REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE L A RECHERCHE SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE DE TLEMCEN-ABOU-BEKR BELKAID
FACULTE SNV/STU-DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

Laboratoire de biologie moléculaire appliquée et itTunologie

Mémoire

Présenté pour obtenir de grade

DE MASTER EN ALIMENTATION ET NUTRITION

Par
ABBOUYEN Fatima Zahra
Soutenu le
07/10/2014

Intitulé :

ACTIVITE ANTIMICROBIENNE DES EXTRAITS PHENOLIQUE DH-A
FARINE DE LA PULPE DE CAROUBE PAR INTERACTION
PROBIOTIQUE-PREBIOTIQUE-PATHOGENE

JURY :

Mr ARIBI Mourad Pr Président Univ.Tlemcen
Mr MANSRI Al Pr Examinateur Univ. Tlemcen
Mr REBIAHI Sidi Mohammed MCB Examinateur Univ.Tlesn
Mme YOUCEFI Fatema MCA Encadreur Univ.Tlemcen

Année universitaire : 2013/2014



RESUME

Introduction

Objectif

But

Matériels et
méthodes

Résultats

Conclusion

Mots clés

La pulpe de caroube Geratoniaseliqua» est utilisée dans différents secteurs
notamment en industrie agroalimentaire, cosmétigueharmaceutique.

étudier l'activité antimicrobienne de I'extrait pt@ique de la farine de la pulpe
de caroube.

Montrer I'effet bactéricide et antagoniste des pbBnols de la pulpe de caroube
contre deux souches bactériennes.

des concentrations de polyphénols de pulpe de barallant de 5 a 50% ont été
soumis aux mesures de leur capacité antimicrobiesorgre un pathogéne
Staphylococcusaureus ATE@213, un probiotiqueLactobacililmnosuset
une solution mixte§.aureus/Lb rhamnosus).

Une activité antimicrobienne importante pour descemtrations de polyphénols
allant de 5 a 50% avec des zones d'inhibition de &018mm pour
Staphylococcus aureA$CC 29213 etLactobacillusrhamnosus ; ede 10 a
20mm pour la solution mixteS(aureus/Lb rhamnosus).

Les polyphénols de la pulpe de caroube ont une factivité antimicrobienne
contre les bactéries pathogénes et lactiques amsune synergie avec les
probiotiques contre les bactéries pathogénes.

caroube, polyphénols, prébiotique, probiotique.
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The carobpulperatoniaseliquavisused in various industries
includingfoodprocessing, cosmetics and pharmacastic

the antimicrobialstudy of the phenolicextractfrdme flour of carobpod

Show the bactericidal and antagonisteffect of pheextractfrom the flour of
carobpodagainsttwobacterialstrains.

Concentration of polyphenols of carobpodgoingfrono 0% weresubjected to
the measures of theirantimicrobialcapacityagaingtathogeniStaphylococcus
aureus 29213, a probioticactobacillus rhamnosasmd a mixed solution
(S.aureus/Lb.rhamnosus).

An antimicrobialactivity important for concentrat® of polyphenolsgoingfrom
5 to 50% with inhibition zones from 10 to 18mm f8taphylococcus aureus
ATCC29213 and.actobacillus rhamnosusand from 10 to 20mm for the mixed
solution(S.aureus/Lb.rhamnosus).

The polyphenols of carobpod have a
strongantimicrobialactivityagainstpathogenic andctitdbacteriaalso have a
synergywithprobioticagainst the pathogenicbacteria.

Carob, polyphenols, prebiotic, probiotic.
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Etude de I'activité antimicrobienne des extraits p&noliques de la farine de la pulpe de caroube panteraction prébiotique-probiotique-pathogene.

I. Présentation de la plante étudiée

1. Taxonomie
Scientifiquement, le caroubier est appEkratoniasiliqua Ce nom dérive du grec keras et
du latin siliqua ou gousse, faisant allusion eolafe de son fruit qui ressemble a la ‘corne’
de bouc(Bolonos., 1955) Le mot "caroubier” venant de l'arabe al kharroudst connu
sous le nom scientifique d&eratoniasiliqua.(Boudy., 1950)
Il est aussi appelé Carouge, Pain de saint JeptisBa figuier d'Egypte, féve de
Pythagore(Batlle et al., 1997) Pendant longtemps aux joailliers comme unité delgoi
pour peser les diamants, les perles et d’autrasepigrécieuses (1 carras = 205,3 mg)
(Rajeb., 1995)

Tableau 01 :Classification de caroubiéuezel et Santa., 1962)

Regne Plantae
Embranchement Tracheobionta
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Fabalae

Famille Fabaceae
Genre Ceratonia
Espéece Ceratoniasiliqud

2. Biologie et reproduction

Le caroubier est une espéece dioique dont les flears initialement bisexuelles puis
deviennent habituellement unisexuées au cours delajgoement floral(Thomas et
Metha., 1983)

Cet aspect a été bien étudié pachroeder., 1959)il est considéré comme le seul arbre
méditerranéen qui fleurisse en été : d’aolt a wetObafi., 1996) ou en automne : de
Septembre a novembfEgournier., 1977) Cependant, le temps et la durée de la période de
floraison dépendent des conditions climatiquesjuiesst le cas pour la plupart des arbres
fruitiers (Batlle etal., 1997)

- _________________________________________________________________________________________|
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Etude de I'activité antimicrobienne des extraits p&noliques de la farine de la pulpe de caroube panteraction prébiotique-probiotique-pathogene.

La pollinisation des fleurs du caroubier est enndeapartie assurée par les insectes
(Retana etal., 1990, 1994; Rejeb edl., 1991et Ortiz etal., 1996)mais aussi par le vent
(Passos de Carvalho., 1988etBatlle etl., 1990) Les fleurs sécretent des substances
nectariféres dont la quantité et la contenancaueresont élevées dans la fleur femelle par
rapport a son homologue mélertiz et al., 1996)
La fructification, chez le caroubier, se situe entiillet et décembre de I'année qui suit la
floraison, selon les régions et les cultivgksfi., 1996)
3. Origine et répartition géographique

3.1.Origine

L’origine du caroubier demeure aberrante. Toutef@sCandolle., 1983etVavilov.,

1951)ont rapporté gu'il serait native de la région Estditerranéenne (Turquie et Syrie).

Pour certaines auteurs le caroubier est domestgpéis le néolithique 4000 ans avant
J.C, et sa culture extensive date au moins de 280 awvant J.C(Batlle et al.,
1997 ;Gharnit., 2003 etBerrougui., 2007M était connu dans le proche Orient et les iles
de la méditerranée. En Egypte les pharaons ormgéutd farine du fruit pour rigidifier les
bandelettes des mamies (XVIkiécle avant J.C). Les Numides s’en servait pour
I'alimentation des bétes de valeur et, selon Gskkntrait dans la préparation de la

nourriture humainéLavallée., 1962)

Au Moyen-Age, le caroubier donnait lieu & un comraeémportant entre les provinces du
Midi et du Nord, les Etats Germaniques et la GraBdetagne. Son bois était employé
dans I'ébénisterie de I'époque et son fruit seradé préparation des confiturgsavallée.,
1962).

3.2. Répartition géographique

Selon(Hillcoat et al.,1980)le caroubier est étendu, a I'état sauvage, enuieirhypre,
Syrie, Liban, Palestine, Sud de Jordanie, Egyptabi&, Tunisie et Libye avant d’atteindre

I'’Ouest de la méditerranéen.

Il a été disséminé par les arabes le long de k& Mord de I'Afrique, au Sud et a I'Est de
'Espagne et par les grecs en Grece et en Itaée.lDrs, il a été diffusé au Sud du Portugal
et au Sud-est de Frarigenate., 2007) Ensuite il a été introduit avec succés dans des

pays ayant un climat méditerranéen : en AmériquSuhl, du Nord et en Australie par les
|
REVUE DE LA LITTERATURE 2



Etude de I'activité antimicrobienne des extraits p&noliques de la farine de la pulpe de caroube panteraction prébiotique-probiotique-pathogene.

Espagnols. Actuellement le caroubier se trouveiauss Philippines, en Iran, en Afrique
du sud et en IndéBerrougui., 2007)

Figure 01 : Centre d’origine et distribution du caroubier demondé¢Batlle etal, 1997)

En Algérie, le caroubier est fréequemment cultiv@sdBAtlas Saharien et il est commun
dans le tell(Quezel et santa., 1963)On le trouve a I'état naturel en association avec
I'amandier, Olea Europeaet PistaciaAtlantica dans les étages semi-arides chauds,
subhumides, avec une altitude allant de 100m a rh36@ns les vallons frais qui le
protégent de la gelée ; avec une température dgusf’'a 20°C et une pluviométrie de
80 mm a 600 mm/afRebour., 1968)

Suivant ces critéres climatiques ; on a établrd'ale répartition du caroubier en Algérie
(figure 02). Ses lieux de prédilection sont les collines biesotzillées des régions
littorales ou sublittorales : Sahel algérois, DalBeande—Kabylie et Petite—Kabylie, vallée
de la Sommam (1074 ha) et de 'Oued-Isser, collif®san et des coteaux Mostaganem a
étage semi-aride chaud, plaines de Bbne, Mitidjeestvallées intérieures (1054 ha). Il
descend jusqu’a Bou—-Saada, mais n'y porte pasuitedt dans la zone de Traras au Nord
de Tlemcen (276 hd).avallée., 1962 ; Zitouni., 2010Q)

- _________________________________________________________________________________________|
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A Tlemcen, on trouve le caroubier dans les régismsantes : Sidi M’ djahed, Sabra,
Henaya, Tlemcen, AinTellout, Sidi Abdli, Remchi,rB8ekran, Ain Youcef et de Beni Saf

jusqu’a Marsat Ben M’ hidFigure 03).

Les Domaines bioclimatiques -tef'a"ée
TE

Figure 02 : Répartition du caroubier en Algérie suivant lemdmes bioclimatiques
(A.N.R.H, 2004)

REVUE DE LA LITTERATURE
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Figure 03 : Distribution du caroubier a Tlemcen

4. composition chimique de la caroube

La composition chimique de la graine a été évaleeBouzouita etal.,2007) qui a
démontré que la graine était pauvre en minéra@n dibres et la pulpe et les graines sont
les deux principaux constituants de la gousse doubgr et représentent respectivement
90% et 10% de son poids total. Selon plusieursuasitéa composition chimique de la
pulpe dépend en général, du cultivar, de l'origateparfois de la période de récolte
(Orphanos et Papaconstantinou., 1969/ardar et al., 1972; Calixto et Cafellas., 1982
et Albanell etal., 1991)

Selon les travaux déAvallone etal.,, 1997 et Bengoechea eil., 2008)la gousse de
caroube est riche en hydrates de carbone et ezsfiblle contient une faible quantité de
protéines et des teneurs négligeables en lipidgsant a la teneur de la caroube en

minéraux elle est appréciable.

5. propriétés et utilisation

5.1. Propriétés

REVUE DE LA LITTERATURE 5
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La pulpe est trés utilisée soit comme aliment tigi€, soit comme remplagant du
chocolat ou encore en alimentation animale. Elietes riche en sucre (48-56%), en
particulier, sucrose, glucose, fructose et mal{@sbleau 02) mais pauvre en protéines
(2-6%) et en lipides (0.4-0.6%) dont les acidesirgst et insaturés sont en proportions
égalegLeroy., 1929etPuhan et Wieling., 1996 partir d’extrait de gousses, cing acides
aminés, alanine, glycine, leucine, proline et \gliont été isolés pavardar et al., 1972)

et deux autres composeés, tyrosine et phénylamimeité rapporté paCharalambous et
paconstantinou., 1966En plus, la pulpe présente également une tenesiréte¥ée en
fibres (27-50%) et une quantité non négligeabletanins (18-20%)(Saura-Calixto.,
1987; Puhan et Wielinga., 1996)Par ailleurs, I'analyse minéralogique faite, fanhan

et wielinga., 1996)sur la pulpe, a révélé une composition (en mg/ld®gulpe) de : K=
1100, Ca= 307, Mg= 42, Na= 13, Cu= 0.23, Fe= 10d51.4, Zn= 0.59.

Tableau 02: Composition moyenne de la pulpe de caraiihéran et Wielinga.,
1996;Batlle etal., 1997)

Constituants %
Sucres totaux 48 — 56
Sucrose 32-38
Glucose 5-6
Fructose 5—-7
Pintol 5-7
Tannins 18 - 20
polysaccharides non amines 18
Cendre 2-3
Lipides 0,2-0,6
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Figure 04 : Pulpe et farine brute de caroube aprés éliminatemsucre

La graine est composée de 30 a 33% d’enveloppenéugpaire, de 42 a 46% de I'albunr
et de 23 a 25% d’embryo(Neukom., 1988) L'enveloppe tégumentaire est considé
comme étant une sourcatarelle pour la production de polyphénol antioxy(Batista et
al., 1996;Makris et Keflas., 2004) L’albumine est essentiellemeobnstitué de gomme
ou galactomannanui est une molécule polysaccharidique composédedix unités d
sucre, mannose et galactose, a une proportid:1.

Ce polysaccharide naturel est doté de diversesiptép importantes, a savoir une he
viscosité dans I'eau, méme a tempéralet a pH variablesGarcia-Ochao et Casas.,
1992) une capacité de former a partir d’'une solution tdsée de stable solutic
visqueuse et une haute potentialité de réagir dimdres polysaccharides induisant a

un effet de synergiéPuhan etWielinga., 1996)

La valeur nutritionnelle de la gousse du caroubsr considérée similaire a celle de
plupart de céréale§Coit., 1962; NAS., 1979) Selon (Noblet et al.,1989) la valeur
d’énergie métabolique (EM) de la farine de caroefteestiméa 13.1mj EM/kg de produ

frais.
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Figure 05: les grains de la caroube

5.1.1. Utilisation du caroubier :

Le caroubier se présente comme une essence & liofestiere et arboricole. Il est d'u
grande importance économique, écologique et soSalautilisation est multiple

- Arbre

Il est utilisé pour le reboisement et la reforestatles zones affectées par I'érosion ¢
désertification(Boudy., 1950; Rejeb etal., 1991 ; Biner etal., 2007. Il est également
utilisé comme plante ornementale en bordure detescet dans les jardin(Batlle et al.,
1997)

Actuellement, il est considéré comme l'un des abiiitiers et forestiers les pli
performants puisque toutes ses parties (feuillesrs, fruits, bois, écorces et racines) <
utiles et ont des valeurs dans plusieurs doma(Aafi., 1996)

- Fruit

Le fruit du caroubier ou la caroube, se composena’pulpe enveloppant des grail
régulieres. En effet la pulpe sucrée de la carmdbeemployée depuis longtemps corr
nourriture de bétail a cété d’autres aliments conienéarine d’orge(Ait Chitt et al.,
2007)

Selon les travaux dg.izardo et al., 2002) il semblerait que la farine de caroube soil
produit parfaitement adapté a l'alimentation descelets. Son incorporation dans

régimes s'avere tres utile dans le soutien de fes@mmation, dea croissance et de
santé en post-sevrage.

- _________________________________________________________________________________________|
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La farine, obtenue en séchant, torréfiant et mauéngousses apres les avoir débarrassées
de leurs graines, est employée surtout en agreeataire(Sbay et Abourouh., 2006dans

la préparation de jus sucrés, de chocolat, de itssest comme remplacant de cacao
(Berrougui., 2007)

En Egypte, on extrait des fruits un sirop qui e@speyé pour confire les fruits ; les Arabes
fabriquent avec la pulpe une boisson alcoolisdesKabyles fabriquent a partir du fruit

un plat appelé tomirigonnier., 1990)

De nombreuses études cliniques ont souligné latfié de la poudre de caroube dans le
traitement des diarrhées aigués infantites rairi et al., 2000) ce qui a été confirmé par
I'étude clinique menée pdroeb etal., 1989)chez des enfants agés de 3 a 21 mois, que le
transit intestinal, la température et le poids @mfant s’amélioraient plus vite aprés
administration de la poudre de caroube par voiégeof@elon(Rejeb., 1995)a pulpe est
recommandée contre la tuberculose pulmonaire déhfestions des bronches. Etant riche
en antioxydants (composeés phénoliques), en sym@gines, fibres, potassium et calcium,
cette plante est connue en thérapeutigue pour dtet @ypocholestérolémiant,
antiprolifératif, anti diarrhéique et troubles ditjés (Berrougui., 2007)

D’autres études expérimentales ont démontré leacités bactéricides de la pulpe de
caroube vis-a-vis de staphylococcus aureus ; laubaradsorberait aussi les entéro-toxines
produites par certaines souchegstherichia coliet de staphylocoques ainsi que par le
vibrioncholérique, ce mécanisme d’adsorption pougte expliqué par la présence de

tanins dans la partie insoluble et active de lawae(Tolentino., 1950)

En plus de son pouvoir nématicide démontré patréasaux deEl Allagui et al., 2007)
qui est dU a sa teneur en composés phénoliquesréaube possede aussi une activité

antimicrobienne et antioxydante sel@en Hsouna efal., 1986)

Selon l'étude récente dé&anchez etal., 2010)la caroube est une source bon marché

d’hydrates de carbone pour la production de bio#tha

Quant aux graines de caroube, vu leur uniformités esont appelées ‘carats’ et ont servi
pendant longtemps aux joailliers comme unité delgppour peser les diamants, les perles
et d’autres pierres précieuses (1 carat = 205,3R@keb., 1995)

- Les autres parties de I'arbre

- _________________________________________________________________________________________|
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Les autres parties de I'arbre sont aussi exploitéms effet, la fleur est utilisée par les
apiculteurs pour la production du miel de carowdletrs que les feuilles sont utiles pour
I'alimentation des animaux. L’écorce et les raciseat utilisées en tannerie grace a leur
teneur en tanins. Le bois du caroubier, dur, delecourouge, est estimé dans la

charbonnerie et la menuise(leariri et al., 2009)

Dans les domaines forestiers, les pieds males soment taillés pour le fourrage.
Plusieurs études ont montré que l'utilisation desilles associées avec le polyéthyléne
glycol (PEG) améliore la digestibilité et la quélitutritive des tanins contenus dans les
feuilles (Priolo et al., 2000) ces derniers ont été utilisés en Turquie, dansddetine
traditionnelle pour traiter la diarrhée et daraimentation diététiquéBaytop., 1984) ils

ont été eégalement désignés comme étant porteurstivités cytotoxiques et

antimicrobiennesgKivcak et Mart., 2002).
5.2.  Production du caroubier

Selon les données dirAOSTAT., 2010) l'aire totale de la production mondiale du
caroubier est estimée a 102939(lhableau 03) La plus grande superficie, 83574 ha, est
celle de I'Europe, contre une superficie estimd®@0 ha pour I'Algérie et 13460 ha pour

les pays d’Afrique du Nord.

Tableau 03 Superficie occupée par le caroubieAOSTAT., 2010)

Pays Superficie (ha) en 2004 Superficie (ha) en B0
Algérie 1066 1000

Afrique du Nord 13526 13460

Europe 92218 83574

Monde 112711 102939

- _________________________________________________________________________________________|
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Figure 06 : superficie occupée par le caroubier

Tableau 4: Production mondiale de carou(FAOSTAT., 2010

Pays Production en tonnes (200« Production en tonnes (200¢
Espagne 67000 72000
Italie 24000 31224
Maroc 40000 25000
Portugal 20000 23000
Grece 19000 15000
Turquie 14000 12100
Chypre 7000 3915
Algérie 4600 3600
Liban 3200 2800
Tunisie 1000 1000
Monde 182680 191167

- _________________________________________________________________________________________|
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Figure 07 : production mondiale de caroube

Durant le siécle dernier, la production mondialecdmube a connu une chute dramati
elle est passée de 650.000 t en 1(Orphanos et Papaconstantino., 1969a 310.000 t
en 1997.

La grande perte a été enregistrée en Espagnepvadaction a chutde 400.000 t en 19:
a 150.000 t en 1990/APA ., 1994)

Selon (Batlle., 1997, la régression accusée dans la production du caoubiété
principalement liée a la baisse des prix et awgmmmes du développement des zc
cétiéres au dépend dpkntations de caroubi

On remarque qu’en Algérie la production de caroalmsi que la surface cultivée ¢
baissé par rapport aux données enregistrées en A0# n'est plus utilisé comme plar
fourragere pour l'aliment de bétails au profit terge et c’est di & son codt élevé et
rendement lent (10 & 15 ans apres sa plante

- _________________________________________________________________________________________|
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Il. Les polyphénols Végétaux
1. Introduction

Les polyphénols végétaux ont d’abord été étudiés frurs effets protecteurs contre les
organismes pathogénes, bactéries ou virus quiterfeda plante. Souvent présents en
grande guantité dans les plantes consommeées paerdeisores, ils limitent leur appétence
et digestibilité. lls ont donc été pendant longtemgonsidérés comme des facteurs
antinutritionnels. C’est un regard tout a fait éi#int que nous leur portons aujourd’hui,
apres la reconnaissance de leurs propriétés aytiaoxes et de leurs effets présumeés sur la

santé.

Les recherches sur les effets thérapeutiques dggphgnols ont cependant débuté
beaucoup plus tardivement que pour les autresxyadmts. Ceci est largement expliqué
par la trés grande diversité de leurs structur@wighes. Plusieurs centaines de molécules
ont été identifiées dans les aliments, répartieplasieurs classes. Nous pouvons citer
parmi les plus importantes les anthocyatiesalbert et Williamson., 2000responsables
de la couleur des fruits rouges (cerise, cassasdr etc.), les tanin&idry et al.,
1982yesponsables de l'astringence de divers fruitdi¢pé et pépins du raisin, chair de
kaki, etc.), les flavanones responsables de l'amestdu pamplemousse et également
abondantes dans l'orange. Pour les léegumes, ndasscl'oignon riche en flavonols

(quercétine).
2. Activités biologiques des polyphénols

Les orientations récentes des recherches sur lgshgmols visent a mieux comprendre les
mécanismes d’action au niveau moléculaire. Lesltedswdes études sur les marqueurs du
stress oxydant sont trés contradictoires et nerpssgront qu’a la lumiére des progres
réalisés dans la validation de ces marqueurs. peapd’études clinigues ont encore été

publiées mais elles suggérent un role protectesdawis des maladies cardiovasculaires.

Les recherches épidémiologiques visant a préceserassociations entre les niveaux de
consommation des divers polyphénols et le risque ddeelopper les pathologies
permettront de préciser la nature des polyphénblée® niveaux d’apports les plus

favorables a la prévention des diverses pathologies

Ces études épidémiologiques sont encore a leubsitimhents. Les progrés sont rendus
difficiles par I'insuffisance des tables de compiosis alimentaires pour les polyphénols.
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Une premiere table partielle vient d’étre publi@ex &tats-Unis. Une autre table plus
compléte est en cours d’élaboration en France.

Le développement de tels outils contribuera a ipeécles associations entre
consommation de polyphénols et santé, une desnélésssaires pour I'établissement de
recommandations nutritionnelles.

Dans I'état des connaissances actuelles, il estoile de recommander une augmentation
des niveaux d’apports en polyphénols. Un apportegsit en polyphénols a travers
notamment la consommation de suppléments nutriglgnpourrait avoir éventuellement
des conséquences facheuses pour la santé (stattdr,eeffets pro-oxydants, effets
goitrogenes, etc...). Seuls les recherches a veningitront de mieux préciser les niveaux

d’apport les plus favorables au maintien de laé@dntiry et al., 1982)
Tableau 5: Activités biologique des composés polyphénolgue

Polyphénols activités Références
Acides phénol Anti-bactérierag Ravn et al., 1984)

Anti-fongiques(Hayaseet Kato., 1984)
Anti-oxydantes (Mabry et Ulubelen., 1998)

Coumarines Protectricemsculaires et (Stavric et Matula., 1992)
Anti-cedémateuses
Anti-tumorales (Das etal., 1994)

Anti-carcinogéenes (Bidet etal., 1987)

Flavonoides Anti-inflammatoires (Bruneton., 1993)
Hypotenseurs et diurétiques  (Aruoma., 1995)
Anti-oxydantes (Masquelier etal., 1979)

Effets stabilisants sur le collagen@®ahorun etal., 1996)

Anti-oxydantes (De Oliveira etal., 1972)

Proanthocyanid  Anti-tumorales (Brownléé etal., 1992)
Anti-fongiques (Kreofsky et al., 1992)
Anti-inflammatoires (Okuda etal., 1983)

Anthocyanes Protectrices adpro-veineux(Okamura et al., 1993)
Tanins galliques Anti-oxydantesHuglin et Schneider., 1998)
et catéchiques

- _________________________________________________________________________________________|
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3. Structure chimiques des polyphénols
3.1.Les composés non-flavonoides

Les composés non-flavonoides regroupent les apii&soliques ainsi que les stilbénes. lls

ne possedent pas de squelette «flavone».

- Les acides phénoliques

Nous distinguons tout d’abord les dérivés de tladienzoique composés d’'un squelette a
sept carbones. lls sont principalement représegratébacide gallique, qui est généralement
lié par une liaison ester a I'épicatéchine.

D’autres composés phénoliques appartiennent égateineette classe de composées. A
titre d’exemple, nous citons les dérivés hydroxgaimique possédant une structure du
type C6-C3. Les composés les plus fréquents sacitlep-coumarique I'acide-caféique,
I'acide t-fertarique et I'acide-sinapique(Huglin et Schneider., 1998 et Goetz edl.,
1999).

Acidefertarique : R =OCH;, R; =H

Figure 8 : Structure chimiques de quelques dérivés desfdstdroxycinnamique

- Les stilbénes

Les stilbénes sont des composés phénolique cortesmanminimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison, fornuangysteme conjugué. Cette particularité
leur confére une grande réactivité due a la résmnaes électrons sur la totalité de la
molécule. Les plus abondants sontrensresvératrol et son dérivé glucosyle : le picéide,
ainsi que les dimeres : le resvératans-déhydrodimeére et  dviniférine(\Waterhouse

et Lamuela-Reventos., 1994 et Langcake., 1981).

Pterostilbénes : R = OCH;, R,
=OCH;Resvératrol: R =0OH, R =OH
Picéide : R =OGilc, R, =OH
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Figure 9 : Structure chimiques de quelques stilbenes.

Ce type de molécules existe aussi sous la formeddéévés trimériques jusqu’a
pentamériqueé8okel etal., 1988 et Tanaka etl., 1998) Les stilbénes sont connus pour
leurs propriétés antioxydantes vis-a-vis des lipggnes a basse densité (LDL). D’apres
les travaux de FRANKEL et collFrankel et al., 1993)ils pourraient jouer un réle
protecteur contre les maladies cardiovasculairésuti2 part, JANG et collJang etal.,
1997)eur attribue des activités chimio-préventives oid cancer.

- Les flavonoides

Les flavonoides sont formés d'un squelette de basd5 carbones (C6-C3-C6),
correspondant a la structure de la 2-phényl benoogy

Au sens large du terme, ce groupe comprend prilecigant trois familles de composés :
les flavonols, les anthocyanes et les flavan-3-gls, se différencient par le degré
d’oxydation du noyau pyranique centfBburzeix etal., 1986).

- Les flavonols

Les flavonoides sont des substances naturelleplpéplique trés répandues dans le réegne
végétal et donc dans les produits de notre alinientaNous citons a titre d’exemples le
kaempfeérol, la quercétine, la myricétine et I'ismmimétine. Les dérivés de la quercétine
sont toujours prédominants. Ceux de la myricétemaldent étre spécifiques aux variétés
de raisins rouge$Remy., 1999) Des travaux réalisés par Bohm et @ailhm et al.,
1998kt par Vinson et calVinson etal ., 1995)leurs attribuent des propriétés bénéfiques
dans le traitement des maladies du cceur et desesarid’autre part, Lacaille-duboiset
coll(Lacaille-Dubois et Wagner., 199@nt montré que ces composés possedent aussi des

activités antitumorales et chimio-préventives.

Kaempférol:R =H, R, =H
Quercétine: R =OH, R, =H
Myricétine: R =OH, R =OH
Isorhamnétine : R=OCH;, R, =H

Figure 10 : Structure chimiques de quelques flavonols
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- Les anthocyanes

Les anthocyanes sont responsables de la colomatie des racines deArbutusunedb.
Leur structure de base est caractérisée par urundiavone» généralement glucosylé en
position C-3(Ribereau-Gayon., 1968) Les anthocynes se différencient par leur degré
d’hydroxylation et de méthylation, par la natueenbmbre et la position des oses liés a la

molécule.

L’aglycone ou anthocyanidine constitue le groupeincenomophore du pigment.

Nous distinguons cing anthocyanidine : La cyanidilae péonidine, la delphinidine, la
pétunidine et la malvidine.

Malvidine : R, =OCH;, R, =OCH;

Péonidine : R=0OCH;, R, =H

Delphinidine: R =OH, R, =OH

Pétunidine: R =0OCH;, R, =OH

Cyanidine: R =OH, R, =H

Figure 11 : Structure chimiques de quelques anthocyanidines.

- Les tanins condensés (flavon-3-ols)

Les tanins condensés, appelés aussi polyphénofgaanthocyanidines, sont largement
répandus dans notre alimentation (fruits, thé,) eit.jouent un rdéle important dans les
gualités organoleptiques et nutritionnelles de posluits de consommatiofiHaslam.,
1998 et Haslam., 1980)Dans |Arbutusunedb. Les racines, tiges et fruits sont les zones
de concentration des tanins et des composeés pheadkiscribo-Bailon etal., 1992 et
Souquet et al., 1996) Leur structure complexe est formée d'unités Iépés
monomeériques qui varient par leurs centres asyquisi, leur degré d’oxydation et leur
nombre de substituants galloylésmingway., 1992).

- _________________________________________________________________________________________|
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Tableau 6 :Classes de proanthocyanidines.

Classes de Unité momérique Substituast
Proanthocyanidines 5 7 3 4
5

Procyanidine (2R,3S)-&&hine OH OHOHOH H
Prodelphidine (+)-(2R,3%)allocatéchine OH OHOHOHOH
Propelargonidine (2R,3S)-Afzélole OH OH H OH H
Profisetinidine (2R,3S)-$etinidole H OH OHOH H

- Les unités monomériques

Les formes naturelles monomériques des flavan-3®ldifférencient par la stéréochimie
des carbones asymétriques C-2 et C-3 et par laumigéydroxylation du noyau B. Nous
distinguons ainsi les catéchines (dihydroxylées)estgallocatéchines (trihydroxylées).
(+)-(2R,3S)-Catéchine : {R=OH, R, =H, R; =H
(-)-(2R,3S)-Epicatéchine :\R~H, R, =OH, R; =H
(+)-(2R,3S)-Gallocatéchine : ;R=OH, R, =H, R;
=OH

(-)-(2R,3S)-Epigallocatéchine;RH,R, =OH, R=OH

Figure 12 : Structure des unités monomeériques constitutivedaténs condenseés

Ces unités peuvent étre substituées par I'acidi&jgalen position C-3, en particulier dans
I'(-)-épicatéchine, formant I'(-)-épicatéchine@gallate (Su et Singleton., 2001let
Boukharta et al., 1988).

- _________________________________________________________________________________________|
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Figure 13: Structure de I'(-)-épicatéchine@-gallate.

- Tanins condensés (type A et B)

Les tanins condensés ou proanthocyanidines sontlidesnéres ou polymeres de flavan-
3-ols qui ont la propriété de libérer des anthoega@n milieu acide, a chaud, par rupture
de la liaison inter-monomériquyBate-Smith., 1954 et Porter etl., 1986)

Les proanthocyanidines se distinguent par leur merdlunité monomériques et le type de
liaison les reliant entre-elles. Ainsi, une tren&ide proanthocyanidinesdimériques,
trimériques et tétramériques ont déja été ideesfié/Veinges et Piretti., 1971 ;

Czochanska etal., 1979 et Ricardo-da-Silva etl., 1991) Le type B se caractérise par
une liaison inter-monomeérique qui peut étre soit@B4ou C4-C6, de conformatidrans

par rapport a I'hydroxyle en position C-3. La st@fdimie du carbone C-2 est
généralement (R), mais il existe quelques exceptidres structures des principaux
dimeres de type B sont représentées dans la fifirees proanthocyanidines de type A
contiennent une liaison éther supplémentaire datcarbone C-2 et les hydroxyles 5 ou 7

du noyau A(Escribo-Bailon etal., 1992).

B1 : Epicatéchine-@-8)-catéchine
R; =H, R, =OH, R, =OH, R, =H

B2 : Epicatéchine-(3—8)-épicatéchine
R; =H, R, =OH, R, =H, R, =OH

B3 : Catéchine-(d—8)-catéchine

R; =OH, R, =H, R =OH, R, =H

REVUE DE LA LITTERATURE 19



Etude de I'activité antimicrobienne des extraits p&noliques de la farine de la pulpe de caroube panteraction prébiotique-probiotique-pathogene.

B4 : Catéchine-(B)- épicatéchine
1ROH, R, =H, Rs=H, R, =OH
Diméres B a B,

B5:Epicatéchine-(@—6)-épicatéchine
Ri =H, R =0OH, R =H, R, =OH
B6 : Catéchine-(d—6)-catéchine
Ri =OH, R =H, R =0OH, R =H
B7: Epicatéchine-(@—6)-catéchine
R =H, R =OH, R =0OH, R =H
B8 : Catéchine-(d—6)-épicatéchine
R; =OH, R, =H, Rs =H, R, =OH

Diméres Ba B
Figure 14 : structure chimiques des proanthocyanidinesdimésqie type B.
- Dérivés du phloroglucinole

Les travaux de Bruyne et colde Bruyne etal., 1999)ainsi que ceux de Porter et coll.
(Porter et al., 1989pnt montré qu’un autre type de proanthocyanidites présents dans
le régne végétal. Nous citons a titre d’exemplépitatéchine-(@-2)-phloroglucinole,
I'épigallocatéchine-(@—2)- phloroglucinole etc.

Epicatéchine-(8—2)-phloroglucinole : R
=0OH, R, =HEpigallocatéchine-@#-2)-
phloroglucinole

R; =OH, R, =OHEpiafzélichole-(—2)-
phloroglucinole :

R: =H, R, =H

Figure 15 : Structure chimiques des
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proanthocyanidines avec le phloroglucinole.

Figure 16 : Catéchine-(4—2)- phloroglucinole
4. Principaux groupes de composés antimicrobiens deggétaux

Parmi les principales vertus des plantes, on p#et :cstimulant de la digestion anti-
inflammatoire, antalgique, antidiabétique, antidestérol, tonique, antiparasitaire,
antiseptique, antibactérien et anti fongique.

Les antimicrobienne phytochimique sont de plusiéypes. Le tableau ci-dessous résume
les différentes catégories de ces composés.

Tableau 7: Les principales classes des composés antimamslies végétaux.

Classe Sous Classe Exemple
Phénols simples Catéchine
Epicatéchine
Acide phénoliques Acide cinnamique
Polyphénols Flavonoides et flavones Chrysin
Abyssinone
Flavonoles Totarol
Tnins Ellagitanins
Coumarines Warfarine
Quinones Hypéricine
Terpénoides et les I Capsaicine
huilles essentielles
Alcaloides 1l Pipérine
Berbérine
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4.1.Les composés phénoliques et polyphénols

Il a été récemment établi que les secoiridoidesufopéine et ses dérives), une des classes
principales des polyphénols contenus dans lhuilelivé, empéche ou retarde la
croissance d’'une gamme de bactéries et de micrqugaons. Malheureusement, la
littérature ne mentionne aucune donnée au sujetsbge possible de ces secoiridoides en
tant qu’agent antimicrobienne contre les bactérigathogénes chez [I'homme.
Dans le cadre d’'une étude menée par BISIGNANO #t ¢Bisignano etal., 1999)
plusieurs souches bactériennes, des isolats ctisigh des agents causals des infections
des systémes gastro-intestinal ou respiratoirghdexme ont fait I'objet d’'un exameim
vitroa I'égard de la susceptibilité a deux secoiridoidesl’olivier (Olea europaea),
I'oleuropéine ( le principe amer des olives) etytlloxytyrosol (dérivé de I'oleuropéine

s7 7

par enzymatique et responsable de la stabilité&élekhuil d’olive) .

Cette étude indique que les valeurs des concemgatminimales inhibitrices (CMI)
obtenues représentent une preuve d'une large téctimtimicrobienne de I'hydroxytyrosol
conte les souches bactériennes et les souchesssatéclinique. En outre, I'oleuropéine a
également inhibé la croissance de plusieurs soumEsriennes et des agents causals des

infections chez '’homme.

Ces résultats montrent que, outre I'emploi potéwlgeses principes actifs comme additifs
alimentaires ou dans des programmes de prise ermge;haleaeuropaea peut étre
considéré comme une source potentielle d’agentsn@nbbiens prometteurs pour le
traitement des infections des systémes gastrotimsou respiratoire de I'homme
(Bisignano etal., 1999)

D’autres exemples sont mentionnés dans la littéedttiild., 1994 et Dixon etal., 1983)
C’est le cas des phénols qui son bactéricideswis des bactéries Gram (+) et Gram (-),
parfois des mycobactéries, et non aucune actw#é-visdes spores bactériennes. De
plus, I'acide caféique isolé du thym est efficaamtee les virus, les bactéries et les
mycetegWagenvoort et Kepers-Rietrae., 1997 et Wild., 1994

Les flavonoides sont reconnus comme étant synfledtipar des plantes en réponse a
I'infection microbienne (Tsuchiya et al., 1996) Ce qui s’'avere des substances

antimicrobiennes efficaces contre une grande sétede micro-organisme.
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Les flavonoides les plus lipophiles peuvent égafgmperturber les membranes
microbiennegBorris., 1996) C’est le cas de la catéchine qui se trouve datisd vert et

qui exerce une activité antimicrobienne contre ¥ibholéraAziz etal., 1998)
5. Caractéristiques des polyphénols de la caroube :

Peu d’études ont été consacrées a I'analyse dgshgwiols de la caroube. Les teneurs et la
composition en polyphénols different d’'un auteuaraautre. Les fluctuations obtenues
doivent étre dues a différents facteurs comme tegtéade la caroube, le pays producteur,
la partie analysée (pulpe, fibre, partie solublepattie résiduelle insoluble), les méthodes
utilisées pour I'extraction des polyphénols ou leiétermination(Marakis, 1996)Les
variétés sauvages sont plus riches en tannins epugdriétés cultivée@Viarakis et al,
1993).

Une gousse de caroube contient, en moyenne, 19 emgolyphénols totaux par g de
matiere fraiche, 2,75 mg/g de tannins condens@®9Btmg/g de tannins hydrolysables. A
noter que des concentrations beaucoup plus éléd8g&smg/g de polyphénols totaux, 16,2
mg/g de tannins condensés et 2,98 mg/g de tanguhellgsables) sont détectées dans le
germe alors que ces composeés se trouvent a I'étahdes dans la graig@vallone etal,
1997).

La teneur en tannins condensés des gousses dédeageusitue entre 16 et 20% de la
masse seclie/ursch et al, 1984) (Saura—Calixto, 1988papporte aussi une teneur en
polyphénols de 19,2% (17,9% de tannins condensés3ét de tannins solubles dans

I'eau). 94% de ces polyphénols font partie desitésde fibre de la caroube.

Les polyphénols de la caroube ont une masse maléeufes élevée rarement rencontrée
chez d’autres plante8/Nursch et al, 1984) Prés de 50% des tannins sont de masse
moléculaire comprise entre 3200 et 3600 Daltbamir et al, 1971) l'autre moitié se
rencontre sous forme de granules de plus hauteenmaskculaire avoisinant 32 000 Da
(Wirsch etal, 1984).

Les principaux polyphénols décrits dans les goudsesaroube sont insolubles, hautement
polymérisés, appartenant aux tannins condensésranttun noyau flavafi&/trsch et al,
1984)Le degré de polymérisation des flavanols, estimélpamazawa etal, 2002gst de
31,1% et les flavanols constituent 23% des polypls&otaux.
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6. Effets antibactériens et antifongiques des compospbénoliques

Le potentiel antimicrobien de le huit composantrnii€ue isolé a partir du tourteau des
olives a été examiné a I'égard de la croissandesderichia coli, Klebsiellapneumoniae,
Bacillus creus, Aspergillus flavus et Aspergilliggsiticus.Les composants phénoliques
incluaient les acidesp-hydroxy benzoique, vanillique, caféique, protocatéchique,
syringique, ep-coumariquel’oleuropéine et la quercétine.

Les acides caféique et protocatéchique ont empéchéroissance deée. coli et K.
pneumonie Les mémes composants indépendamment de [lacidengspe ont
complétement inhibé la croissanceRleereusD’autre part, I'oleuropéine, et les aciges
hydroxy-benzoiquesanillique etp-coumarique ont completement inhibé la croissarece d

E. coli, de K pneumoniagt deB. cereus.

Les acides vanilliques et caféique ont inhibé tAssance et la production d’aflatoxine par
A. flavuset A. parasiticus, tandis que l'inhibition compléteté atteinte avec les acidps
hydroxy-benzoique, protocatéchique, syringique, gb-coumarique € de

quercétinéTranter etal., 1993)
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[ll. Les bactéries lactiques et les prébiotiques
1. Définition

Les prébiotiques sont des oligosaccharides définimme « non digestible ingrédients
alimentaires » qui, lorsqu’ils sont consommeées emntjtés suffisantes, de maniere
sélective stimulent la croissance et /ou I'activiténe ou d’un nombre limité des microbes
dans le colon entrainant des avantages pour |l&.séstont une incidence positive sur la

composition et le métabolique de I'activité de lmnoflore intestinale.

Les composés prébiotiques peuvent aussi avoir immmodulateur propriété, avec ou sans
I'ajout de bactéries probiotiques. En outre, lefetsf des prébiotiques comme agents
stabilisants dans des produits probiotiques pentlanstockage, la lyophilisation, et
séchage par pulvérisation ont été rapportés paieuits auteur€esmond etal 2005 ;
Schwab etal 2007).

Autre autorisation d'oligosaccharide sont, par eglemune faible valeur calorique, sucré
réduit agissant comme des agents anti caries,lpltgsde modifier la viscosité et le point

de congélation d’aliments.
Selon(robertfroid, 2007),les critéres de classement des prébiotiques esistiivants :

= La résistance a I'acidité gastrique
» L’hydrolyse par le mammifere enzyme gastro-intesdtet I'absorption
» La fermentation par la microflore intestinale estanulation sélective de la croissance

et /ou de I'activité de l'intestine bactérie asges a la santé et au bien-étre.

Au contraire des probiotiques, la plupart des mtdpies sont utilisés comme
ingrédients alimentaires dans les biscuits, legatés, le chocolat, la pate a tartiner et

autres produits alimentaires, par exemple. Lesiptignes les plus communs sont :

= L’oligofructose

* L’inuline

» |es galacto-oligosaccharides
» Le lactulose

» Les oligosaccharides du lait maternel
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Pour classifier un ingrédient alimentaire commebjmtique, il existe 5 criteres qui doivent
étre validégWang, 2009)
Il doit étre résistant aux différents processusdidestion pour atteindre le colon
* |l doit pouvoir étre fermenté par la microfloreastinale
* Il doit étre bénéfique pour la santé de I'h6te
* |l doit stimuler de fagon sélective les probiotigue

|l doit rester stable durant les différents traigens alimentaires du proces

Les molécules qui, a ce jour, satisfont a ces restésont les inulines, les galacto
oligosaccharides(GOS) et le lactulose. Elles entidgms la compositionde certains
aliments etcompléments alimentaires. Les inulinest dles mélanges d'oligo et de
polysaccharides essentiellement composés de faictdes termes de fructo
oligosaccharides (FOS) et d’oligo fructose sonlisdéts pour des inulines de faible poids

moléculaire.

D’autres candidats existent (isomalto-oligosaccles; lacto sucrose,
xylooligosaccharides, oligosaccharides du sojacazhligosaccharides, gomme arabique,
hydrolysats de pectines...) qui ont fait ou font Jetbd’études préliminaires mais sans, a

ce jour, satisfaire les critéres ci-dessus.

Parmi les prébiotiques commercialisés, on retrdineline, les fructo-oligosaccharides,
lesgalacto-oligosaccharides, les isomalto-oligdsacdes, les malto-oligosaccharides, les
xylooligosaccharidegMussatto et al, 2007).

2. Les différentes familles prébiotiques
On peut classer les prébiotiques en deux grandggso. les prébiotiques reconnus,
dont certains sont commercialisés, et les préhiesgmergents.

2.1.les prébiotiques reconnus

Le premier groupe est essentiellement constitué trdés familles : les fructo
oligosaccharides (FOS), les galacto oligosacchari@®OS) et le lactulose ; ces

prébiotiques sont aujourd’hui bien reconnus au dapo Europe et aux Etats Unis.

REVUE DE LA LITTERATURE 26



Etude de I'activité antimicrobienne des extraits p&noliques de la farine de la pulpe de caroube panteraction prébiotique-probiotique-pathogene.

2.2.Les FOS et l'inuline

Les FOS sont des oligoméres de D-fructose asspeiesles liaisonsi-(1—2) avec un
résidu D—glucose en bout de chaine lié B(l—2). lls sont obtenus par réaction
d’hydrolyse enzymatique de l'inuline.L’'inuline esh ensemble de polymeéres de fructose
de DP >20, elle est extraite industriellement deHecorée, mais on la trouve également
dans I'ail, I'oignon, la tomate, la banane et feltut de Jérusalef@rittenden, 1999).
Ce sont les prébiotiques les plus étudiés et I@titude a stimuler la croissance de
Bifidobactérium a été établie par de nombreusesdetutant in vitro que in
vivo.(Roberfroid, 1998).

2.3.Les Galacto oligosaccharides (GOS)

Ce sont des oligomeres de la forme &il—4)-[p-(1—6) Gal}, avec n de 2 & 5. lls sont
naturellement présents dans le lait mais égalemkt@nus par synthése enzymatique a
partir du lactoséCrittenden, 1999;Kolida, 2000)lls sont non digestiblesBouhnik,
1997)Comme avec les FOS, les testyvitro mettent en évidence un effet bifidogene mais
ils accroissent également la population des lacibes(Tanaka, 1983)Sur des rats
porteurs d’'une microflore humaingRowland et al, 1993a montré que les transgalacto
oligosaccharides augmentaient le nombre de bifickébi@s et de lactobacilles mais en
outre diminuaient le nombre d’entérobactéries. M&s es oligomeres réduisent les
activitées enzymatiques néfastes. Chez 'homme @lusiétudes aboutissent aux mémes
résultatg;Tanaka, 1983 ; Ito, 1990).

2.4.Le Lactulose

C’est un disaccharide synthétique galactose- fegcte enp-(1—4) dérivé du lactose. Il
est connu pour ses effets laxatifs lorsqu’il es$ jpr fortes doses (supérieures a 20g par
jour).(Salminen, 1997Mais a plus faibles doses, il agit en tant que ipti&ue en
augmentant le nombre de bifidobactéries alors guembre deClostridium perfringens,
de Bacteroidesde streptocoqueset d’entérobactéries décréfialminen, 1997;Terada,

1992; Ballongue, 1997; Tuohy, 2002).
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2.5. Les prébiotiqgues émergents

Plusieurs causes sont a l'origine du développendentnouveaux prébiotiques : tout
d’abord les progres réalisés dans les processywatkiction (Gibson, 2000),puis les
développements des biotechnologies et de la géétpléculairdRabiu, 2001;Rastall,
2002),enfin la recherche de diversification des voiesd®risation de certains produits
naturels, déchets de I'agriculture.

Parmi ces prébiotiques émergents on peut cites islamalto oligosaccharides (IMO), les
oligosaccharides de soja (SOS) et les xylooligdsaudes (XOS).

On ajoutera, dans une moindre mesure en terme adautx d’expertise, les gluco-
oligosaccharides et les pectioligosacchafidgsroft,2001;0lano-martin, 2002; Rastall,
2002). 1l a également été avancé que les amidons résispemivaient entrer dans cette
catégorig(Crittenden,2001; Wang, 2002; Shuusuke, 2003).

3. La différence entre les prébiotiques et les probicjues

Les prébiotiques sont des glucides non digestigligisservent de « nourriture » aux
probiotiques. Les prébiotiques contribuent a ldifgn@tion et au maintien des probiotiques
dans I'appareil digestif. Les glucides non digdesbne sont pas tous des prébiotiques.
Tous les prébiotiques doivent respecter des csiteseientifiques particuliers. Les
probiotiques sont de bonnes bactéries naturelleprésentes dans notre appareil digestif,
plus particulierement le célon. Certains probiogiguont été associés a des bienfaits
spécifiques pour la santBoberfroid, 2001).

4. Criteres de sélection d’un prébiotique

Afin de satisfaire a la définition des prébiotiquks molécules doivent pouvoir atteindre
intactes le c6lon ou elles pourront alors étre tari@es sélectivement dans I'écosysteme
intestinal complexe. Les candidats prébiotiquesvelti étre sélectionnés selon les
différents criteres décrits dans le Tableau 2.
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Tableau 8 Proposition de critéres de sélection des prébieiguapplication intestinale.

(Franck, 2002 ; AFSSA, 2003).

CRITERES DE produits ou organismes a l'origine de l'ingrédigairfaitement
SECURITE caractérisés

procédé d’obtention parfaitement décrit
identification et caractérisation des moléculesvast
identification des microorganismes ciblés pourlarfentation
pas de production excessive de gaz
CRITERES non digestibilité et non assimilation dans la gastipérieure du
FONCTIONNELS systéme gastro-intestinal
fermentescible dans le cdlon de fagon sélectiveupanombre
limité de bactéries potentiellement favorables
capacité a altérer la composition de la microfloocdique en
faveur d’une florepotentiellement plus saine
induction éventuelle d'effets systémiques qui petvétre
positifs pour la santé del’hote
CRITERES pas de modification de l'ingrédient au cours dasgformations
TECHNOLOGIQUES et du stockage des préparations

Les doses recommandées pour que les prébiotiqiers sdficaces, dépendent du profil
bactérien des sujets et de la nature de ces me&aatives. En effet, certains prébiotiques
de faible masse molaire sont susceptibles d’indaifgroduction de plus forte quantité de
gaz a l'origine de douleurs abdominales et pountgieovoquer a forte dose des diarrhées
osmotiques. Par ailleurs, les prébiotiques sorldaient tolérés par les personnes a
troubles intestinau(Cummings et MacFarlane, 2002 ; Marteau etl, 2001).En outre,
jusqu’a présent, aucun élément n’indique un rigogaréiculier allergique lié a I'utilisation
de glucides indigestiblg®\FSSA, 2003).

5. Aspect réglementaire des prébiotiques

Les prébiotiques sont classés au niveau europédantngu’ingrédient alimentaire ou
additif alimentairgFranck, 2002).

Tout comme pour les fibres alimentaires, la noreslifilité des prébiotiques est une des
caractéristiques principales. La question se pose de savoir s'il faut classer ou non les

prébiotiques en tant que fibres alimentaires. RAbnstant, seuls les FOS Actilight et
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Raftilose ont obtenu les confirmations réglemeptaidu statut de fibres solubles depuis
2002(Champ, 2003).

6. Mécanisme d’action des prébiotiques:

= Survivre a I'acidité de I'estomac

= Eviter leur digestion dans l'intestin gréle

» Favoriser la fermentation sélective par les baesésaprophytes du colon

= Stimuler la croissance des probiotiques (bifidobaes)

= Stimuler la motilité intestinale et la réabsorptidfeau, d’électrolytes et des sels

minéraux (C&", Mg™™)

Figure 17 :les mécanismes d’action des prébiotidRederfroid, 2007).

Un prébiotigue agit essentiellement via les modifications sélectives de la microflore intestinale
indigéne. C'est cette microflore selectivement modifiée qui directement / indirectement est a
lorigine des effets du prébiotigue.

s Modifications :
Prébiotique  — = = Effets surla santé
de la microflore

7. Effet bénéfique des prébiotiques sur la santé :

7.1. Santé du systeme digestif

On constate un intérét grandissant pour les alisnguai contribuent a une saine digestion.
Les prébiotiques sont des substances qui favoriserdgularité du systéme digestif en

encourageant la prolifération des bactéries bénésiqlans les intestins. Les recherches
semblent indiquer qu’un avantage numérique de ®haetéries aide le systeme digestif a
préserver sa santé normale, car cela signifie @gbdctéries potentiellement nuisibles sont

en position d’infériorité et qu’elles sont moinsreesure de causer des problémes.

Plusieurs prébiotiques agissent sur le corps conamieraient des fibres ; c’est-a-dire
gu’ils ne sont pas completement digérés lors depaessage dans le systéeme (Gl) gastro

intestinale ; et sont par conséquent considérésnefaisant partie des fibres alimentaires.

Une combinaison de prébiotiques tels que le polydse et le lactitol affecte I'écosysteme
microbien du tractus gastro-intestinal de rat ‘ameéliorer la réponse immunitaire en

augmentant la sécrétion d'immunoglobulines A (Ig2guranen etal. 2004).
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En outre, dans le traitement de la trouble calitg;, a quelques indications expérimentales
guant aux effets bénéfiques de l'inuline dans l@mmadion de la colite distale chez le
rat(Videla etal, 2001).

Chez les porceletgTang et al, 2005a rapporté que la supplémentation alimentaire de
(OGM) par 0,12% galacto-oligosaccharide mannandéaeé@ mesure d'augmenter les

performances de croissance et de réduire la derrhé

7.2.Absorption minérale

Sans étre laxatifs ni avoir directement I'effetrébsur le volume, les prébiotiques
améliorent le transit intestinal chez les gens fsanf de constipation ainsi que chez ceux

souffrant de diarrhée.
Les prébiotiques ont également la capacité de iédliriflammation intestinale.

L’'usage de prébiotigues augmente aussi I'absormtesnminéraux. Cet effet est mesurable
pour le magnésium, le calcium, le fer et le zinordgu’elles utilisent les prébiotiques, les
bactéries bénéfiques fabriquent des acides fafatedes lactiques, butyrique) ; Ces acides
abaissent le pH de lintestin (le rendent plus e@gicentrainant une amélioration du
métabolisme de l'intestin en général et de I'absonpdes minéraux, une réduction de la

croissance des pathogenes etc.

Autre effet particulierement intéressant, I'acideyique est utilisé par les cellules du gros
intestin (le célon) pour fabriquer de I'énergieagéliorer la santé de la paroi intestinale.
Plus les bifidobactéries sont nombreuses et plas asbnt bien nourries (prébiotiques),
plus elles produisent des acides gras a chainesesofiacide butyrique) qui améliorent

I'environnement intestinal, aidant ainsi a prévedaiformation de cryptes aberrantes et de

polypes et en bout de ligne, le cancer de I'intesti

Chez les jeunes adolescents, la consommation emtiel d'une combinaison de
prébiotique a court et a longue chaine, fructaretyple inuline de maniére significative,
augmente l'absorption du calcium et favorise la émahisation osseuse pendant la
croissance pubertaire. Effets des facteurs alinmestaur le calcium l'absorption peut étre
modulée par des facteurs génétiques spécifiquammpris vitamine D polymorphismes du
gene du réceptepAbrams etal, 2005).
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En outre, des études sur des modeles animaux ariténme disponibilité d’augmentation
du calcium avec de linuline et de [loligofructostans I'alimentatiofScholz-

AhrensetSchrezenmeir, 2007).

D’un point de vue fonctionnel les prébiotiques agig sur I'absorption du calcium et du
magnésium ce qui améliorerait la minéralisationease et diminuerait donc le risque
d’ostéoporosé¢Scholz-ahrens, 2000).

7.3.Prévention de cancer

La fermentation des prébiotiques conduit a la pectido d'acides gras a chaine

courte(AGCC) qui fournissent plusieurs effets sumiuqueuse colique.

En effet, ils affectent directement ou indirecteimtn prolifération des entérocytes de
I'intestin, inflammation, la carcinogenése, dispdié des minéraux, et colonisation par
des pathogenes, activités enzymatiques et la ptiodude métabolites azotés. L'acide
butyrique est utilisé par les cellules épithéliatiesla muqueuse du célon comme source
d'énergie, étant en outre un facteur de croiss@hogautet etBentéjac, 1993De récentes
études précliniqgues ont rapporté que le butyraterpi étre dans lachimio-prévention de
la carcinogenéséScheppach et Weiler, 2004pu agent protecteur contre lecancer du
c6lon par la promotion de la différenciation delfutes.(Kim, et al, 1982).

En plus de butyrate, le propionate peut avoir diegseanti-inflammatoires sur les cellules
du cancer du cbélon. Dans une étude in vitro surldgses coliques HT29 L97 (qui
représente le début et le stade final de cancedthn), les fractions de surnageant de la
fermentation de inuline a montré une importantassemce d’inhibition et induction de

I'effet apoptose dans les cellules tumorales dorc@lumain(Munjal et al, 2009).

8. Les prébiotiques dans I'alimentation des nourrissos

A coté de leurs effets sur la flore intestinales, peebiotiques ont un effet sensible sur le
comportement intestinal. Au niveau de l'intestiélgyils restent en solution dans le chyme
et augmentent la pression osmotique, créent un dfgs dans la lumiere intestinale. Au
niveau du colon, la fermentation bactérienne siapagne de la production de gaz et

d'acides gras a chaine courte qui sont connusipiuencer la motilité intestinale.
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Si ces effets sont recherchés chez I'adulte poétiarer le transit intestinal et éviter les
probléemes de constipation créés par notre alimentamoderne trop pauvre en fibres, |l
n'‘en est pas de méme chez le nourrisson ou uneroamation €levée de prébiotiques peut

créer des symptdmes pathologiques : diarrhée]dlata, coliques.

Des études cliniques sont en cours pour déterrfandose a la fois efficace et bien tolérée
chez le jeune enfant. Les premiers résultats obt@wec les oligosaccharides a effet
prébiotiques prouvés (oligofructose et inuline)réeelent décevants : la dose de 2 g par
jour est bien tolérée mais ne montre pas d'effatdgene, alors qu'au taux de 3 g par jour,
on observe une augmentation significative du nordbrselles(Guesry etal, 2000).

Les tannins de la caroube sont largement utilis#ss de combat des diarrhées chez
I'enfant(Loeb etal, 1989).

Tableau 9. Effets positifs des prébiotigues sur la santé {effprobables ou
suspectés)Bornetet al, 2002 ; Franck, 2002 ; AFSSA, 2003).

EVIDENCES SCIENTIFIQUES FORTES
EFFETS DES PREBIOTIQUES MECANISMES DES PREBIOTIQUES
faible valeur calorique non digestibilité et fermentation colique compléte

en lactate, acides gras a chaine courte (acétate,

propionate et butyrate) et gaz (CO2, H2, CH4)
modulation de la flore intestinale fermentation sélective par la flore positive

endogene au détriment de la flore pathogene
amélioration de la motilité intestinale et augmentation de la pression osmotique
soulagement de la constipation production de butyrate fournissant de I'énergie aux

colonocytes

production de gaz

accroissement de la biomasse bactérienne
EVIDENCES SCIENTIFIQUES PROMETTEUSES

EFFETS DES PREBIOTIQUES MECANISMES DES PREBIOTIQUES

stimulation de I'absorption des minéraux et acidification du milieu améliorant la solubilisatio
réduction des risques d’ostéoporose du calcium et du magnésium

effet hypolipidémique, effet hypoglycémique et  production d’acétate et de propionate modulant la
prévention du diabéte lipogenése hépatique

production de  propionate  modulant la
gluconéogenése hépatique
libération d’hormones intestinales (incrétines)
diminution des diarrhées fermentation sélective par la flore positive
endogene au détriment de la flore pathogene
production d’acides gras a chaine courte stimulant
I'absorption d’eau par le célon
prévention des infections intestinales fermentation sélective par la flore endogéne
positive
production d’acides gras a chaine courte induisant
un environnement acide
modulation du systéme immunitaire via la flore
 ———————————— |
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endogéne
9. la farine de la gousse de caroube FPC

La pulpe est tres utilisée soit comme aliment digté, soit comme remplacant du
chocolat, soit encore en alimentation animale. Efietres riche en sucres (40-60%) en
particulier, saccharose (27-40%), fructose (3-8¢glwcose (3-5%) mais pauvre en lipides
(0,4-0,6%) ou protéines (2-6%lLeroy., 1929;Avallone etal., 1997).Par ailleurs, la
pulpe présente également une teneur trés élevdibren (27-50%) et une quantité non
négligeable de tanin&aura-calixto., 1988) Assez souvent, la pulpe est toastée et broyée
donnant une poudre de couleur marron & aréme dmkeidfarine de caroube ; FPC). A
part son utilisation en alimentation humaine, cellsemble particulierement adaptée a
I'alimentation du porc. Le remplacement du dextrakela poudre de lait ou des céréales
par de la FPC permet d’obtenir des performancesassance similaires chez le porcelet
(Piva et al, 1978;Santiet al, 1987)ussi bien que chez le porc en croissance-finition
(Lanza et al, 1983)Les sucres apportés par la FPC contribuent trelsaptement a la
palatabilité des régimes et aucun effet antinotritel des tanins sur les paramétres
mesurés n'est observé.

Les diarrhées de post-sevrage sont un problemefriggsent dans I'élevage du porc
(Madec etal, 1998t la décision de I'Union Européenne de prohibatilisation des
antibiotiques en tant qu’additifs alimentaires faa qu’aggraver la situation. Les tanins de
la caroube présentent d'importantes proprietésdaatrhéiques/\Wirsch, 1987) et sont

largement utilisés dans le combat des diarrhéesldrdant(Loeb etal, 1989).

10. Les bactéries lactiques

10.1. Définition et caractéristiques

Les bactéries lactiques sont des cellules prooasyobrganotrophes formant un
groupehétérogene constitué de cocci et de b@illiis etal., 2005)Ce sont des bactéries
a Grampositif dont la teneur en guanine wosine (G+C) est inférieure a 50%.
Elles sontasporulantes, aéro-anaérobie facultatbresnicro-aérophiles, a métabolisme
fermentairestrict, acido-tolérantes et capablesrdire a des températures comprises entre
10°C et 45°Cet a des pH allant de 4.0 a 4.5. Cet®thas sont généralement immobiles et
se caractérisentpar la production d’acide lacticp@me produit majeur du métabolisme.
Leur division sedéroule sur un seul plan a I'exiceptdes genres : Pediococcus,

Aerococcus, etTetragenococgasiminen etal., 2004;Konig et Frohlich., 2009 ; Pringsulaka
[ - - - - - - - - - - ]
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et al., 2011) En général ces bactéries ne possedent ni catalasétrate réductase, ni
cytochrome oxydase(a l'exception de quelquesclses sous certaines conditions),
elles sont protéolytiques, neliquéfient pas édatine, et ne forment plus d’'indole ni
d’hydrogéne sulfureux, ces bactériessont égalenmeapables de fermenter le glycérol
(Dellaglio etal., 1994; Salminen eal., 2004).

En plus de l'acide lactique et des autres acidegardgues qui empéchent le
développementdes microorganismes indésirablesdpainution du pH du milieu, les
bactéries lactiquesproduisent d’autres métaimlitayant des propriétés
antimicrobiennes tels que le peroxyded’hydregéne diacétyl, la reutérine, le

dioxyde de carbone et les bactériociiesriu et Thonart., 2009).

Les bactéries lactigues colonisent les habitateesicen nutriments, tels les plantes,
lesfruits, les produits laitiers, les eaux et leshe usées, les jus, ainsi que les cavités
buccales,vaginales et intestinales de I'homrmea&)s pour autant lui provoquer des
maladies, al'exception de quelques cas causésles streptococci et certains
lactobacilliKonig et Frohlich., 2009).

10.2. Classification des bactéries lactiques

La classification phénotypique des bactériestigaes est largement basée sur
lamorphologie, le mode de fermentation de glucokse, croissance a différentes
températures, lacapacité de croissance a ddeshaconcentrations de sel (6.5%,
18%), la tolérance aux pHacides, alcalins &&éthanol, la configuration de l'acide
lactique produit a partir de glucose,l’hydrolyse darginine, la formation d’acéite,
etc. Les marqueurs chimiotaxonomiquescomme la ceitipo en acides gras et les
constituants de la paroi cellulaire peuvent aussiétiles dans la classificatighonig et
Frohlich., 2009).

L’identification des espéce de bactéries taets peut étre réalisée par l'analyse de
leurprofil fermentaire des carbohydrates a l'aide systeme APISOCHCurk et al.,
1993)L’analyse comparative des séquences d’ARNosomal 16S a entrainé
deschangements importants dans la taxonomie ddsrieaclactiquesalminen etal.,
2004).

- _________________________________________________________________________________________|
REVUE DE LA LITTERATURE 35



Etude de I'activité antimicrobienne des extraits p&noliques de la farine de la pulpe de caroube panteraction prébiotique-probiotique-pathogene.

Selon la derniere édition de Bergey'smanual efstematicbacteriology(2009),
lesbactéries lactiques sont classées dansPlglum des Firmicutes, la Classe des
Bacilliet’'Ordre des Lactobacillalesrenfermant nieecinqg genres répartis sur  six
familles.Parmi ces genres, seulement douze sondisésti dans la biotechnologie

alimentaire, il s’agitde :

Aerococcus: les cellules de ce genre sont de formeide (1-2um de diamétre),
hémolytiques, non-gazogenes, arginine(-), pouvamitre a une concentration de
6.5% deNaCl, la division se déroule sur deux pfan®ant ainsi des tétrades. Cependant,

des cellulesisolées ou en paires peuvent étredesseau milieu de la phase exponentielle.

Carnobacterium : ce genre est constitué de batonnets cquatfois incurves isolés
ou enpaires, psychrotolérants, pouvant se ldgper a pH : 9 etincapables de croitre

a 8% deNacCl ; quelques espéeces sont catalags @resence d’heme.

Enterococcus: ce genre comprend des cellules ovoideséasol en paires ou en
courteschaines, homofermentaires. Quelques espéogsnobiles par des petits flagelles
et d’autrespossédent une pseudo-catalase. Ce gemaractérise par sa tolérance a 6.5%
de NaCl, aupH : 9.6 et par la croissance a 10°458E avec une température optimale de

croissance de35°C a 37°C.

Lactobacillus : les cellules de ce genre sont soit desllés longs parfois incurvés

ou descoccobacilles courts isolés, comme ellesgrdéuformer des chaines. Elles sont
généralementimmobiles a I'exception dequelques cesp@ui possedent des flagelles
péritriches. Lessouches sont acidophiles et péwreiire a un pH égal a 5 ou moins avec
un optimum de5.5 a 6.2. La température optimalerdessance est de 30°C a 40°C, mais
peuvent croitre aun intervalle de température ali@n2°C a 53°C. Les thermophiles sont

incapables de sedévelopper a moins de 15°C.

Le genre Lactobacillus peut étre divisé en troisouges: homofermentaires
stricts,hétérofermentaires facultatifs et hétérofartaires stricts.

Lactococcus: les cellules de ce genre sont sphériquesovoides isolées, en paires,
ou enchaines. De type mésophiles, leur teatpeér optimale varie de 10 a 40°C
mais sontincapables de se développe r a 45°Ce<=@llse développent généralement a

4% de NaCl et aun pH proche de la neutralité, éeaissance s’arrétant lorsque le pH du
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milieu atteint 4,5. Cegenre est un habitant typigee plantes, des animaux et de leurs
produits.

Leuconostoc : ce genre comprend 10 especes fastidieus#gmns leurs
exigencesnutritionnelles, les cellules sontipstiidales a sphériques généralement
allongées quis’arrangent en paires ou en chamsacidophiles avec un pH optimum de
croissance égala 6.5. Néanmoins, certains leucoc®gieuvent croitre méme a un pH de
4,5.

La température optimale est comprise entre 20°G0&C mais la croissance peut aussi
avoirlieu méme a 5°C. Les leuconostocs sont désrdférmentaires obligatoires. Sur
unmilieuconcentré en saccharose, certaines soughesluisent des dextranes
extracellulaireDenococcus: les cellules sont immobiles, asporulantes fbrme
ellipsoidale a sphérique,avec un arrangement paires ou en chaines, non
hémolytiques et généralement nonprotéolytigides exigent un milieu riche en acides
aminés et en facteurs de croissance,leur pH opti@amt de 6 a 6,8 et la température
optimale de 20°C a 30°C.

Pediococcus : ce genre est représenté par neuf espéces ayamt u
métabolismehomofermentaire. Il rassemble des esllimmobiles de forme sphérique
parfois ovoides,isolées ou en paires qui desisent dans deux directions
perpendiculaires formant ainsi lestétrades ma#mais les chaines. Certaines
especesproduisent unecatalase ou unepseudocatadaseellules sont acidophiles mais
non halophiles et croissent a pH : 5 maispas afHb:température optimale de croissance
varie de 25°C a 35°C.

Streptococcus: les cellules de ce genre sont immobilgshérigues ou ovoides qui
ont undiamétre inférieur a 2um avec une digjpm en paires ou en chaines
longues. Lafermentation des carbohydrates prguluntipalement de I'acide lactique mais
il N’y a pas deproduction de gaz. Le peptidoglgcast du groupe A et leur température
optimale decroissance est 37°C. Elles sont incepati se développer a 15°C et a pH :
9.6.

Beaucoupd’espéces sont commensales ou paratethomme et des animaux et

certaines sonthautement pathogénes.
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Vagococcus: les cellules sont ovoides isolées, en pairegrochaines. La plupart des
especessont mobiles par des flagelles péritridBkss sont capables de croitre a 10°C

mais non a45°C sans production de gaz ni d’argidingdrolase (ADH).

Tetragenococcus ce genre rassemble des cellules immobiles, gple&r ou ovoides avec
undiameéetre de 0.5-1.0 um formant des tétragwés leur division dans deux

directionsperpendiculaires; comme elles peuvestiétiées ou en paires.

Le métabolisme des tétragenococci est homofermentés ne produisent pas de CO2 a
partirde glucose comme ils sont incapables de rédlgs nitrates ni d’hydrolyser
I'arginine. Leurtempérature optimale de croissaseesitue entre 25°C et 35°C et ne

peuvent pas croitre al10°C et a 45°C.

Weissella: les cellules de ce genre sont ovoides ou detdi@itonnets a extrémités

rondesqui s’associent en paires ou en courtes ehaiilles sont immobiles et

hétérofermentaires. Latempérature optimale de sanie est de 15°C, mais quelques
especes peuvent croitre entre42°C et 45°C.

Parmi tous ces genres cités, seulement cifRgrococcus, Lactobacillus,
Streptococcus,LeuconostocetPediococcus) répondmmt caractéristiques générales
d’'une bactérie lactiquetypiqualminen etal.. 2004)

10.3. Voies métaboliques des bactéries lactiques

En se basant sur la voie empruntée et le produmil fide la fermentation, les

bactérieslactiques sont divisées en deux groupes :

- Homofermentaires : toutes les bactéries lactiques (a I'exceptiors dgenres
Leuconstoc,0Oenococcus, Weissellaet certains mentlregenre Lactobacillus) entravent
la voie de laglycolyse pour dégrader les hexoses ¢fucose). Aprés son transfert vers
la cellule, leglucose subit une phosphorylatpour se transformer en fructose qui est
a son tourphosphorylé en fructose 1-6 di-phate puis clivé en dihydroxyacétone
phosphate etglycéraldéhyde phosphate (GAP), cex derniers sont convertis en

pyruvate.

Le pyruvate est dans une derniere étape réduitiee &actique qui est le produit unique:

c’estla fermentation homolactique. Dans les coodgidéfavorables telles la limitatio n du
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glucose,ces bactéries produisent également l'awidaique, I'acide acétique, I'éthanol
et/ou le CO2par la voie de fermentation des aawigses(Mozzi etal., 2010).

- Hétérofermentaires : ce groupe de bactéries lactiques utilise Vmie des

pentosesphosphate (ou 6-phosphogluconate) qui stenai une déshydrogénation du
glucose, apres saphosphorylation, pour donnebB-fhosphogluconate qui subira une
décarboxylation. Lepentose résultant est clivglgoéraldéhyde phosphate (GAP) qui suit
la voie de la glycolysedonnant I'acide lactiqueagetttyle phosphate qui sera réduit en

éthanol.

En raison de laproduction de CO2, d’éthanol ou’aeetate en plus de l'acide lactique,

cette fermentation estappelée hétérolactigakninen etal., 2004).

10.4. Intérét des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques jouent un réle importarg g& soit dans l'industrie alimentaireou

dans le domaine thérapeutique.

- Dans lindustrie alimentaire : les bactéries lactigues sont impliquées dans la
fermentationet la bioconservation de différentsmalits. Ainsi, les souches de
Lactobacillus bulgaricus,Streptococcusthermophdosautilisées pour la production du
yaourt, des fromages et deslaits fermeftégeem eal., 2008) Le vin, les poissons,
les viandes, les charcuteries, lepain au leeaine autres sont aussi des produits de
fermentation par des bactéries lactiqieslis etal., 2005) L'utilisation de ces
dernieres a pour but I'amélioration descaratiques organoleptiques des produits
fermentés et l'augmentation de leur durée odservation sans [utilisation de
conservateurs chimiques grace aux substangesaobiennes qu’elles secrétent
(Dortu et Thonart., 2009) Les souches utilisées enindustrie alimentdo®ent
répondre a certains criteres : absence de pathoigeru activitétoxique, capacité
d’améliorer les caractéristiques organoleptiqueapacité de dominance,facilité de
culture et de conservation, et maintenances dwopriétés désirables durant
lestockagéMarth et Steele., 2001).

- Dans le domaine thérapeutique: étant des probiotiques, les bactéries lactiques
apportentdes bénéfices a I'h6te en conférame balance de la microflore intestinale,

et en jouantégalement un réle important d@nsnaturation du systeme immunitaire
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(Yateem etal., 2008) Différentes études ont démontré le r6le prévemidsi bien que c
uratif de ces bactériessur plusieurs types delgiagMkrichyan et al., 2010).

D’autres ont cité leurcapacité dediminuer lesrgits liées aux aliments grace a leur
activité protéolytique(El -Ghaish et al., 2011). (Uehara etal., 2006pnt démontré la

capacité des souches de Lactobacillus crispatiistes sous forme de suppositoires pour
empécher la colonisation du vagin par les bactigsib®genes et de prévenir ainsi les

rechutes chez les femmes qui souffrent d’inflamamatiréquentes et répétées de la vessie.

10.5. Caractéristiques d’un probiotique

La définition du terme probiotique a grandementi@au cours des derniéeres années. La
plupart des articles scientifiques les décrivemhie® un supplément nutritionnel composé
de microorganismes vivants exercant des effetsfipgies pour le maintien de la santé.
Cependant, certains auteurs spécialisés dans laiderdes probiotiques a tenté d’établir
un consensus sur des criteres de sélection plaspréomola etal., 2001 ; FAO/WHO,
2001 ; FAO/WHO.,2002) Afin gu'un micro-organisme soit considéré comme

probiotique, idéalement celui-ci doit remplir pleisis conditions telles que :

Origine (composantes d’un microbiote intestinal sain de pférence d’origine
humaine)

Biosécurité(sans effets négatifs pour les humains, transferégétique, résistance
aux antibiotiques)

Actifetviable (activité dans des conditions intestinale¢; survie aux conditions de
fabrication et d’entreposage)

Résistance a pH acide, aux sucs gastriques etgadiugres ainsi qu’a la bile
Adhérence a I'épithélium et au mucus intestinal

Effet bénéfique pour I'hétéantagonisme microbien, modulation du system

immunitaire, autre)

Plusieurs especes de bactéries ou levures sonidéodess comme étant probiotiques.
Malgré cette grande diversité, ce sont les genaesobacillus et Bifidobacterium qui sont
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les plus étudiés. lIs font partie du groupe héténegdes bactéries lactigugsescott et
al., 2003)Ce sont des bactéries présentes naturellementgasigurs environnements,

particulierement dans les produits laitiers efitésstins animaux.

Les bifidobactéries sont d’ailleurs tres présentass le colon chez 'humain, alors que les
lactobacilles sont des bactéries en forme de béatp@ram+ et microaérophiles. Elles ont
une température optimale de croissance entre I8@& Elles sont souvent regroupées en
chaine, mais certaines souches peuvent aussi fatingoortants agrégats, sans structure

constante.

Les probiotiques peuvent produire de nombreusestautes antimicrobiennes (acides
organiques, peroxyde d’hydrogéne, bactériocines)omu la capacité de prévenir des
infections intestinaleS_ee etal., 2003)Le tableau suivant résume les principales especes

de micro-organismes utilisées comme probiotique.

TableaulO :principaux micro-organismes utilisés comme agpribiotiquegLee et
al.,1999 et Ouwehand et al.,2002)

Lactobacillus sp. Bifidobacteriumsp. Autre

Lactobacillus acidophilus Bifidobacteriumadolescentis Bacillus cereus

L. amylovorus B.bifidum Escherichia coli souche Nissle
L. casei B. animalis Enterococcusfaecalis
L.crispatus B.breve Enterococcusfaecium

L. delbrueckiisubsp. B.infantis Lactococcuslactis

Bulgaricus B.lactis Leuconostocmesenteroides
L.gallinarum B.longum Propionibacteriumfreudenreichii
L/gasseri Pediococcusacidilactici
L.jonhsonii Streptococcus thermophilus
L.paracasei Saccharomyces cerevisiae
L.plantarum Saccharomyces boulardii
L.reiteri Sporolactobacillusinulinus

L.rhamnosus
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1. L’objectif

Mettre en évidence l'activité antagoniste de pobmpdi & différentes concentrations (5-10-
25 et 50%) testée vis-a-vis deux bactéries patrexfetaphylococcus aureusTTC 29213
et un probiotiqué.actobacillus rhamnosus

2. Les souches pathogénes

Les différents souches pathogenes utilisées dansxp&rimental sont reportés dans le
(Tableau 3)

Tableau 11 :Natureet I'origine de différentes souches pathogértidisées

Souches Référence Milieu de culture
Staphylococcus aureus 2921:ATTC Bouillon BHI
Lactobacillus rhamnosus  VVB2 Bouillon MRS

3. Préparation de matériel végétal

Le matériel végétal constitué de gousses de canwuive, a été collecté dans la région de
REMCHI.

s e

Figure 18: présentation du matériel biologique utilisé (gayggains, pulpe, farine)
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» Elimination des sucres

La caroube étant riche en sucres simples, avaprat®der a I'extraction ; on laisse la
farine de caroube, séchée et moulue préalablemexérer pendant 12 heures dans de
'eau froide (3°C). Ce procédé, repété 2 fois, parmd’éliminer les oses présents
(Kumazawa etal. 2002) on procede par la suite aux extractions sélextive

4. Extraction des phénols totaux

10g du matériel végétal broyé est macéré dans 188miélange méthanol/eau (70% v/v)
pendant 20 minutes, a 40°c.Apres filtration, le ange méthanol/eau, est évaporé a sec
sous pression réduite a 45°C. Le résidu obtenuéesipéré avec 12ml de méthanol pur,
pour les dosages ultérieursu et Dahlgren, 2005).

5. Milieux de culture et conditions de croissance

Tous les milieux de culture préparés sont autéslay 121°C pendant 15 min. Les
souches de référencetaphylococcus aureusT TC 29213et Lactobacillus rhamnosusnt

été réactivées deux fois et cultivées respectivénsen BHI bouillon (Brain-Heart-
Infusion : réf. CM02250xoid,Biomérieux, France) et MRS (milieu de de MBRigosa et
Sharpe, de Man eil, 1960). L'incubation est faite en aérobiose peh@drh a 37°C. Pour
I'étude de I'évolution du pathogene au cours dersgssance le milieu Mueller-Hinton
Gélose (Réf.CM0419 Oxoid, Biomérieux, France) aG3pendant 24 hen aérobiose a été

utilisé ; les souches ont été cultivées au mouwis fois avant I'expérience.

6. Etude de I'évolution de la cinétique de croissancet de production

L’étude de I'évolution de la croissandelLactobacillus rhamnosast effectuée dans le
milieu MRS a pH 7,4 et I&taphylococcus aurewsn milieu BHI a pH 7,4 a 37 °C en
aérobiose. Des prélevements stériles sont effeqi@ésdiquement toute les 2 heures,
pendant 24heures afin d’évaluer la croissance (@6)0 nm par spectrophotométrie sur
un spectrophotometre de type Jenway 6700 VisibleMibible ; la détermination de
I’évolution de la charge microbienne en micro cdtu s’effectue par isolement sur milieu
Mueller-Hinton gélose pour le pathogéne et milieR$1gélose pour le probiotique ; ces
deux méthodes sont utilisées dans le but de détermia charge microbienne
Staphylococcus aureusTTC 29213et Lactobacillus rhamnosuévaluée a TOUFC/ ml

mise en contact avec les différentes concentratiessextraits phénoliques.
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7. Méthode des puits ADT (Agar well Diffusion Test)

Les boites de Pétri contenant 1000 pl de suspensamérienne a POUFC/mI
sontremplisde 15 ml de Gélose molle Mueller-Hintercontact du germe cible avec la
gelosese fait par homogénéisation pendant 3 mnbbaiss sont ensuite séchées pendant
10 minutes a 37°C & I'étuve. A l'aide d’'un empaptéee stérile, on pratique des cavités
dans la gélose, ensuite chaque cavité est remati®&® ul de solutions de polyphénol a
tester a différentes concentrations(5-10-25 et 50%g boites de Pétri avant de les incuber
a 37°C pendant 24h sont placées a 4°C pendant resheour faciliter la diffusion des
solutions de polyohénol. Les solutions de polyphéiftusent radialement en donnant une
zone d’inhibition circulaire a la surface de laapld préalablement ensemencé avec la
suspension bactériendie YMARD, 2003). L’activité inhibitrice du produit se manifeste
par la formation d’une auréole d’inhibition autadur puits. Une inhibition est considérée
positive si le diametre est supérieur a 2 (fimompsoret al, 1996¢ité par(Doumandjet

al., 2010) La mesure de la zone d’inhibition (Zi) est eftex selon la formule suivante :

» Tous les essais sont réalisés en triple

[ Zi (mm) = diamétre de la zone d’inhibition obtenmm) — diamétre de puits (6mm)]
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[ E—

uches pathogenes testées 1000u! d'inoculum +15ml de milisemi-solid

Cultures jeunes

(Milieu BHI) (Séché pendébmm)

Soluti de polyphénol

a différentes concentrations

(5-10-25 et 50%)

Laisser 3h a 4° C puis incubation a 37°C pendant24h

Lacture : mesurer les zones d’inhibition

Figure 19 :Le schéma de test de I'antagonisme par la méthedkffdision en puis ADT

(agar well diffusion test).

8. Concentration minimale inhibitrice : test de micro-dilution
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Les CMIs sont aussi déterminées vis-a-vis des hasté&ibles. L'inoculum de chaque
bactérie testée est obtenu a partir d’'une préaultde 12 h d’incubation, la charge
microbienne était ajustée & 5*aft/ml & I'aide d’'une turbidité standard 0,5 Mcfad.
Des dilutions en série sont préparées dans une gamienconcentration de (5-10-25 et
50%) dans des tubes a essai stériles contenamudéob MH. Les CMIs des différents
composeés vis-a-vis des souches bactériennes stantmiléées par la méthode de micro-

dilutions en puits.

Des plaques contenant 96 puits (lwaki brand, A3a&lcthno Glass, Japan) sont préparées
en distribuant dans chaque puits 100 pl de boulMidhet 100 pl d’inoculum. 100 pl de
chaque solution des difféerentes concentrationspdggphénols préparés sont versés dans
les premiers puits de chaque plaque. 100 ul deuehddution en séries sont transféerés
dans les puits successifs. Les derniers puiteeoant uniquement 200 ul de bouillon MH
et 100 pl d’inoculum étaient utilisés comme témaidgatifs. Le volume final de chaque
puit était de 200 pl. Les plaques sont incubées smitation a 37°C/18-24h. Aprés
incubation, tous les puits sont examinés et la ¥l v/v) est déterminée en prenant en
compte la plus faible concentration en extrait ophibe tout développement bactérien
(absence de turbidité). L'H20 distillée stérile attisée comme témoin négatif. Chaque

test est répété deux fois.

9. dosage de polyphénol par chromatographie couche nia

La chromatographie est une méthode physique deraié&pa de mélanges en leurs
constituants ; elle est basée sur les différentdfinité des substances a I'égard de deux

phases, I'une stationnaire ou fixe, I'autre mobile.

La chromatographie sur couche mince, ou sur pl&G@M), est effectuée surtout en vue

d’une analyse d’'un mélange.

La phase stationnaire solide est fixée sur uneuplagt la phase mobile liquide, nommée

éluant, est un solvant ou un mélange de solvants.

On dépose sur la phase fixe une petite quantitd@&ange a séparer et on met cette phase

au contact de la phase mobile.
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La phase mobile migre de bas en haut, par capdl/de long de la phase fixe en entrainant
les constituants du mélange. C’est le phénomenatidg, qui permet la séparation des

constituants du mélange a analyser.

Chaque constituant migre d’'une certaine hauteuactéristique de la substance, que I'on
appelle rapport frontal ou rétention frontale (Rf)

[ Rf = hauteur de la tache / hauteur du front du solant ]

Chaque tache correspond a un constituant et aentifie par comparaison du Rf avec un
témoin (une méme substance migre a la méme hadteww des conditions opératoires

identiques ; méme RY).

L’analyse sur couches minces est réalisée sur Umgue en verre de gel de silice
(5%x10 cm). Le systeme de solvant utilisé pour ledyghénols totaux est
chloroforme/méthanol (9/1).

L’échantillon des polyphénols totaux 15 mg est prépdans 0.5 ml de chloroforme puis
déposé en petit spot sur la plaque.

L’observation du chromatogramme est effectuée amédre visible et sous U.V. a 366 nm.
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1. La cinétique de croissance bactérienne

A partir de I'analyse des cinétiques de croissai@st intéressant de relever que les deux
souches le pathogenes Staphylococcus aureufA\TCC 29213 et le probiotique
Lactobacillus rhamnosus présentent le méme profil cinétigue au début alephase
exponentielle, la cinétique de croissance est septée respectivement dans la figure et
avec des densités optiques variables selon I'espéece

Il a été remarqué que pour les charges bactérietmd®5 UFC/ml ; le pathogéne et le
probiotique atteint 4h d’incubation la croissansetegs rapide de 6h a 8h, les valeurs du

taux e croissance diminue a partir de 8 heures.

2. Dénombrement des souches

La méthode déGuiraud., 1998utilisée, nous a permis d’ajuster la charge mi@obe de
nos souches, les résultats de dénombrement saésespés respectivement, {1 16
UFC/ml) (Fig.20 et 21).

Figure 20: Photo représentative de dénombrement de lacolotere de
staphylococcusaureuSTCC 29213 a 4heures (original)

Figure 21: Photo représentative de dénombrement de lacolotere de
lactobacillusrhamnosus4 heures (original)
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Figure 22: Etude de la cinétique microbien8&aphylococcus aureA3CC 29213durant
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Figure 23: Etude de la cinétiqgue microbietrgetobacillusrhamnosuirant 24 heures.
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3. Démonstration du pouvoir antibactérien des polyphéals

3.1. Le pouvoir antibactérien des polyphénols-vis-a-visStaphylococcus aureus

ATCC 29213

La figure N°22 indique les résultats obtenus desstele I'activité antibactérienne des
polyphénols aux différentes concentrations (5-1@%) sur la souche bactérienne
suivante : Staphylococcus aureuATCC 29213. Le spectre d’activité antibactérienne
apparait comme des zones claires avec borduraeaisti comme l'indique la figure N°24,
le diamétre d’'inhibition est variable et varie deal 18 millimetres (Fig. 22 et 24).
Pour Staphylococcusureusla zone d’inhibition a été observée a des conceoisallant
de 5 a 50 %. L'inhibition est notée positive loredle est supérieure a 8
millimetreg Schillinger et lucke., 2001).

Notre résultats montrent une activité antimicrobenemarquable des extraits phénoliques
vis-a-vis Staphylococcus aureuses résultats concorde avec ceux(AledRazik et al.,
2012Qgui ont démontrés que les extraits phénoliquesadpulpe de la caroube ont une
activité antimicrobienne contre divers agents pgdéimes, y compris I&taphylococcus

aureusavec une zone d’inhibition allant de 12 a 17 midines.

Figure 24 : photos représentatives d’inhibition 8&aphylococcus aureysr les
différentes concentrations des polyphénols (orljina
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S.aureus
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diametre de la zone d'inhibition en mm

u zone d'inhibition

Figure 25 :diametre des zones d'inhibition Staphylococcus aure en mm en
fonction des concentrations des polyphé

La concentration la plus inhibitrice est de 50%cane diametre de la zone d’inhibition
18 millimétres les concentrations10 et 25% ont un effet inhilsifgroche a celle de 50
respectivement 14 et Iillimetres et la concentration 5% présente le plus faiblet:
inhibiteur avec un diamétre de la zone d'inhibita10 + 3,4 millimétres.

Nous remarquons que les polyphénols ont une activitimicrobienne trés importante-
a-vis Staphylococas aureu ATCC 29213 ceci s’explique par la présence de dués
considérables de composés phénoliques totaux éalemoides totaux dans I'extrait
méthanol de la gousse @eratoniasiliqui( Taleb-Contini et al., 2003)

Ces résultats se concordent avec ceux(Chiang et al, 2002jjui ont démontrés qt
I'activité antimicrobienne deCeratonia .Siliqua est due aux polysaccharides
principalement auxomposés bioactiides polyphénols. Cette activité est due précisé
auxflavonoides qui se trouvent en quantité considérdhhs les gousses de caro

Cette efficacité est due a la présence des flader qui sont des ntabolismes
secondaires réputés pour leurs effets antibact (MounjdAbdRazik et al., 2012).
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Nosrésultatsse rapprochent de ceuxBilen hsouna egl., 2012gui montrent une activité
antimicrobienne et une efficacité d’'inhibition dextrait méthanolique brut de gousses de
Ceratoniasiliqua(caroubier) testé sur 13 bactéries pathogénessigBlGram positives et 5
Gram négatives) le résultat d’inhibition s@taphylococcus aureusTCC 29213 donnait

un intervalle de zone d’inhibition allant de 20%illimétres.

3.2. Le pouvoir antibactérienne des polyphénols vis-a-giLactobacillusrhamnosus
La figure ci-dessous montre le spectre d'inhibitaes polyphénols vis-a-vis de la
souche probiotique Lactobacillus rhamnosies meilleur diamétre d’inhibition est
enregistré aux concentrations de 25 et 50%

Lb.rhamnosus

25

20

15
10 i
0
1 2 3 4

concentrations des polyphénols en %

diametre de la zone d'inhibition en mm
(9]

H zone d'inhibition

Figure 26 : diamétre des zones d'inhibitions Iderhamnosusn mm en fonction des

concentrations des polyphénols

Figure 27 : photos représentatives d’inhibition de. rhamnosugar les différentes
concentrations des polyphénols (original).
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La concentration la plus inhibitrice est de 50%cane diametre de la zone d’inhibition de
18 millimétres, les concentrations 10 et 25% onefiat inhibiteur proche a celle de 50%
respectivement 13 et 16 millimétres et la concéinmab% présente le plus faible effet

inhibiteur avec un diameétre de la zone d’'inhibitd@ 10 millimétres.

Nos résultats concordent avec ceux(den hsouna etal., 2012gui ont démontrés que
I'extrait phénolique de la pulpe de caroube a uetdbactéricide contre les bactéries
lactique (Lactobacillus subtilisATCC 6633 etLactobacillus cereuATCC 14579) avaient
un intervalle de zone d’inhibition allant de 15ar2limetres.

(Abdrazik et al., 2012)ont aussi démontrés que les polyphénols de la baront un effet
inhibiteur surLactobacillus sp Avec un intervalle de la zone d'inhibition allaté 9 a

13mm.

3.3. Le pouvoir antibactérienne des polyphénols vis-a-si une culture mixte de
staphylococcus aureu8TCC 29213 etLactobacillus rhamnosus

S.aureus/Lb.rhamnosus

25

20

15
: - '
0
1 2 3 4

concentrations polyphénols en %

diametre de la zone d'inhibition en mm
(9]

M zone d'inhibition

Figure 28 : diametre des zones d’inhibitions 8eaureusetLb.rhamnosugn mm en

fonction des concentrations des polyphénols.
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Figure 29 : photos représentatives d’inhibition d’une cultomte deS.aureust

Lb.rhamnosugpar les différentes concentrations des polyphé&oiginal).

Les résultats illustrés dans la figure ci-dessustreat le pouvoir antagoniste des

polyphénols contre le mix contenant les staphylogst les lactobacilles.

Le diametre de la zone d’inhibition varie de 100&42,39 mm, les concentrations les plus
inhibitrices sont 25 et 50%.

Nous remarquant que le diametre d’inhibition a aeigt@ pour les concentrations 25 et
50% de 17 a 20mm.

Les probiotiques ont un effet antibactériénlams., 1999) ce qui expliqgue nos resultats.

Dans I'étude déKalui et al.,2009)sur les caractéristiques fonctionnelled detobacillus
plantarum et Lactobacillus rhamnosugssu de mais fermenté « ikii » ont démontré le
pouvoir antibactérien dd.b.rhamnosussur S. aureusNCTC 6571 avec une zone
d’inhibition de 18mm.

La forte activité antimicrobienne deceratoniaséliqua contre une variété de
microorganismesest due aux pourcentage élevé gdréibarbone (51,06%), monoterpene
(0,9%) et le monoterpene oxygéné (1,19%) qui soppréxiés pour le potentiel

antimicrobieriBijen et al., 2002).

4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

D’aprés les résultats obtenus précédemment nous smumes intéressés a déterminer la
concentration minimale inhibitrice des extraits pbléque deceratoniaséliquaur les deux
souches bactériennes, le pathogéen8taphylococcus aureusATTC 29213et le

probiotique lactobacillus rhamnosssir microplaques en milieu liquid@.ableau 12)
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Tableau 12 :résultats de la CMI des extraits phénoliques ws$sdes deux souches

bactériennes.

Souches bactériennes CMI %
Staphylococcus aureusT TC 29213 3,12%

lactobacillus rhamnosus 1,56%

S.aureus/Lb.rhamnosus 1,56%

Figure 30 :la concentration minimale inhibitrice de la craisse deStaphylococcus
aureusATTC 29213etactobacillus rhamnosgp®ur une durée d’incubation de 24h & 37°c
(original).

La concentration minimale inhibitricevarie de 1,56803,56% dépendamment de la

bactérie cible.

Les résultats obtenues montrent que I'effet inbibit des extraits phénoliques pus
important chez le probiotiquelactobacillus rhamnosuset la culture mixte
(S.aureus/Lb.rhamnosysr rapport a la souche pathogsteghylococcus aureusTTC

29213.
- _________________________________________________________________________________________|
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Ces résultats s’expliquent par la nature de léébi@ccible qui joue un réle important dans
la détermination de la concentration minimale iithike, en général, les bactéries Gram-
positives sont plus sensibles aux propriétés aotohiennes que celles a Gram négatif
(Bagamboula etal., 2004) ces différences pourraient étre attribués endgaartie a la

complexité de la double membrane contenant I'eppelccellulaire des bactéries Gram
négatif par rapport & la structure de la membramgue des bactéries Gram positifs, ou lié

a la présence des lipopolysaccharides dans lebna@m externéGao etal., 1999).

Les résultats obtenues pésen hsouna etal., 2009montrent un I'effet inhibiteur des
extraits phénoliques plus important que le notre,031% pourStaphylococcus aureus
ATCC 25923 etStaphylococcus aureuSTCC 6536 ; et 0,062% powacillus subtilis
ATCC 6633 eBacillus cereuATCC 14579.

5. Dosage des polyphénols par chromatographie sur cdue mince

La chromatographie sur couches minces (CCM) estnugihode d’analyse couramment
utilisée pour l'identification de composés orgamiguet permet un contrdle aisé et rapide
de la pureté des produits analygsésitran., 1991). De plus, étant donné que la CCM

indique le nombre de composants d’un meélange.

Pour une caractérisation partielle des extrait€CdetoniaSeliquaune chromatographie
sur couche mince (CCM) a été realisée. Les stamdatilisés sont des composeés
phénoliques ; la quercétine, catéchine sont de®ril@ides ; I'acides tannique et l'acide

gallique sont des acides phénoliques.
Le systeme de migration utilisé chloroforme/méthdai.).

Les résultats de la chromatographie des extraésgilyues sont illustrés dans la figure ci-

dessous.
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Figure 31 :Résultats de la chromatographie sur couche mineexteaits phénoliques de

la farine de pulpe de caroube.
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Tableau 13 :rapports frontaux en fonction des standards

Standards RF Classe phénolique
Polyphénols 0,85 0,45 0,63 0,29 0,43 0,33
Quercétine 0,45 Flavonol
Acide tannique 0,85 Acide phénolique
Acide gallique 0,69 Acide phénolique
résorcinol 0,28 Phénols simple
Catéchine 0,42 Flavonol
Phlorologlucinol 0,3

Le systeme de solvant chloroforme/méthanol nourais de mettre en évidence six

composes (Tableau 11).

Les résultats de I'étude d&akib et al., 2010pnt montré que dans tousles échantillons
analysés, les polyphénols les plus abondants samdéd gallique, le gallate glucoside et

glucoside acide gallique.

L’'analyse des extraits des pulpes etdes gsaidu caroubier des deux localités
montre leur richesse en composés phénoligueacide coumarique et l'acide
gallique sont les acides phénoliques majoegairdentifiés aussi bien dans les extraits

des pulpes que dans ceux des graireslel etal., 2011).
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Conclusion

Il est connu depuis les époques antiques que eelglantes et épices ont une activité
antimicrobienne. Il y a eu un intérét considérable les utiliser pour éliminer les

microorganismes qui ont développé une certainstedgie aux antibiotiques.

Dans le présent travail, nous avons tenté de dtmmetria la valorisation de la pulpe de
caroube en Algérie en exploitant ses activitésolgjigjues.

La pulpe de caroube est utilisée comme agent coatser, exhausteur de godt, agent
gélifiant, substituant de cacao, additif dans ifedntation de bétail et comme traitement de

diarrhées chez les nourrissons.

Le présent travail a porté sur I'’évaluation detié@té antimicrobienne contre des souches

bactériennes (pathogene et probiotique).

127 13

Les résultats de I'activité antimicrobienne ontéiév’efficacité de tous les extraits contre
les souches testées respectivel@entreus, Lb.rhamnosets la culture mixte(S.aureus/
Lb.rhamnosy Aussi, les résultats ont démontré des zoneshithition de 10 mm a 14 mm
pour des extraits de 5% a 10% et de 16 mm @rh8pour des concentrations allant de
25% a 50% 10mm a 13mm pour les extraits de 5 a 10%, et denl@nil8mm pour des
concentrations allant de 25 a 50% respectivemertidmeétre d’inhibition de la culture mixte
(S.aureus/ Lb.rhamnosg)est varié entre 10mm a 13 pour des extraits del6% et de 17 a
20 mm pour les concentrations 25 a 50%.

Le dosage des polyphénols par chromatographie auwrhe mince a révélé que notre

polyphénol est riche en flavonol, acide phénoliguphénols simple.

Cette étude contribue a la connaissance de l'&&tamntimicrobienne de la pulpe de
caroube in vitro, il serait également intéressamtréhbliser d’autres études pour évaluer le
potentiel antioxydant et antimicrobien in vivo. Descherches complémentaires sont

nécessaires pour identifier, isoler et purifierdeastituants bioactives de la pulpe de caroube.

Il serait aussi intéressant de tester les diff@eniolécules isolées (extraits de
polyphénols et flavonoide$) vivo sur différents modeles biologiques, afin de trouwee

application thérapeutique des molécules activdéeso
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ANNEXE

Composition du milieu MRS (De Man, Rogosa, Sharpe, 1960)

Constituants g

peptone 10
Extrait de viande de boeuf 8
Extrait de levure 4
Glucose 20
Tween 80 1
Hydrogénophosphate de potassium 2
Acétate de sodium 3 H,0 5
Citrate d’ammonium 2
Sulfate de magnésium 7 H,O 0,2
Sulfate de manganese 4 H,0 0,05
H,O 1000
pH 6,4+0,2

Composition du bouillon coeur-cervelle (milieu d’enrichissement)

(Réf, CM0225 Oxoid, Biomérieux, France)

CONSTITUANTS g

Infusion de cervelle de veau 12,5
Infusion de cceur de boeuf 5
Protéose-péptone 10
Glucose 2
Chlorure de sodium 5
Phosphate disodique 2,5
H,0 1000
pH 7,4+0,2

Composition de milieu de culture Mueller Hinton
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(Ref. CM0419 Oxoid, biomérieux, France)

CONSTITUANTS

Infusion de viande de boeuf
Hydrolysat de caseine
Amidon

Agar

H,0

pH

12,5

10

1000
7,410,2
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