En ce qui concerne la sous espece hemisphaerica,
on la trouve en ltalie et en Gréce (Maire, 1952). En Algérie, il est abondant sur les crétes du
Djurdjura (Quezel et Gast, 2011), dans un bioclimat humide froid a perhumide froid (Yahi,
2007 ; Meddour, 2012) et plus rare dans les Aures et les Babors, o il se situe dans 1’étage de
la cédraie (Quezel et Gast, 2011).

,,,,,
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: 2 Section Sabina clade IT
s =77 ™s Section Sabina clade ITT
‘‘‘‘ New World species
D Section Juniperus
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Figure 06: Répartition du genre Juniperusdans le monde (Mao et al., 2010) in
(Bouadamfarhi,2013).

27



Chapitre 111 Juniperus communis

I11.4. Utilisation médicinale

Les utilisations médicinales de cette espéce sont innombrables notamment les douleurs
abdominales, les tumeurs, la bronchite et contre la diarrhée, l'indigestion (Manssouri et al.,
2011)

Les baies et les jeunes pousses, préparées en infusion, ont des effets diurétiques,
stomachiques et digestifs. Ils auraient été utilisés contre I'asthme. Plus qu'un traitement des
digestions difficiles et des gaz intestinaux, les baies de genievres sont ajoutées préventivement
lors de la préparation de plats un peu lourds afin de faciliter leur digestion. Un usage abusif du
genévrier peut provoquer des troubles rénaux ; de ce fait, il ne doit pas étre utilisé durant les
grossesses. Des empoisonnements de chévres dus a une consommation trop importante de
rameaux de ce genévrier ont été rapportés (Auger et al., 1982). Quant aux jeunes pousses de

feuilles, elles sont utilisées en gemmothérapie.
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Chapitre | Matériel 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 ’activité des bactéries probiotiques déja

isolées a partir du lait camelin.
1.1 Matériel
1.1.1 Matériel végétal

A travers ce travail, L’espéce choisie est une plante médicinale utilisée
traditionnellement contre les troubles intestinale a savoir, Juniperus communis. Il a été récolté
au mois de Novembre 2022, la région de Wanza (Tebessa, Algérie).

1.1.2. Matériel biologique

1.1.2.1. Lait de chamelle

L’échantillon de lait a été aseptiquement prélevé a partir de chamelle (Camelus
dromedarius) de région NAKHLA (ELOUED) au cours du mois de Janvier 2023, qui a 11
ans et elle se nourrite de Son (Bran), Grignons d'olive (fétoura). Les mamelles sont lavées
avec I’eau savonneuse puis ringage a I’eau javellisée. La traite est réalisée apres lavage soigné
des mains et aseptisation. Le lait (150 ml) a été recueilli dans un flacon en verre de 250 ml
stérile contenant le lait placés dans une glaciere avec des outres réfrigérées. Afin d'assurer une
température de 4°C au cours du transport jusqu'au laboratoire ou il est analysé.

1.1.2.2. Les bactéries pathogenes

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

Tableau 06: Souches cibles utilisées et leur origine.

Souche Gram Origine
Enterococcus faecalis +
Staphylococcus haemolyticus +
Candida albicans +
K;kleb: klebsella sp - Laboratoire EI majid

salmonella sp -

staphylococcus aureus +

E1;E2: Escherichia coli -
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1.1.3. Milieu de culture

s Gélose M17 (liquide et solide) : utilisee pour le denombrement des lactocoques
(particulierement Lactococcus lactis) et de Lactococcus lactis dans les produits laitiers
(TERZAGHI & SANDINE, 1975)

¢+ Milieu Mueller-Hinton : Détection de la sensibilité aux antibiotiques et aux souches
pathogénes.

1.1.4 Equipements

Autoclave, Four pasteur, Etuve, Frigidaire, Verreries, Bec Benzéne, Flacons, Boites de Pétri,

Ecouvillons, Centrifugeuse.
1.2. Méthode :
1.2.1 Séchage et Broyage

Les parties aériennes sont immédiatement rincées a 1’eau pour éliminer la poussicre et les
impuretés. Ensuite, elles sont séchées a I’air libre a 1’abri de la lumiére pour réduire
I’humidité. Elles séchées sont initialement pilonnées, puis finement broyées dans un broyeur
électrique. Ce broyage permet d'obtenir une poudre fine et homogeéne, et le broyat obtenu est
stocké a température ambiante dans une boite en verre, dans un endroit sec et a l'abri de
I'hnumidité et de la lumiére jusqu'a son utilisation.

1.2.2 Extraction

L'extraction est effectuée selon les méthodes Diouf et al., (2009); Tuhin et al., (2016),
avec quelques modifications . 10 g de I'échantillon ont été mis en contact avec 200 ml d'eau
distillée dans un erlenmeyer en verre a température ambiante pendant 24h. et aussi pour
I’extrait hydroéthanolique : 10 g des matériels végétaux ont été extrait avec 200 ml 80%
(éthanol : eau =80:20) dans un erlenmeyer en verre a température ambiante température
pendant 24h .La fiole Erlenmeyer était entierement recouverte d'une feuille d'aluminium pour
prévenir la dégradation des molécules photosensibles. Cette macération est répétée 3 fois avec
renouvellement du solvant. L'extrait aqueux est récupéré apres filtration a 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 depassant pas 40°C, et

conservé jusqu'a utilisation.
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1.2.3 Rendement d'extraction

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

Rendement (%) = (M1 /M0) x 100

M1 : Masse en gramme de I'extrait sec résultant
MO : Masse en gramme du matériel vegétal a traiter

1.2.4 Caractérisation phytochimique
1.2.4.1 Tests phytochimiques

a. Polyphénol

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

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

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

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

Dans un tube a essai, on ajoute a 5 ml d'extrait a analyse 5mld'ammoniac dilué et 1mi
H2SO4. L'apparition d'une coloration jaune prouve la présence des flavonoides (Karumi et
al., 2004).
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f. Terpénoides
A 5 ml de chaque extrait, on ajoute 2 ml de chloroforme et 3 ml de H2S04 concentrée.

La présence des terpénoides est révélée par I’apparition de deux phases et une couleur marron
en interphase (Kablan et al., 2008).
Jj. Quinones libres
Quelques gouttes d'hydroxyde de sodium (1% NaOH) sont ajoutées a 5 ml d'extrait.
L’apparition d’une couleur jaune, rouge ou violette indique la présence de quinones libres
(Oloyede, 2005).
h. Sucres réducteurs

1 ml de liqueur de Fehling est ajouté a 5 ml de chaque extrait et les tubes contenant les
mélanges sont chauffés au bain-marie a 40°C. Un test positif est indiqué par I'apparition d'une
couleur rouge brique (Traese et Evans,1987).

1.2.4.2 Dosage des composes phenoliques

a. Polyphénols totaux

La teneur en phénols totaux des extraits a été déterminée spectrophotométriquement
par la méthode de Folin-Ciocalteu. Ce dosage est fondé sur la quantification de la
concentration totale de groupements hydroxyles présents dans 1’extrait. Le réactif de Folin-
Ciocalteu consiste en une solution jaune acide contenant un complexe polymérique d’ions
(hétéropolyacides). En milieu alcalin, le réactif de Folin-Ciocalteu oxyde les phénols en ions
phénolates et réduit partiellement ses hétéropolyacides d'ou la formation d'un complexe bleu
(Yakhlaf et al., 2011).

Selon le protocole décrit par Bougandoura et al., (2013). Une quantité de 200ul de
I'extrait est mélangée avec 1ml du réactif de Folin—Ciocalteu fraichement préparé (10 fois
dilué¢) et 0.8ml de carbonate de sodium a 7.5% (Na2COs). L'ensemble est incubé a
tempeérature ambiante pendant 30 minutes et la lecture est effectuée contre un blanc a l'aide
d'un spectrophotomeétre a 765nm. Les concentrations des polyphénols ont été déduites a partir
de la gamme de la courbe d'étalonnage linéaire établie avec I'acide gallique. Les résultats sont
exprimés en milligrammes équivalent d'acide gallique par g d'extrait sec (mg EAG/g ES).

b. Flavonoides

Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d'un complexe
entre Al*® et les flavonoides. La méthode de Boudjouref et al., (2018) est basée sur
I’oxydation des flavonoides le réactif trichlorure d'aluminium, entrainant la formation du
flavonoide-stable complexe daluminium de couleur jaunatre, détectable dans le visible a 430

nm.
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Une prise de 1 ml de chaque échantillon (préparé dans le méthanol ou dans 1’eau
distillée) a été ajoutée a 1 ml de la solution d’AlCIz (2 % dans le méthanol). Apres 10 minutes
d’incubation, 1’absorbance a ét¢ lue au spectrophotometre a 430 nm. Les résultats sont
exprimés en mg équivalent quercétine / g de matiére végétale seche en référence a la courbe
d'étalonnage de la quercétine.

1.2.5 Isolement et identification des bactéries lactiques
1.2.5.1. 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 et 10°®) du lait sont réalisées dans I'eau physiologique & partir
de 1 ml de la suspension mere. 1 ml de chaque dilution et ensemencé dans la masse de la
gélose M17 puis les boites sont incubées a 37 °C et 45°C dans 1’étuve (Guedda et
Benkhelifa, 2017)

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 gelosé se fait par la

méthode de stries suivi d’une observation microscopique (Lairini et al., 2011).

-3
. n -1 . .
Solution mére 10 10 10 Milieu de dilution

Incubation a 30° pendant 48h

Lecture des
résultats

P Incubation a 45°c pendant 48h
Identification | e Purification et
conservation

Figure 07: Protocole d’isolement des souches lactiques

1.2.5.2 Conservation des souches

La conservation colonies isolées, purifiés est réalisée par ensemencement sur la surface

milieu de culture M17, incubé a une température 30°C pendant 18 heures, les tubes sont
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conservés a une température de 4°C, Des repiquages successifs sont réalisés toutes les trois

semaines (Daouadji et Djelloul, 2021).

1.2.5.3 Pré-ldentification des souches bactériennes
a. Examen macroscopique

L’examen macroscopique est porté sur I’observation macroscopique qui permet de
décrire 1’aspect des colonies (la forme, la taille, pigmentation, contour et la viscosité)
(Cherrad et Tazegouaret, 2020).

b. Examen microscopique

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

Technique

*

% La premiere 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 ’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.

% 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).

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

¢ 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’eau distillé

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

«+ Observez avec une goutte d'huile a immersion objectif 100 (grossissement x100).
(Gasmi et Khadri, 2020).

c. Tests physiologiques et biochimiques

> Test de catalase
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La catalase est une enzyme catalysant la décomposition de peroxyde d’hydrogéne en
eau et en oxygeéne selon la réaction suivante :
2H20? —p O2 + 2H20
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’eau
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 & 2%, 4% et 6.5% de NaCl pour SM 45C°, 10! 45C° et
2%, 4% et 6.5% de NaCl pour 10t 30C°, 102 30C® et 10 30C°. Aprés incubation & 30°C
pendant 24 a 72 heures, la croissance de ces bactéries se manifeste par une nébulosité du
milieu (Salhi et Souaker, 2020)

e Test des températures

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

e Galerie API 10S

Pour quelques testes biochimiques en utilise la galerie APl 10S, La galerie API 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 lI'addition
de reéactifs. La lecture de ces réactions se fait a I'aide du Tableau de Lecture et I'identification
est obtenue en consultant la liste des profils de la notice ou a l'aide d'un logiciel

d'identification (Biomerieux, 2006).

1.2.5.4 Selection des souches probiotiques
a. Tolérance a acidité

La résistance des bactéries aux pH acides a été déterminée selon la méthode décrite par

Bakari et al., (2011) avec quelques modifications. Elle consiste a:
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* Réactiver 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 2 tubes contenant 4ml de bouillon nutritive, ajuster le
pH de chaque tube a pH=2, pH=3 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 gélose 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) b.
Tolérance a la bile

La capacité des souches a survivre dans des conditions similaires du I’intestin gréle de
I’homme (stress intestinal simulé) est 1'un des caractéres important de sélection des
probiotiques (Ren et al., 2014)

* Réactiver 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 détermine a t=0h et aprés t=3h.

¢. Pouvoir antimicrobien

Dans cette partie on réalise des interactions entre les souches isolées de lait et sept
bactéries pathogénes de références. Les microorganismes utilisés dans notre étude sont
mentionnés dans le tableau 05.

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 M17,
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.
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Alors que la souche indicatrice a été ensemencées dans un tube de cceur serval et incubée a
37°C pendant 18 heures (Daoudi et Khelef, 2018)

Selon la méthode de diffusion en puits de Barefoot et Kaenhammer, 1983, un volume
du milieu Mueller-Hinton agar est coulé dans des boites de Pétri stériles. Aprés solidification
du milieu, puis des puits de 6 mm de diamétre sont creusés stérilement a 1’aide d’un
emportepiéce sur la gélose, les boites sont ensemencées en surface par la suspension de la
souche pathogéne et seront remplis par 60 a 80ul de surnageant filtré et neutralisé, obtenu
apres 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 ’activité antimicrobienne se révele par 1’apparition de zones d’inhibition autour des puits.
La suivante illustre les étapes de ce protocole (Daoudi & Khelef, 2018).

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

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

Solid Miiller Hinton
LAB for - > 1noct_|.lated':_v the
18h > strain pathogen
B
Centrifugation

4000 tx: for 15
min
]
C e

Placed the

o«
Supernatant WHATMAN TMA
N  paperdiscsare @ WH:iscs, t':::pe'
Culot 4 filled with 60 to 80 -

nl of supernatant

incubating the
dishesat 37 °C
for 24 h

Measure the inhibitory zones

Figure 08 : Schéma de la méthode de diffusion disques-gélose (Salhi et Souaker, 2020)
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La sensibilité ou la résistance des souches présumées probiotiques aux antibiotiques ont

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

d’antibiotiques.

Tableau 07: Liste des antibiotiques utilisés pour évaluer la sensibilité des souches

probiotiques

Antibiotiques Symbole Charge du disque
Pénicilline G P 101U
Oxacilline OXA 5 g
Amoxicilline AMX 25 ug
Gentamicine HLG 120 120 pg
Ciproflaxacine CIP 5 ug

Tout d’abord, les souches lactiques sont cultivées sur le milieu gélose M17 et incubées a
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 aprés dans des boites contenant la gélose M17 par
écouvillonnage, puis les disques d’antibiotiques ont été déposés a la surface (a raison de 4 par
boites). Apres incubation des boites a 30 °C pendant 48 h, les zones d’inhibition ont été
mesurées en incluant le diametre du disque d’antibiotique (6 mm) dans la largeur de la zone.
(Bouguerra, 2020)
1.2.5.5 Etude de I'effet de I'extrait sur les probiotique

Nous avons utilisé deux extraits; extrait aqueux et alcooliqgue de méme plante de
juniper communis de concentration 2.5 mg/ml, 5 mg/ml et 10 mg/ml pour étude leur effet sur
I'activité probiotique de Lactococcus lactis.
1.2.5.5.1 Pré-culture

On mélange 25 ml de bouillon nutritif avec 1ml de chaque extrait 2.5 mg/ml, 5 mg/ml et
10 mg/ml pour préparation de Pré-culture de Lactococcus lactis pour chaque test.
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.l.
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1000 pL extrait
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Figure 09 : Procédé de préparation de concentrés d’extraits aqueux

41




Chapitre | Matériel et méthodes

1.2.5.5.2 Tests biochimique en présence I'extrait végétal

On répéte ces tests suivants :
1.2.5.5.3 Test d'acidité et test de sel biliaire,

Le but des deux tests est I'étude le changement qui serait a Lactococcus lactis en
présence des 2 extraits. Lactococcus lactis sont incubées avec les extraits et suivent le
protocole précédemment adopté, apres la croissance des bactéries est étudiée a différents
valeurs de ph (2, 3) et a différents concentration de sel biliaire (1%,3%,5%)
1.2.5.5.4 Test d'antibiotique

Nous faisons ce test pour voir a quel point les Lactococcus lactis sont résistantes aux
antibiotiques en présence de 2 extraits de 2.5 mg/ml, 5 mg/ml et 10 mg/ml par utilisation des
disques antibiotique. (Tableau 06)

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

1.2.5.5.5 Test d'antimicrobienne

La méthode a utilisation fréquente pour tester 1 [’activité antimicrobienne de
Lactococcus lactis en présence des concentrations ([2,5], [5],[10]) de extraits
végétaux(Aqueux, Alcoolique), il s’agit de la méthode de la diffusion sur disque. L'agent
antimicrobien se diffuse dans la gélose et inhibe la germination et la croissance du
microorganisme test, puis des mesures de diametre de la zone d'inhibition doivent étre
effectuées (Khafallah & Bouguerba, 2021).

Les souches pathogénes utilisées (Enterococcus faecalis, Staphylococcus haemolyticus,
Candida albicans, klebsella sp, salmonella sp, staphylococcus aureus, Escherichia coli),
Dans chaque boite de Pétri, nous mettons 3 disques de 6 mm imbibés surnagent (extrait +

Lactococcus lactis).
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Chapitre II Résultat et discussion

I1. Résultat et discussions des extraits
I1.1 Description des extraits bruts

Les extraits obtenus ont des couleurs et des aspects différents.

11.2 Rendement d'extraction

Les extraits bruts des plantes récupérés aprés évaporation ont été pesés pour
déterminer le poids sec obtenu du Juniper communis. Les résultats ont été exprimes en
pourcentage.

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait aqueux représente le rendement le plus élevé
(23,93%). Le rendement dépend de plusieurs parametres 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 et al., 2003).

11.3 Tests phytochimiques

Les tests phytochimique ont permis de détecter les différentes familles de composés
existant dans les parties étudiées par des réactions qualitatives de caractérisation. Les résultats
obtenus sont regroupés dans le tableau suivant.

D’apres ces résultats, on constate que la plupart des composants présents dans I’extrait
aqueux : les polyphenols, tanins, terpénoides, et quinones liber en forte quantité par contre les
flavonoides, les saponines, les sucres réducteurs et les glycosides cardiaques présenté par une
faible quantité. De plus, on observe I’absence des alcaloides. Dans 1’extrait hydro-
éthanolique, nous remarquons la présence des polyphenols, tanins, flavonoides, alcaloides
(test Dragendroff), terpénoides, quinones liber, des sucres réducteurs et des glycosides

cardiaques. Mais il a été observé 1’absence des saponines.

Runeton (1999), a étudié les feuille d'olivier qui ont le méme but thérapeutique avec
Juniperus communiset a montré la présence des flavonoides, tanins, saponosides,
anthraquinones, et 1’absence des alcaloides dans les feuilles. Les résultats d’extrait hydro-
alcoolique sont presque accord avec les résultats obtenu par Moualkia et Gourmati (2015) et
Douaouri (2017).
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11.4 Dosage des composés phénoliques
11.4.1 Teneurs en phénols totaux

La teneur en phénols totaux d’extraits et Juniperus communisa eté estimée par la méthode
de Folin-Ciocalteu a partir d’'une gamme d’étalonnage établie avec différentes concentrations
d’acide gallique. Les résultats obtenus sont exprimés en milligramme équivalent d’acide

gallique par gramme de 1’extrait (mg EAG/g E).
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Figure 10 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols

totaux

Les résultats de teneurs en polyphénols totaux de Juniperus communisest représenté

dans la figure suivante :

Juniperus communis

120.00

100.00 103.80

80.00

60.00 Extrait aqueux

B Extrait hydro-éthanolique

mg EAG/g E

40.00

20.00

0.00

Extrait

Figure 11: teneurs en polyphénols totaux dans Juniperus communis
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D’apres les résultats obtenus, on a trouvé que I’extrait aqueux possede la teneur élevée,
avec une valeur de 103.80 mg EAG/g E par rapport 1’extrait hydroéthanolique (78.11 mg
EAG/g E). Nos résultats sont supérieurs aux résultats obtenus par 1’étude de Khaliq et al.,
(2015), dont ils ont travaillé sur I’extrait aqueux de deux autres variétés d’olive (ont le méme
but thérapeutique avec Juniperus communis) 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 1’extrait méthanolique des feuilles d’olive, son

résultat été inférieure a nos résultats.
11.4.2 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. Les résultats sont

exprimés en mg EQ/g E.

" 0.0025x + 2.7602y =
Quercétine 0.9886 =2 R

0.25
0.2
0.15
0.1

0.05

Absorbance dans 430 nm

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
concentrations mg/ml

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

Les résultats de teneurs en flavonoides de Juniperus communis est représenté dans la

figure suivante :
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Juniperus communis

17.20
17.00
16.80
16.60
16.40

16.20
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16.00 M Extrait hydro-éthanolique
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15.40

15.20
Extrait aqueux Extrait hydro-éthanolique

Extrait

Figure 13: teneurs en flavonoide totaux dans les Juniperus communis.

A partir de ces résultats, on a remarqué que l’extrait hydroéthanolique est riche en
flavonoides (17.05 mg EQ/g E), par rapport I’extrait aqueux qui contient une valeur moins de
teneur des flavonoides (15.85 mg EQ/g E). Les résultats obtenus par Ouldyerou et al., (2018)
pour I’extrait méthanolique (894,33ug d’EQ/g) sont inférieurs de nos résultats. Un autre
résultat obtenu par Stankovi et al., (2017) sur I'extrait de méthanol (98%) des feuilles d'Olea
europaea (ont le méme but thérapeutique avec Juniperus communis) 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.

I1.5 Résultat d’isolement et d'identification des souches bactériennes

A partir de la solution mére de lait la chamelle et la premiére, deuxiéme et troisiéme
dilution, nous obtenons aprés un nombre considéré de colonies, aprés la coloration de Gram,
nous n’en choisissons que quatre. On les symbolise: SM45°c, 10-145°c, 10137°c, 10237°c,
10-337¢c.
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11.5.1. Aspect macroscopique

Aprés 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, & Gram positif.
11.5.2 Aspect microscopique

Dans notre recherche, I'observation microscopique a révélé que la forme majoritaire des

cellules est la forme cocci ovoide ou sphérique disposées par paires ou en chaines.
11.5.3 Tests biochimiques et physiologiques:

Les criteres biochimique et physiologique sont basés sur des tests biochimiques (test
de catalase et Api) et physiologiques (test de tolérance de NaCl, température) et qui
permettent de mieux répertorier nos souches vers les genres appropriés. Les résultats relatifs

au test biochimiques et physiologiques sont représentés dans le tableau suivant :

% Test catalase

Dans notre étude, nous avons fait une série de tests biochimiques que nous avons
trouvés que Tous les échantillons sont riches des catalase, les bactéries lactiques sont
généralement catalase (+) positive , Cela indique que I'apparition de bulles est due a la
production bactérienne de I'enzyme catalase, qui agit pour se débarrasser de la toxicité du
H202 en rompant la liaison (Mami, 2013), Guedda et Ben Khelifa (2017) ont fait la méme

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

% Croissance a différentes concentrations de NACL :

Nous avons observé qu'avec une tolérance au NaCl, observée une bonne croissance a
différentes concentrations 2%,4% et 6.5%, cela est conforme avec I'étude de Hadj et al.,
(2013).

+¢ Croissance a différentes Températures

La tempeérature est un facteur limitant la croissance des microorganismes, les résultats
de la croissance des souches bactéries lactiques a des différentes températures d'incubation
présentent une similitude de croissance de different souche a la température 'incubation de
10 °C, on remarque une augmentation significative de la croissance pour la plupart des

souches en température 45 °C.
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Donc, cela indique que la bactérie lactique sont capables de se reproduire a des
températures élevées, cela est confirmé par I'étude de SALHI et al.,2020 selon laquelle

certains souches croissent en 10 ° C et d'autres ont une meilleure croissance 45 °C.

% Testde API 10 s (Analytical Profile Index)
Ce sont les résultats que nous avons obtenus par les galeries Api 10S ayant pour objectif
de déterminer le genre et I'espéce de notre groupe, les résultats de ces tests sont résumés dans

le tableau et de cette figure.

37 C°10°

Figure 14 : Test de API1 10s

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

SM45¢°c: Streptococcus thermophiles
10-145°c: Streptococcus thermophiles
10-137°c: Lactococcus lactis.
10-237°c: Lactococcus lactis.

AR NEENEENEEN

10-337°c: Lactobacillus acidophilus
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11.5.4 Sélection des bactéries probiotiques

11.5.4.1 Tolérance a ’acidité

Le critere essentiel dans la sélection d’un microorganisme a potentiel probiotique est
sa capacité d’atteindre, de survivre dans le tractus digestif et notamment aux pH acides et

aux sels biliaires (Kusharyati et al., 2020).

Incubé dans pH 2 a l'inverse dans pH 3 la croissance augmente et atteint la plus grande
valeur. La croissance de Streptococcus thermophilus est augmentée dans toutes les valeurs de
pH apres l'incubation et la valeur le plus élevée en pH 3 apres l'incubation.

Linh et 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 3.

11.5.4.2 Tolérance au sel biliaire

Il est admis que pour que la majorité des probiotiques puissent avoir des rbles
bénéfiques sur la sant¢ humaine, il faut qu’ils gardent une certaine viabilité¢ lors de la
transition intestinale. De ce fait, les probiotiques doivent pouvoir passer sans dommage
Irréversibles. la barriere acide de I’estomac, puis, 1’effet inhibiteur éventuel des sels biliaires.
Ainsi, la capacité de survie des probiotiques dans I’hote apres leur ingestion, dépend de leur
résistance intrinseque, des facteurs de I’hote et du véh icule par lequel ils ont été ingérés, Le
flux biliaire assure un réle physiologique trés important puisque facilitant la digestion des
composés lipophiles provenant de I’alimentation. C’est également un agent antimicrobien
influengant I’établissement du mi cro biote intestinal. La tolérance a la bile est un critere
déterminant de sélection des bactéries probiotique, permettant ainsi la survie pendant le

passage a travers le tractus gastrointestinal et la colonisation de I’environnement intestinale

(MARTEAU et SHAMAHON, 2003)

Selon nos résultats mentionnes dans le tableau (11.7), il s'avére que toutes les souches
ont une tolérance aux sels biliaires, aussi bien dans 1% , 3% et 5%, et la plupart ont montré
une amélioration du taux de survie des sels biliaires a 5 % , en comparant nos résultats avec
I’étude de NORIEGEA et bactéries lactiques ont été al ., (2004) , qui a confirmé par ses
études que plusieurs souches de adaptées de fagon stable aux sels biliaires, a travers une
adaptation progressive apres une croissance dans des extraits de sels biliaires en

concentration croissante, nos résultats sont cohérents avec cela, comme nous l'avons observé
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lors de l'augmentation de concentration des sels biliaires d'autre part , le taux de croissance

des bactéries a augmenté dans la plupart des souches.

11.5.4.3 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 et
Lemchounchi, 2021)

Tableau 08 : Résultats de test d'antibiotique. (I: intermédiaire, S: sensible, R: résistante)

GEN 10 S (12mm) S (15mm)
AX 10 S (24mm) R (6mm)
CIP5 S (18mm) S (24mm)
OX10 R (6mm) R (6mm)
P10 R (6mm) R (6mm)

Nous notons a travers le tableau que les bactéries sont trés résistantes a 1’oxacilline, et a
la pénicilline. Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus sont sensible vers Gentamicine
et a la Ciproflaxacone

Dans le cas ou Lactococcus lactis est trés résistant a I'amoxicilline, et Streptococcus

thermophilus est sensible a I'amoxicilline

Plusieurs études ont montré la résistance naturelle d'une gamme importante de bactéries

lactique aux antibiotiques (Botes et al., 2008).

Les travaux de Temmerman et al., (2003) ont montré que 68,4 des probiotiques isolés
ont une résistance a un antibiotique ou plus ((Rakhis et 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 espéces et
genres. C'est une raison importante pour choisir les souches manquantes de transfert potentiel
de résistance (Samedi et 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 et al.,
2020).
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Grace aux résultats des toutes les tests que nous avons obtenues, nous avons été amenés
a choisir la meilleure souche Lactococcus lactis parce que cela a montré les meilleures

propriétés probiotique.
11.5.4.4 Pouvoir antimicrobiennes

On réalise des interactions entre les souches isolées de lait et sept bactéries pathogénes
de référence.
Des puits de 6 mm de diametre sont creusés stérilement sur la gélose Muller-Henton, les
boites sont ensemencées en surface par la suspension de la souche pathogéne et seront remplis
par 60 a 80ul de surnageant filtré et neutralisé et les boites sont incubées a 37°C pendant 24

heures. Aucun résultat positif a été enregistrés: absence des zones inhibitions

Tableau 09: Pouvoir antibactérienne des souches lactique

staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis 0 0
Staphylococcus haemolyticus 0 0
Candida albicans 0 0
klebsella sp 0 0
salmonella sp 0 0

0 0

0 0

Escherichia coli

11.6 Etude de I'effet des extraits végétaux sur Lactococcus lactis

Apreés avoir choisi la bactérie Lactococcus lactis, nous effectuons les tests de résistance a
sel biliaire et résistance a pH et test antibactérienne et test antibiogramme en présence de 2
extraits de plantes : extrait alcoolique et aqueux de Juniperus communis., pour étudier leur
impact sur I'amélioration des propriétés probiotiques de la souches choisie.

11.6.1 Résistance a la bile

Ce test nous permet de savoir a quel point Lactococcus lactissont résistantes au sel
biliaire en présence deux extraits végétaux. Nous comparons la croissance de Lactococcus

lactis en présence de chaque extrait avec la croissance avant utilisation I'extrait.
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Avant I'incubation:

e En présence de différentes concentrations de I'extrait aqueux [2,5], [5], [10] nous
avons trouve que a atteint la valeur la plus élevée de la croissance a [5], [10] a des
concentrations 1% et 5% de sel biliaire

e Au contraire, plus la concentration de I'extrait alcoolique est élevée, plus la croissance
dans toutes les concentrations de sels biliaires est faible

Apres L'incubation:

e La croissance en présence de différentes concentrations I'extrait aqueux augmente
dans toutes les concentrations de sel biliaire.

e la croissance en présence de différentes concentrations I'extrait alcoolique [2,5], [5],
[10] diminution dans toutes les concentrations de sel biliaire.

e En fin de compte, nos résultats montrent qu'extrait aqueux et alcoolique avaient de
nombre plus élevés dans le nombre croissant de colonies par rapport avec la croissance
avant utilisation I'extrait, et mais , I'extrait aqueux a donné un taux de croissance des
colonies plus élevé que I'extrait alcoolique

11.6.2 La tolérance au pH

Nous avons testé la capacité de Lactococcus lactis a se développer a différents valeurs
de pH en présence deux extraits, et comparé a leur croissance avant utilisation deux extraits,
nous montre a quel point ce plante sont efficaces et leur contribution a lI'amélioration de la

capacité probiotique.

Nous avons analyseé les résultats et noté que:

e Dans l'ensemble, le nombre de croissances de colonies augmente aprés incubation
dans les deux extraits.

e Plus le pH est élevé, plus le nombre de colonies est élevé.
11.6.3 Test antibiotique

Les résultats de ce test sont présenté dans les histogrammes et le tableau montre les
diamétres obtenus aves chaque antibiotique et chaque extrait. Aprés l'application des
recommandations du comité de l'antibiogramme de la société francaise de microbiologies
(2007) (Mami, 2013). R: résistante <17mm ; I: intermédiaire 18mm-20mm

Nous notons que :
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En présence extrait aqueux et alcoolique de Juniperus communisla bactérie Lactococcus
lactis est résisté a Oxacilline et Amoxicilline et Pénicilline mais sensible a Ciproflaxacine
et Gentamicine

Les 2 extrait aqueux et alcoolique favorisent la résistance aux antibiotiques, ceci est
susceptible d'augmenter le nombre des bactéries plus en présence Juniperus communis.
Ait Said et Hameg (2019) ont étudié¢ deux plantes différentes (d’écorce de grenade et
feuille d'olivier) qui ont le méme but thérapeutique et ont constaté que l'effet de I'extrait
d’écorce de grenade (prébiotique) sur la des bifidobactéries et résultats révelent 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 réle bénéfique dans la promotion des bactéries

probiotique.

11.6.4 Pouvoir antimicrobiennes

Les bactéries pathogénes n'ont pas été affectées par le substrat d'extrait de plante de

Juniper communis ou par d'autres bactéries, ce qui indique deux possibilités :

v 1l n'y a pas d'activité de les extraits de plante avec des antimicrobiens

v Les souches pathogenes utilisées ont une grande résistance

On confirme nos résultats avec le test antibiogramme pour ces bactéries pathogenes. Ces

résultat montrent que les bactéries pathogenes sont plus ou moins résistantes aux

antibiotiques. Cela ne signifie pas qu'ils sont 100% sensibles aux autres extrait, mais

généralement, les souches pathogénes ont une forte activité de résistance.

Tableau 10: Pouvoir antibactérienne des souches lactique avec extrait

Aqueux de Juniperus Alcoolique de Juniperus
communis communis

0 0

O|I0|0|0O|Oo|o
OoO|Oo|0|0O|Oo|o
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Conclusion générale

La nature est une source de richesses inestimables pour I’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 possedent des
propriétés biologiques tres importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers
domaines a savoir en médecine (médecine 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, c’est-a-dire riche en substances bioactives.

Ce travail avait pour objectif d’étude I’effet d’un extrait (extrait aqueux et alcoolique)

végétal de juniper communis sur les bactéries probiotique.

Nos investigations phytochimiques ont porté sur deux extraits : aqueux, et
hydroéthanolique des parties Juniperus communis. 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.

Le criblage phytochimique qualitative a mis en évidence la présence des polyphénols «
tanins, flavonoides, Terpénoides, Quinones liber, les sucres réducteurs, Glycosides
cardiaques, dans le plante et les deux extraits. Mais Les alcaloides, saponines, leurs présences

dans de extrait et absence dans 1’autre extrait

L’analyse quantitative de extrait dé le plante Juniperus communisa révélé que 1’extrait

aqueux riche en polyphénols que I’extrait hydro-alcoolique (103,80 mg EAG/ g E).

L’extrait hydroéthanolique contient une quantité importante de flavonoides (17,05 mg

EQ/gE),

Enfin, dans ce travail on a évalué l'effet de ces extraits sur 1’activité de la bactérie
Lactococcus lactis. probiotiques Les souches bactériennes sont isolées a partir du lait de
chamelle. 1l est riche en les bactéries (Lactococcus lactis, Pediococcus acidilactici,
Streptococcus thermophilus) qui ont un rdle 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 résistent les

antibiotiques. Les résultats de cette étude ont montré que les Juniperus communis. qui
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contient une quantité notable de polyphénols, flavonoides, et de tanins peuvent jouer un role
majeur dans D’activité de la bactérie probiotique (Lactococcus lactis) surtout en particulier

dans l'inhibition des bactéries pathogeénes.
A partir de quelle nous confirmons qu'il a un effet positif sur le systeme digestif

e Perspective

Les probiotiques et les prébiotiques sont encore a un stade précoce d’utilisation et
surtout a 1’échelle industrielle, suite aux résultats de notre étude il serait intéressant de réaliser

les points suivants :

—Etude I'effet de Juniperus communissur les probiotique in vivo.
—Etude I'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

Annexes 01: Observation microscopique
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Figure 1 : Aspect microscopique apreés coloration de Gram des souches isolées
(Photo originale, 2023).
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Annexes 02: Test antimicrobien

Figure 02 :Test antimicrobien en présence différentes concentrations des extraits

1: Extrait aquatique de Juniperus communis
2: Extrait alcoolique de Juniperus communis
3. Les souches utilisés Lactococcus lactis

Annexes 03: Pouvoir antibactérienne
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Figure 02: Pouvoir antibactérienne des souches lactique avec extrait
e Antibiotiques utilisés
1:Pénicilline
2:Oxacilline
3: Amoxicilline
4: Gentamicine HLG
5:Ciproflaxacine
e Souches pathogéne utilisés
1.Enterococcus faecalis
2. Staphylococcus haemolyticus
3. Candida albicans
4. K;kleb: klebsella sp
5. salmonella sp
6. staphylococcus aureus

7. Escherichia coli
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Annexes 04: Tolérance au pH

Tableau 01: Effet de Ph acide sur la viabilité de la souche dans (log UFC/ml) en

présence différentes concentrations d’extrait aqueux de JC

PH=2
t=3h t=0h
10 5 2.5/t moin 10 5 2.5/t moin concentration
5.262 5.685 3.874 2.221 4,761 5.851 4.044 2.224 Moyen
PH=3
t=3h t=0h

10 5 2.5/t moin 10 5 2.5/t moin

5.847 5.652 5.461 3.366 5.872 5.813 5.891 3.184

Tableau 02: Effet de pH acide sur la viabilité de la souche dans (log UFC/ml) en

présence différentes concentrations d’extrait alcoolique de JC

PH=2
t=3h t=0h

10 5 2.5/t moain 10 5 2.5[t moin concentration

5.399 5.646 5.557 2.221 5.418 5.441 5.4 2.224 Moyen
PH=3
t=3h t=0h
10 5 2.5/t moin 10 5 2.5/t moin
5.56 5.423 5.602 3.366 5.651 5.744 5.888 3.184




