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Résumé
La présente étude porte, d’une part, sur 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne d’extraits
phénoliques de gousses de caroube (Ceratonia siliqua L.) récoltées dans la région de
Mostaganem sur huit souches pathogenes (Bacillus cereus ATCC11778, Bacillus cereus
ATCC 14579, Staphylococcus aureus ATCC25923, Staphylococcus aureus ATCC 33862,
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 8739, Shigella sonnei ATCC p4001,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853), et d’autre part, sur I’effet de ces extraits sur le
comportement de deux souches bénéfiques (Lactobacillus rhamnosus LbRE-LSAS et
Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12) en utilisant la méthode de diffusion sur disque
et en suivant la cinétique d’inhibition. Les polyphénols totaux et les flavonoides totaux ont
été respectivement déterminés par la méthode Folin-Ciocalteu et par celle au trichlorure
d’aluminium dans deux types d’extraits phénoliques de gousses de caroube: 1’extrait éthanol-
eau (7V/3V) (EEPC) (23,79mg/g) et I’extrait aqueux (EAPC) (32,2 mg/g). C’est la souche
E. coli ATCC 25922 qui s’est révélé la plus sensible vis-a-vis des extraits phénoliques
aqueux de caroube suivie de Escherichia coli ATCC 8739, Bacillus cereus ATCC 14579,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 33862, Shigella sonnei
ATCC p4001 et de Bacillus cereus ATCC 11778, dont les zones d’inhibition varient de 10
al7mm en présence de 50 mg/mL. La croissance des deux souches bénéfiques LbRE-LSAS
et Bbl2 a été légerement améliorée par rapport au témoin en présence de la plus faible
concentration d’extrait phénolique utilisée (10 mg/mL) avec un taux maximal d’amélioration
de 27%. En revanche, les fortes concentrations de 20 et 50 mg/mL retardent la croissance de
la souche Lactobacillus rhamnosus LbRE-LSAS qui résiste plus que la Bb12 a I’effet
inhibiteur des polyphénols. Ces résultats suggerent 1’utilisation de 1’extrait phénolique de
caroube comme agent préservateur des aliments contre les contaminations bactériennes
causées par un bon nombre de pathogenes sans pour autant affecter la croissance des souches

bénéfiques ou probiotiques d’intérét digestif.

Mots clés: Caroube-Gousse-Polyphénols-Flavonoides-Activité antimicrobienne-

Bactéries pathogénes-Bactéries bénéfiques.
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Abstract

The goal of the present study is to explore the antimicrobial activity of phenolic carob pods
extract (Ceratonia siliqua L.) against eight pathogenic strains (Bacillus cereus ATCC 11778,
Bacillus cereus ATCC 14579, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus
ATCC 33862, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 8739, Shigella sonnei
ATCC p4001, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) and also its effect on survival of
two beneficial strains (Lactobacillus rhamnosus LbRE-LSAS and Bifidobacterium animalis
subsp lactis Bb12). Carob fruits were collected in Mostaganem area. Disk diffusion method
was used for the determination of inhibition zone diameter and cell count was monitored
during the whole exposure of the strains to the extract. Total polyphenols (Folin-Ciocalteu
method) and total flavonoids (method of aluminum trichloride) were determined in the two
carob extracts: ethanol-water extract (7v/3v) (EWPC) (23.79 mg/g) and aqueous extract
(EAPC) (32.2 mg/g). Escherichia coli ATTC 25922 strain was the most sensitive strain
toward the phenolic extract of carob pods followed by Escherichia coli ATCC 8739, Bacillus
cereus ATCC 14579, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC
33862, Shigella sonnei ATCC p4001, and Bacillus cereus ATCC 11778, with an inhibition
zone diameter ranging from 10 to 17 mm in the presence of 50 mg/mL carob aqueous
phenolic extract. Beneficial strains (LbRE - LSAS and Bb12) growth was slightly improved
compared to the control in the presence of the lowest phenolic extract concentration used (10
mg/mL), reaching 27% of maximal biomass improvement. In contrast, the higher phenolic
extract concentrations (20 and 50 mg/mL) delay the growth of Lactobacillus rhamnosus
strain LbRE-LSAS which is the more resistant strain to the inhibitory effect of polyphenols
comparatively to Bb12 strain. These results may suggest that phenolic extract of carob could
be used as a food preservative agent against a number of pathogens without any significant

inhibition of beneficial or probiotic strains of digestive interest.

Keywords: Carob-Pod-Polyphenols-Flavonoids, Antimicrobial activity-Pathogenic

bacteria-Beneficial bacteria.
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Introduction

Les infections bactériennes sont principalement traitées par 1’antibiothérapie. La
prescription a grande échelle et parfois inappropriée des antibiotiques a entrainé la
sélection de souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches vers
la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes, sous forme de métabolites secondaires dont les composés
phénoliques, sont toujours utilisés dans 1’industrie alimentaire et cosmétique et comme

agents antimicrobiens en médecine populaire.

Les polyphénols, notamment les flavonoides et les tannins sont connus par leur
toxicité vis-a-vis des microorganismes. Le mecanisme de toxicité peut étre lié a
I'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres
interactions pour inactiver les adhesines microbiennes, les protéines de transport et

d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999).

Le caroubier présente un intérét de plus en plus grandissant en raison non
seulement de sa rusticité, de son indifférence vis-a-vis de la nature du sol, de son bois de
qualité, de sa valeur ornementale et paysagére, mais surtout pour ses graines qui font
I'objet de transactions commerciales dont la valeur dépasse de loin celle de la production
ligneuse. Ainsi, les gousses enticres, la pulpe, les graines et la gomme font I’objet d’un
commerce important en direction de I’Europe et sont largement utilisées dans I’industrie

agro-alimentaire (Biner et al., 2007).

La production mondiale annuelle, essentiellement méditerranéenne, est estimée a

310000 tonnes, dont une bonne partie est fournie par I’Espagne suivie de I’Italie, du

Portugal du Maroc et de I’ Algérie (FAOSTAT, 2010).

La caroube suscite actuellement beaucoup d’intérét en Algérie, ou les industriels se
disputent le marché international, en vue de son exportation sous forme de farine tirée de la

pulpe et des graines pour leur culture agricole.
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Par ailleurs, cet arbre est d'une importance économique considérable; ses gousses, plus
riches en sucre que la canne a sucre et la betterave sucriére, sont utilisées en industrie agro
—alimentaire et pharmacologique, notamment comme anti-diarrhéique, leur richesse en
fibres leur confére des vertus hypocholestérolémiantes et hypoglycémiantes; les composés
phénoliques qu’elles contiennent sont a 1’origine de leur propriétés anti-oxydantes (Hariri
et al., 2009).

Ce problématique soulevée dans ce travail est quelque part liée aux vertus de ce fruit,
et en particulier, au contenu de ses gousses en constituants phénoliques que 1I’on se propose
d’en explorer I’effet antimicrobiens sur huit souches pathogenes (Bacillus cereus
ATCC11778, Bacillus cereus ATCC14579, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus ATCC 33862, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli
ATCC 8739, Shigella sonnei ATCC p4001, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) et
I’effet sur le comportement de deux souches bénéfiques (Lactobacillus rhamnosus LbRE-
LSAS, Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12).
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Chapitre I: Revue bibliographique.

I.1. Généralités sur le caroubier Ceratonia siliqua (L.)
1.1.1. Taxonomie

Scientifiquement, le caroubier est appelé Ceratonia siliqua (Linnée). Ce nom dérive
du grec keras et du latin siliqua, faisant allusion a la forme de son fruit qui ressemble a la
‘corne’ de bouc (Bolonos, 1955). Par ailleurs, le nom dialectal kharouv, originaire de
I’hébreu, a donné lieu a plusieurs dérivés tels Kharroub en arabe, algarrobo en espagnol,
carroubo en italien, caroubier en francais, etc... En outre, les graines de caroube, vu leur
uniformité, sont appelées ‘carats’ et ont servi pendant longtemps aux joailliers comme
unité¢ de poids pour peser les diamants, les perles et d’autres pierres précieuses (1 carat =

205,3mg) (Rejeb, 1995).

Le genre Ceratonia appartient a la famille des Leguminosae (Fabacae) de 1’ordre
des rosales. Toutefois, cette position taxonomique reste litigeuse. Il est généralement placé
dans la tribu des Cassieae, sous famille des Cesalpinoidae. Cependant, certains auteurs tels
qu’lrwin et Barneby (1981) et Tucker (1992a et b), ont émis des réserves en ce qui

concerne la véracité de ce positionnement.

Par ailleurs, des études cytologiques ont révélé que le genre Ceratonia, qui possede
un nombre total de chromosomes 2n=24, est éloigné des autres membres des Cassieae dont
le nombre de chromosomes est 2n=28 (Goldblatt, 1981; Bure§ et al., 2004). En plus,
certains auteurs ont désigné Ceratonia comme étant I’un des genres les plus archaiques
des Iégumineuses (Tucker, 1992a) et qui serait compléetement isolé des autres genres de sa
famille (Zohary, 1973).

La seconde espéce du genre, Ceratonia oreothauma, décrite par Hillocaot et al.
(1980), contient, selon leur origine, deux sous-espéces distinctes: la sous-espece
oreothauma qui est native d’ Arabie (Oumane) et la sous-espece somalensis qui est native du
nord de la Somalie (Batlle et Tous, 1997).
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1.1.2. Données botaniques.

L’arbre est dioique, parfois hermaphrodite et rarement monoique (Linskens et
Scholten, 1980; Batlle et Tous, 1988) (fig.1). Les pieds méles sont stériles et improductifs
(Rejeb, 1995). Les fleurs males, femelles et hermaphrodites poussent sur des pieds
différents. D’aprés Tucker (1992a), les fleurs sont initialement bi-sexes et au cours de

leur développement, I’une des fonctions sexuelle male ou femelle est supprimée.

Les fleurs sont verdatres, de petite taille (6 a 16 mm de longueur), spiralées et
réunies en un grand nombre pour former des grappes droites et axillaires plus courtes que

les feuilles a I’aisselle desquelles elles se sont développées (fig. 2) (Batlle et Tous, 1997).

Les fleurs femelles sont constituées d’un pistil court et recourbé avec un petit
ovaire (5 a 7mm) bi-carpelle. Les stigmates sont bilobés et couverts par des papilles. A la
base, le disque nectarifére est entouré de 5 a 6 sépales rudimentaires. Par contre, la corolle

est absente et les fleurs males portent 5 étamines (Aafi, 1996).

Les grains de pollen sont ellipsoides avec aux péles 28 a 29 um de diametre et a
I’équateur 25 a 28 um (Ferguson, 1980; Linskens et Scholten, 1980) et peuvent germer
facilement (Sfakiotakis, 1978).

Le fruit du caroubier (Fig. 2) se développe tres lentement nécessitant 9 a 10 mois
pour atteindre la maturité. 1l est de grande taille, 10 a 30 cm de longueur et 2 a 3.5 cm de
largeur et indéhiscent apres maturité. 1l est vert puis brun et au moment de la maturité,
brun foncé a noir. 1l est sinueux sur les bords, aplati, droit ou arqué et présente un tissu
pulpeux sucré et rafraichissant. La gousse est séparée a I’intérieur par des cloisons
pulpeuses et renferme 12 a 16 graines brunes dont la longueur et la largeur sont

respectivement de 8 a 10 mm et de 7 a 8 mm (Batlle et Tous, 1997).
1.1.3. Reproduction biologique :

De nombreux aspects liés a la reproduction biologique du caroubier, tel que la
floraison, la compatibilité entre les différents sexes ou encore entre les cultivars, ainsi que

la fructification, restent largement inconnus (Batlle et Tous, 1997).
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Le caroubier est considéré comme le seul arbre méditerranéen qui fleurisse en été :

d’aott a octobre (Aafi, 1996) ou en automne : de septembre a novembre (Fournier, 1977).
Cependant, le temps et la durée de la floraison dépendent des conditions climatiques
(Batlle et Tous, 1997). Quatre types d’inflorescence décrits par Schroeder (1959) peuvent

occasionnellement étre rencontrés sur un méme arbre:
o les fleurs pistillées,

o les fleurs pistillées avec parfois des fleurs parfaites ou staminées (I’arbre se

comporte comme un pied femelle),
o les fleurs parfaites avec parfois des fleurs staminées,

o les fleurs staminées ; la fleur peut démarrer hermaphrodite puis il y a une chute des

pistils et la fleur devient staminée du point de vue structure et fonction.

Figure 1: L’arbre du caroubier (Ceratonia siliqua L.)
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Feuilles Fleurs Gousses vertes Gousses mirs

Figure 2 : feuillage, inflorescences et fructification du caroubier (Battle et tous; 1997)

La pollinisation des fleurs du caroubier est, en grande partie, assurée par les
insectes (Retana et al., 1990;1994; Rejeb et al., 1991; Ortiz et al., 1996), mais aussi par le
vent (Passos de Carvalho, 1988; Tous et Batlle, 1990). Les trois sexes de fleurs, sécretent
des substances nectariféres dont la quantité et la contenance en sucres sont élevées dans la

fleur femelle par rapport a son homologue male (Ortiz et al., 1996).

La fructification, chez le caroubier, se situe entre juillet et décembre de I’année qui
suit la floraison, selon les régions et les cultivars (Aafi, 1996). D’apres Haselberg (1996),
la variation dans ’intensité d’inflorescence et la production des gousses, est plutdt lice a
des facteurs endogénes qu’aux aléas climatiques. Toutefois, des conditions défavorables de
I’environnement peuvent entraver, d’une manicre significative, la production des fruits

(Batlle et Tous, 1997).
1.1.4. Origine et répartition géographique du caroubier
1.1.4.1. Origine du caroubier

Le lieu d’origine du caroubier demeure controversé. Toutefois, De Candolle (1983)
et Vavilov (1951) ont rapporté qu’il serait natif de la région Est méditerranéenne (Turquie
et Syrie). Par contre, Schweinfurth (1894) a insinué qu’il est originaire des pays
montagneux du Sud d’Arabie (Yémen). Tardivement, il a été considéré, par Zohary (1973),
comme originaire de la flore d’Indo-Malaisie, groupé avec Olea, Laurus, Myrtus et

d’autres plantes.
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Par ailleurs, Ceratonia oreothauma est la seule espéce connue et originaire du Sud-est
d’Arabie (Oumane) et des bordures de la corne africaine (Nord de Somalie) (Hillcoat et al.,
1980).

1.1.4.2. Distribution géographique du caroubier

Selon Hillcoat et al. (1980), le caroubier est étendu, a 1’état sauvage, en Turquie,
Chypre, Syrie, Liban, Israél, Sud de Jordanie, Egypte, Arabie, Tunisie et Libye avant
d’atteindre I’Ouest de la méditerranée. Il a été disséminé par les grecs en Grece et en Italie
et par les arabes le long de la cote Nord de I’ Afrique, au Sud et a I’Est de I’Espagne. Dés
lors, il a été diffusé au Sud du Portugal et au Sud-Est de France (fig.3).

Le caroubier a été, également, introduit avec succes dans plusieurs autres pays
ayant un climat méditerranéen. C’est le cas en Australie, en Afrique du Sud, aux Etats Unis
(Arizona, Californie du Sud), aux Philippines et en Iran (Evreinoff, 1947; Batlle et Tous,
1997) (Fig. 3).

Généralement, la distribution des especes arborescentes, telle que C. siliqua est
limitée par des stress liés aux froids (Mitrakos, 1981). En effet, I’espéce C. oreothauma qui
semble étre plus sensible au froid a une répartition restreinte et limitée seulement a Oman
et a la Somalie (Hillcoat et al., 1980). Dans les zones basses méditerranéennes (0-500m,
rarement 900m d’altitude), le caroubier constitue une essence dominante et caractéristique

du maquis des arbres sclérophylles (Zohary et Orshan 1959; Folchi Guillen, 1981).

En Algérie, le caroubier est fréquemment cultivé dans 1’Atlas Saharien et il est
commun dans le tell (Quezel et Santa, 1962); on le trouve a 1’état naturel en association
avec I’amandier, Olea Europea et le pistachier Pistacia Atlantica dans les étages semi-
arides chauds, subhumides et humides a une altitude allant de 100 & 1300 m dans les
vallons frais qui le protegent de la gelée; avec une température de 5°C jusqu’a 20°C

et une pluviomeétrie de 80mm a 600mm/an (Rebour, 1968) (fig. 4).
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1.1.5. Intéréts et utilisation du caroubier
I.1.5.1. L’arbre

II est utilisé pour le reboisement et la reforestation des zones affectées par I’érosion
et la désertification (Boudy, 1950; Rejeb et al., 1991 ; Biner et al; 2007). Il est également
utilisé comme plante ornementale en bordure des routes et dans les jardins (Batlle et Tous,
1997). Actuellement, il est considéré comme 1’un des arbres fruitiers et forestiers les
plus performants puisque toutes ses parties (feuilles, fleurs, fruits, bois, écorces et

racines) sont utiles et ont des valeurs dans plusieurs domaines (Aafi, 1996).

En effet, la fleur est utilisée par les apiculteurs pour la production du miel de
caroube, alors que les feuilles sont utiles pour 1’alimentation des animaux. L’écorce et les
racines sont utilisées en tannerie gréace a leur teneur en tanins. Le bois du caroubier, dur, de

couleur rouge, est estimé dans la charbonnerie et la menuiserie (Hariri et al., 2009).

Dans les domaines forestiers, les pieds males sont souvent taillés pour le fourrage.
Plusieurs études ont montré que 1’utilisation des feuilles associées avec le polyéthylene
glycol (PEG) améliore la digestibilité et la qualité nutritive des tanins contenus dans les
feuilles (Priolo et al., 2000). Ces derniers ont été utilisés en Turquie, dans la médecine
‘traditionnelle’ pour traiter la diarrhée et dans 1’alimentation diététique (Baytop, 1984);
ils ont été également désignés comme étant porteurs d’activités cytotoxiques et

antimicrobiennes (Kivcak et Mert, 2002).

1.1.5.2. Le fruit
Le fruit du caroubier ou la caroube, se compose d’une pulpe enveloppant de
graines régulieres. En effet la pulpe sucrée de la caroube est employée depuis

longtemps comme nourriture de bétail a c6té d’autres aliments comme la farine d’orge

(Ait Chitt et al., 2007).

Selon les travaux de Lizardo et al. (2002), il semble que la farine de caroube soit
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Figure 3: Centres d’origine et distribution du caroubier dans le
monde (Batlle et Tous, 1997).

Figure 4 : Distribution du caroubier en Algérie suivant les

domaines bioclimatiques (A.N.R.H, 2004)
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un produit parfaitement adapté a I’alimentation animale. Son incorporation dans les
régimes s’avere tres utile dans le soutien de la consommation, de la croissance et de la

santé en post-sevrage.

La farine, obtenue en séchant, torréfiant et moulant les gousses aprés les avoir
débarrassées de leurs graines, est employée surtout en agro-alimentaire (Shay et Abourouh,

2006); dans la préparation de jus sucrés, du chocolat, de biscuits et comme remplagant

de cacao (Berrougui, 2007). En Egypte, on extrait des fruits un sirop qui est employé
pour confire les fruits; les Arabes fabriquent avec la pulpe une boisson alcoolisée et les

Kabyles fabriquent a partir du fruit un plat appelé tomina (Bonnier, 1990).

De nombreuses études cliniques ont souligné 1’efficacité de la poudre de caroube dans le
traitement des diarrhées aigués infantiles (Serairi et al., 2000); ce qui a été confirmé
par 1’étude clinique menée par Loeb et al. (1989) chez des enfants agées de 3 a 21 mois,
qui a montré que le transit intestinal, la température et le poids de 1’enfant

s’amélioraient plus vite apres administration de la poudre de caroube par voie orale.

Par ailleurs, selon Rejeb (1995), la pulpe est recommandée contre la tuberculose
pulmonaire et les affections des bronches. Etant riche en antioxydants (composés
phénoliques), en sucres, protéines, fibres, potassium et calcium, la caroube est connue en
thérapeutique pour son effet hypocholestérolémiant, antiprolifératif, anti diarrhéique et
anti troubles digestifs (Berrougui, 2007).

Une autre étude expérimentale (Ait Chitt et al., 2007) a démontré les capacités
bactéricides de la pulpe de caroube vis-a-vis de Staphylococcus aureus; la caroube
adsorberait aussi les enterotoxines produites par certaines souches d’Escherichia coli
et de staphylocoques ainsi que par le vibrion cholérique, ce mécanisme d’adsorption
pourrait étre expliqué par la présence de tanins dans la partie insoluble et active de la
caroube (Tolentino, 1950).
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En plus de son pouvoir nématicide démontré par les travaux d’El Allagui et al. (2007)
qui est d0 a sa teneur en composés phénoliques, la caroube possede aussi une activité

antimicrobienne et antioxydante selon Ben hsouna et al. (1986).

Selon 1’étude récente de Sanchez et al. (2010), la caroube est une source bon

marché¢ d’hydrates de carbone pour la production de bioéthanol.

La gomme de caroube est extraite de 1’albumen des graines de Ceratonia siliqua du
fait de sa richesse en galactomannanes (unités de B-D-mannose et de a-D- galactose)
(Biner et al., 2007; Avallone et al., 1997). Elle est issue de 1’endosperme et constitue le
1/3 du poids total de la graine ; 100kg de graines produisent en moyenne 20kg de
gomme pure et séche (Jones, 1953).

1.1.6. Les polyphénols de caroube

Les polyphénols se trouvent dans les gousses de caroube sous forme de granules

bruns clairs de taille entre 100 et 500mm. Ces granules se trouvent dans la fraction fibreuse

de la pulpe de caroube et peuvent étre extraits par des solvants polaires (Wursh et al.,
1984).

La section d’une gousse de caroube examinée au microscope électronique montre la
présence de larges cellules parenchymateuses remplies de granules de tanins ressemblant a
des pi¢ces d’ambre en microscopie optique (wursch et al., 1984). L’analyse par diffractions
aux rayons X montre que les granules ne possedent pas de structure cristalline (wursch et
al., 1984).

Pour [D’analyse des polyphénols, on recommande généralement [ utilisation
d’échantillons frais au lieu des échantillons séchés a I’air ou lyophilisés (Harvey, 2001).
Okuda et al. (1989) démontrent que certains composés phénoliques se décomposent

rapidement s’ils sont exposés a la lumiére ou a des températures élevées.
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Il est a noter que les tanins hydrolysables sont relativement stables a 1’air et a
température ambiante tandis que les tanins condensés ont tendance a s’oxyder dans les
mémes conditions (Okuda et al., 1989). Les tanins complexes et de grande taille sont
facilement dégradés en tannins de plus faible poids moléculaire sous 1’action de 1’eau, des

acides dilués et d’autres solvants comme le méthanol (Harvey, 2001).

Les tannins peuvent étre extraits a I’eau (a température ambiante ou a 90 °C) au
méthanol 50% (v/v) (a température ambiante ou bouillant) ou au mélange acétone-eau
70/30(4°C ou a température ambiante) (Hagerman, 1988; Waterman et Mole, 1994).

Selon Scalbert (1992), I’étape critique dans 1’analyse des tanins est leur extraction. En
effet, leur faible solubilité dans les solvants organiques et leur présence en mélanges
complexes compliquent la séparation et 1’identification des polyphénols de la caroube

(Nachtomi et Alumot, 1963).

Une méthode employée par Kumazawa et al. (2002), consiste a laisser en contact les
gousses de caroube écrasées et séchées préalablement, pendant 12h a I’eau froide (4°C). Ce
procédé, répété 2 fois, permet d’éliminer les oses présents. Le résidu est ensuite extrait
avec de I’eau bouillante 10 min. Apres 12h a température ambiante, 1’extrait est filtré,
concentré puis séché avant d’étre analysé. L’échantillon obtenu représente 10% de la

masse des gousses de caroube engagée.

Les résultats de I’analyse des polyphénols en HPLC (Owen et al., 2003) montrent que le
rendement est meilleur avec une extraction a I’hexane (pour I’élimination des lipides) puis

au méthanol (3h), qu’avec I’eau distillée (18h a température ambiante).

Nishira et Joslyn (1968) séparent les polyphénols extraits au méthanol en deux
fractions: L’une soluble dans 1’acétate d’éthyle et ’autre soluble dans le butanol. Les

polyphénols sont ensuite précipités a [’hexane.

Avallone et al. (1997) étudient I’efficacité de différents solvants d’extraction des tanins.
L’acétone pure est efficace pour 1’extraction des tanins ; tandis que le mélange acétone-

eau : 70/30 (V/V) s’avére meilleur que celui de méthanol-eau (50/50 : V/V) car il permet
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d’extraire la majorité des polyphénols. Les polyphénols restants dans les résidus sont
estimés aprés catalyse acide dans du butanol additionné de sulfate de fer. Cependant,
I’analyse des résidus indique la présence d’une quantité non négligeable de tanins

(4+0,77mg/g) qui n’ont pas €té extraits par le mélange acétone -eau.

Peu d’¢études ont été consacrées a 1’analyse des polyphénols de la caroube. Les teneurs
et la composition en polyphénols différérent d’un auteur a un autre. Les fluctuations
obtenues peuvent étre dues a différents facteurs comme : la variété de la caroube, le pays
producteur, la partie analysée (pulpe, fibre, partie soluble ou partie résiduelle insoluble) et
les méthodes utilisées pour 1’extraction des polyphénols ou leur détermination (Marakis,
1996). Les variétés sauvages sont plus riches en tanins que les variétés cultivées (Marakis,
1993).

Selon Wirsch et al. (1984), la teneur en tanins condensés des gousses de caroube varie
de 16 a 20% de la masse seche. Saura-Calixto (1988) rapporte aussi une teneur en
polyphénols de 19,2% (17,9% de tanins condensés et 1,3% de tanins solubles dans 1’eau)
dont, 94% font partie des résidus de fibre de caroube.

Avallone et al. (1997) constatent que les gousses de caroube renferment plus de
tanins condensés (proanthocyanidines) que de tanins hydrolysables (ellagitaninns et les
gallotaninns). En effet, une gousse de caroube contient en moyenne 19mg de polyphénols
totaux par g de matiere fraiche; 2,75mg/g de tanins condensés et 0,95mg/g de tanins
hydrolysables.

plus élevées (40,8mg/g de polyphénols totaux ; 16,2 mg/g de composés se trouvent a 1’état

de traces dans la graine.

Les polyphénols hautement polymérisés (tannins) de caroube ont une masse
moléculaire trés élevée rarement rencontrée chez les plantes (Wursch et al., 1984). Prés de
50% des tannins ont une masse moléculaire supérieure a 32000 Daltons (Tamir et al.,

1971), I’autre moitié se rencontre sous forme de granules de plus haute masse moléculaire

(Wursch et al., 1984).
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Les principaux polyphénols décrits dans les gousses de caroube sont insolubles,
hautement polymeérisés, appartenant aux tanins condensés et contenant un noyau flavane
(Wirsch et al., 1984) . Le degré de polymeérisation des flavanols est de 31,1% et ils

représentent 23% (Kumazawa et al., 2002) des polyphénols totaux .

Les composés obtenus par les expériences de dégradation avec 1’acide
thioglycolique ou 1’acide chlorhydrique sont (+)-catechine, (-)-epicatechine, (-)-
epicatechine gallate, (-)-epigallocatechine gallate, (-)-epigallocatechine, delphinidine,
pelargonidine et cyanidine. Ceci indique que les polymeéres sont constitués de sous unites
de flavan-3-ol et de flavan-3,4-diol (Tamir et al., 1971; Marakis et al., 1993; 1997).

Les polyphénols extraits a 1’eau se composent de (-)- epigallocatechine, (+)-
catechine, (-)-epicatechine gallate, (-)-epigallocatechine gallate, avec I’acide gallique
comme constituant le plus abondant (Corsi et al., 2002).

L’extraction au mélange méthanol/acide acétique 0,5% (90/10 : v/v) donne en plus,

des glycosides de quercétine et de 1’acide ellagique (Sakakibara et al., 2003).

Les gousses vertes de caroube ont fait ’objet de trés peu d’études (Nachtomi et
Alumot, 1963; Joslyn et al., 1968; Nishira et Joslyn,1968) comparatives sur le plan de leur

composition en polyphénols par rapport aux gousses mares.

En effet, Joslyn et al. (1968) constatent par extraction a I’eau chaude et au méthanol
que les gousses vertes contiennent beaucoup plus de polyphénols totaux que les gousses
mares (67mg/g matiére seche pour les gousses mdres et 204,3mg/g matiére seche pour les

gousses vertes).
Le principal composeé trouvé est la leucodelphinidine ainsi que neuf composes

hydrolysables dont deux sont identifiés comme étant le 3-D-glucogallin et le p-D-1,6-di-O-

galloylglucose (Nishira et Joslyn, 1968).

Ces tanins hydrolysables ne sont pas retrouvés ou sont présents en quantités trés

faibles dans les gousses mdres (Joslyn et al ., 1968). Par contre, on retrouve dans les
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gousses mires une quantité abondante d’acide gallique, supposé dériver des tannins

hydrolysables par hydrolyse enzymatique (Joslyn et al., 1968).

Par ailleurs, Nachtomi et Alumot (1963) ont identifié plusieurs catechines et
leucoanthocyanines dans les gousses vertes: (+)-gallocatechine, (-)-epicatechine, (-)-
epicatechine gallate et (+)-catechine. Ces molécules sont considérées comme les

précurseurs possibles des tannins condensés qu’on trouve dans les gousses mures.
1.1.7. Utilisation thérapeutique de la caroube
1.1.7.1. Traitement de I'hypercholestérolémie

La haute teneur en fibres de la caroube suggere qu'elle pourrait réduire le taux de
cholestérol sanguin. En 2010, Ruiz-Roso et al., ont étudié les effets d'une consommation
de fibres de caroube riches en polyphénols sur 88 individus souffrant
d'hypercholestérolémie. Les résultats de cette étude indiquent que cette consommation
diminue au bout d'un mois les niveaux de cholestérol total (-18%), de LDL cholestérol «

mauvais cholestérol » (-26%) et triglycérides (-16%).

Ces résultats concordent avec ceux publiés par Zunft et al. (2003) qui montraient
qu'une préparation de pulpe de caroubier de 15 g par jour et riche en polyphénols diminuait
au bout de 6 semaines le profil lipidique a raison de -10% de LDL cholestérol et de -11%
de triglycérides, chez des individus présentant une hypercholestérolémie. Cet effet
bénéfique, comparé a un placebo, était plus marqué chez les femmes. Une autre équipe
(Gruendel et al., 2006) avait précédemment montré qu'un extrait de pulpe de caroube riche
en polyphénols augmentait l'oxydation des acides gras, reflétée notamment par une

augmentation de la dépense énergétique et les taux de triglycérides mesurés apres un repas.
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1.1.7.2. Traitement de la diarrhée

Traditionnellement, la caroube est utilisée pour le traitement des affections gastro-
intestinales, en particulier les diarrhées. Une étude a montré que différents types de
produits a base de caroube comme le jus de caroube associé a une solution de réhydratation
orale, réduit la durée des diarrhées chez 80 enfants agés de 4 mois a 4 ans, comparés a une

solution de réhydratation seule (Hostettler et al., 1995).

La fraction insoluble de caroube provenant de la pulpe administrée a raison de 2 g
toutes les deux heures pendant 48 heures n’apporterait aucun effet bénéfique chez les
voyageurs victimes de diarrhée (Loeb et al., 1989). Dans une autre étude réalisée chez des
nourrissons ageés de 3 a 21 mois, un extrait de farine de caroube a raison del,5 g/kg/jour,
contenant 40% de tannins et 26% de fibres réduirait, au bout de 6 jours de traitement, la
période des diarrhées. Cette préparation diminue également les vomissements et aide a
retrouver le poids d’origine plus rapidement que chez ceux traités avec le placebo. La

préparation était bien tolérée par les nourrissons.
1.1.7.2.1. Traitement du reflux gastro-eesophagien

La gomme de caroube est un épaississant alimentaire qui pourrait se révéler
utile dans le traitement du reflux gastro-cesophagien infantile, selon une étude
publiee en 2012 par Conderet. Au cours de cette étude, il a examiné I’effet d’un
concentré de gomme de caroube (HL-350) sur 20 nourrissons de moins de 2 mois
souffrant de reflux.

Le nombre de régurgitations diminuait chez le groupe ayant recu la
préparation, comparé au groupe contrble. Cet effet bénéfique confirme les
résultats précédents obtenus sur 50 nourrissons ayant bu une préparation

contenant du Gaviscon® (un médicament anti-reflux) et de la farine de caroube.
1.2. Généralités sur les toxi-infections

1.2.1. Toxinogénése
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Les bactéries pathogénes produisent de nombreuses substances qui sont toxiques pour leur
hote. Lorsqu'il s'agit de protéines et qu'elles agissent a faibles concentrations, il

s'agit de toxines. Dans certains cas (tétanos et botulisme par exemple), seule la
toxine est pathogéne et la multiplication du microorganisme ne participe en rien aux

symptomes observes (Prescott et al., 2003).

Une toxine du latin (toxicum, poison) est une substance spécifique, souvent un
métabolite de I'organisme, qui nuit a I'néte (Charachon, 2007). Une toxine est plus ou
moins immunogene, capable de tuer a faibles doses en bloquant une fonction essentielle de

I'organisme et en agissant sur une cible généralement spécifique.
1.2.2. Les toxines :

Il existe deux types de toxines, les endotoxines et les exotoxines
1.2.2.1. Les endotoxines :

Ce sont des toxines fabriquées par une bactérie mais qui restent localisées en son sein
comme un élément structural. C’est le cas des bactéries Gram-négatif. La plupart des
bactéries Gram-négatif ont, dans la membrane externe de leur paroi, un lipopolysaccharide
(LPS) qui, dans certaines circonstances, est toxique pour les hotes spécifiques. Une

certaine quantité est libérée pendant la multiplication bactérienne) (Charachon, 2007).

Selon Prescott et al. (2003), les endotoxines sont thermostables; toxiques uniquement a
concentrations élevées; faiblement immunogeénes; et habituellement capables d'induire des
effets systémiques: de la fievre (pyrogene), un état de choc, une coagulation sanguine, un
état de faiblesse, une diarrhée, une inflammation, une hémorragie intestinale et une

fibrinolyse.

Le LPS est un constituant de la membrane externe de la paroi des bactéries a gram
négatif. Il est composé d’une partie lipidique (lipide A) et d’une partie polysaccharidique
(core central et chaines polysaccharidiques) (figure 5) (tableau 1) (Charachon, 2007).
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La fraction glucidique phosphorylée et ramifiée n’est ni toxique ni antigénique et possede
une fonction hapténe dont la spécificité est celle de I’antigéne O.

La lipoprotéine comporte un polypeptide de 18 acides aminés et est antigénique.

Le lipide A est un glycophospholipide riche en glucosamine; il posséde les propriétés

biologiques de I’endotoxine et a des effets pyrogénes et 1étaux.

Lipid A

Oeepacifc polysascharide

@--‘-‘“-

Figure 4 ; Structure du LPS

- Lipide A => propriétés tfoxigues identiques pour toufes les
bactéries == choc seplique
- Partion polysaccharidique == anfigénique - antigéne O ou Ag

somatique.

Figure 5: structure du lipopolysaccharide (LPS) (Charachon, 2007)

Tableau 1: Caractéristiques des endotoxines et des exotoxines (Charachon, 2007)

Caractéristiques

Exotoxines

Endotoxines

Composition chimique

Protéines souvent a deux
composants (A et B)

lipopoly-saccharidique de la membrane
externe (lipide A qui toxique).

Exemples de maladies

Botulisme, diphtérie, tétanos

Infections a bactéries Gram-négatives

Effets sur I’hote

Tres variable selon la toxine.

Similaire pour toutes les endotoxines.

Fievre Ne donne généralement pas de Donnent de la fiévre par libération
fievre. d'intrleukine-1
Génetique Souvent portés par des genes extra- | Produites a partir de genes chromosomiques

chromosomiques.

Stabilité a la chaleur

Sensibles pour la plus part et
inactivée entre 60-80 °C.

Résistantes sur la chaleur

Localisation Généralement excrétés hors de la Partie de la membrane externe des bactéries
cellule bactérienne. Gram-négatives.
Production Produites par des bactéries Gram- Présents seulement chez les bactéries Gram-
positive et négatives. négatives, libérés a la mort de la bactérie,
certains libérés pendant la croissance.
Toxicité Extrémement toxiques et fatales en | Faiblement toxique

quantité du I'ordre du
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1.2.2.2. Les exotoxines:

Selon Prescott et al. (2003), ce sont des toxines (protéines) synthétisées par les
bactéries qui les excrétent dans le milieu extérieur. Les exotoxines sont de nature
protéiques solubles, thermolabiles, habituellement libérées dans I'environnement pendant la
multiplication de la bactérie pathogene. Dans de nombreux cas, les exotoxines peuvent

voyager du site d'infection vers d'autres tissus ou cellules cibles.

Les exotoxines sont la plus part des protéines synthétisés par des bactéries
spécifiques contenant souvent un plasmide ou un prophage porteur des genes de
I'exotoxine, thermolabiles (inactivees entre 60 et 80 °C), fortement immunogenes pouvant
stimuler la production d’anticorps neutralisants ( antitoxines, non pyrogeénes, associées
avec des maladies spécifiques avec un mode d’action propre, et enfin souvent désignées

par le nom de la maladie qu’elles induisent ( exemple : toxine diphtérique ou botulique) .
1.2.2.2.1. Les toxines A-B :

Ce type de toxines a deux composants, la sous-unité B qui est responsable de
I'interaction avec les cellules de I'hdte et la sous-unité A qui contient I'activité enzymatique
(toxique). Cette activité varie d'une toxine a l'autre et peut étre une activité ADP
ribosylante (toxine cholérique, toxine pertussique et toxine diphtérique) ou une activité
protéolytique (toxine tétanique ou toxine botulinique). La sous-unité B varie d'une toxine a

I'autre et est responsable des spécificités tissulaires (Charachon, 2007).
1.2.2.2.2. Les toxines formant des spores

Une famille de toxines est responsable de la formation de spores conduisant a la
lyse cellulaire. A titre d'exemple, il s'agit de I'némolysine d'Escherichia coli, de la

listériolysine (hémolysine) de Listeria monocytogenes (Charachon, 2007).

Par ailleurs, beaucoup de bactéries pathogénes produisent des enzymes
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hydrolytiques telles que les protéases, DNAses, collagénases qui vont participer a la

formation des Iésions au siege de la multiplication bactérienne (Charachon, 2007).
1.2.3. Physiologie de quelques bactéries invasives et toxiques:
1.2.3.1. Les Salmonelles:

Ce sont des entérobactéries de forme bacillaire a Gram négatif , mobiles (ciliature
péritriche), aéro-anaérobies facultatifs, oxydase négative, nitrate réductase positive,

fermentative du glucose, lactose négative et a forte contagiosité (Guiraud, 1998).

Ces entérobactéries sont essentiellement présentes dans I’intestin de ’homme et des
animaux. Dans le genre Salmonella, plus de 2000 sérotypes sont actuellement décrits, tous

présumés pathogénes pour I’homme (Berche et al., 1988).

Quatre de ces sérotypes, correspondant aux especes S. typhi, S. paratyphi A, B et C,
sont a I’origine de maladies infectieuses appelées fiévres typhoide ou paratyphoides. En ce
qui concerne les toxi-infections d’origine alimentaire, Salmonella enteridis est 1’espéce la

plus fréquemment impliquée (Cug, 2007).

1.2.3.1.1. Physiopathologie des salmonelloses

1.2.3.1.1.1. Fiévre typhoide

La contamination se fait par absorption d'eau contaminée par les selles d'un
malade ou d'un porteur sain. Les bactéries ayant résisté a l'acidité gastrique pénetrent
I'épithélium intestinal, auquel elles adherent. Les salmonelles traversent I'épithélium pour
atteindre la sous-muqueuse (fig.6). Elles induisent une réaction inflammatoire avec afflux
de polynucléaires et de macrophages qui phagocytent les bactéries (ce qui entraine une
fievre et douleurs musculaires). Cependant, les salmonelles croissent dans le cytoplasme de

ces cellules et les détruisent (Berche et al., 1988).
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La présence d'une capsule tres mince constituée d'antigene Vi est responsable de
cette résistance a la phagocytose. Les salmonelles gagnent les ganglions mésentériques, s’y
multiplient et se propagent dans la circulation sanguine, cette bactériémie peut entrainer

des locations métastatiques (méningite, arthrite....).

De plus la réaction immunitaire spécifique permet un relargage d'endotoxine dans
la circulation qui explique les troubles neurologiques, les lésions rénales, les lésions des

plaques de Payer et des ulcérations de la muqueuse intestinale (Berche et al., 1988).

Salmonella typhi hypotension

A

systeme sympathique pneumogastrique—» hypothalamus

=

pyrogene

. - fievre élevée
ingestion A lyse des cellules—»| endotoxine —+ en plateau

%
‘]’)nl}'m]u:]éuircs?

multiplication au niveau de taches cutanées rosées

lintestin eréle canglions mésentériques sano
hile
‘nétration dans les canaux : o nes
pénctration dans les can Uy, systeme lymphatique=—— reins (multiplication) 3= urines

lymphatiques intestinaux , , o
intestins (multiplication)

hyperplasie et nécrose {plaques de Pever) selles

Figure 6: Physiopathologie de Salmonella typhi (Cug, 2007).

1.2.3.1.1.2. Les intoxications alimentaires a salmonelles.

Les malades sont habituellement infectés par des aliments provenant des animaux

infectés ou contaminés par eux (Berche et al., 1988). Les bactéries envahissent les cellules
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épithéliales puis la sous muqueuse, déterminant ainsi une réaction inflammatoire dans les

tissus du tube digestif.

Contrairement & la fiévre typhoide, les bactéries restent localisées dans la sous-

mugqueuse et les ganglions mésentériques dans lesquels elles sont détruites par la

phagocytose. Cette réaction inflammatoire entraine de la fievre, des vomissements et une

diarrhée aqueuse (Berche et al., 1988).

Certains sérotypes secretent des entérotoxines thermolabiles capables d'activer
I'adénylcyclase des entérocytes entrainant ainsi la fuite ionique et hydrique. Seules les
bactéries invasives déclenchent la diarrhée, car I'inflammation intense induisant une forte
production de prostaglandines qui sont des puissants activateurs de I'adénylcyclase, I'AMP

cyclique produit induit la fuite d'eau et d'électrolytes des entérocytes (Prescott et al., 2003).
1.2.3.2. Les Shigelles

Ce sont des bacilles Gram négatifs, immobiles, dépourvus de spores et de capsules.
Les bactéries du genre Shigella, sont des Enterobacteriaceae pathogénes strictes,
rencontrées exclusivement chez I'nomme. L'espéce Shigella dysenteriae est responsable de
la dysenterie bacillaire. Les Shigelles sont des bactéries trés proches d’Escherichia coli
(Guiraud, 1998).

Les microorganismes sont ingérés avec de I'eau ou des aliments contaminés par les
selles d'un malade ou d'un sujet porteur sain. La dose infectante est trés faible (Berche et
al., 1988). Apres avoir franchi I'estomac, les bactéries se multiplient dans la lumiére de
I'intestin et colonisent I'épithélium et I'iléon terminal et surtout le colon. Elles pénetrent
dans les cellules des cryptes de leiberkuhn par phagocytose active des bactéries par ces

cellules.
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Apres lyse de la vacuole de phagocytose par une hémolysine de contact, les germes
se multiplient dans le cytoplasme des cellules coliques qu'elles détruisent et se propagent

ainsi dans les cellules adjacentes. C’est le phénomene de translocation bactérienne.

L'envahissement de la muqueuse colique par la bactérie entraine une réaction
inflammatoire intense avec infiltration du tube digestif par de nombreux polynucléaires qui
forment des micros abces dans la muqueuse, les ulcérations superficielles de la muqueuse

entraine des saignements (Berche et al., 1988) .

1.2.3.3. Les infections a Escherichia coli

Escherichia coli, ou colibacille est une bactérie intestinale des mammiféres, trés
commune chez I'étre humain. C'est un coliforme fécal, généralement commensal.
Cependant, certaines souches peuvent étre pathogenes entrainant alors des gastro-enteérites,

infections urinaires, méningites, ou septicémies.

Cette Entérobactérie est un bacille Gram-négatif. C’est un hdte commun de la

microflore commensale intestinale de I’homme et des animaux a sang chaud (mammiferes

et oiseaux) (Guiraud, 1998).

1.2.3.3.1. Physiopathologie des infections a E. coli

Les connaissances sur les mécanismes physiopathologiques des infections a
Escherichia coli ont tres rapidement progressé mettant en évidence la trés grande diversité

des facteurs de virulence de cette espece (fig7) (Anonyme, 2007).

Sur la base du mode d’interaction et des signes cliniques de 1’infection, les souches
d’Escherichia coli inductrices de diarrhées peuvent étre classées en cing pathovars: E. coli
entérotoxigéniques (ETEC), E. coli entéroinvasives (EIEC), E. coli entéropathogénes

(EPEC), E. coli entérohémorragiques (EHEC) et E. coli entéroaggrégatives (EAggEC).
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Outre les E. coli induisant des diarrhées, on distingue aussi le pathovar des E. coli
pathogénes extra-intestinales (EXPEC) impliquées dans des affections non-intestinales:

infections urinaires, méningites, septicémies, mammites... (Prescott et al., 2003).

Aprés I’étape initiale d’adhésion et de colonisation, les colibacilles développent
différentes stratégies; les ETEC, EAggEC et EHEC produisent des toxines. Les EIEC
envahissent la muqueuse colique et induisent une réponse inflammatoire destructrice. Les
EPEC et EHEC remanient localement le cytosquelette en adhérant intimement a la

membrane cellulaire et détruisent les microvillosités environnantes (Prescott et al., 2003).

1.2.3.3.1.1. Escherichia coli entéro-pathogene (ECEP).

Les souches d'Escherichia coli entéro-pathogenes se fixent a la bordure en brosse
de I'épithélium intestinal sans l'envahir et causent des dommages particuliers appelés
Iésions éffacantes. Ces lésions effacantes sont la marque d'une destruction des

microvillosités de la bordure en brosse au voisinage de la bactérie fixée.
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Figure 7: Mécanismes d’interaction des différents pathovars d’E. Coli

responsables de diarrhées (Anonyme, 2007).
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Cette destruction cellulaire entraine la diarrhée. Ces souches d'Escherichiacoli sont
connues comme adhérentes-effacantes et considérées comme responsables des diarrhées
infantiles. Elles peuvent produire une cytotoxine capable de lyser les cellules véro (VT),
toxine apparente a la toxine dysentérique (Shiga-like toxin 1 ou SLT 1).

1.2.3.3.1.2. Escherichia coli entéro-invasives (ECEI).

Elles sont la cause de diarrhées parce qu'elles pénetrent et se multiplient a
I'intérieur des cellules de I'épithélium intestinal. Cette propriété invasive est associée a la
présence d'un plasmide. Les bactéries provoquent une reaction inflammatoire intense avec
des micro-abces dans la muqueuse. Certaines produisent aussi une cytotoxine et une

entérotoxine (Prescott et al., 2003).

1.2.3.3.1.3. Escherichia coli entéro-hémorragiques (ECEH).

Elles sont a l'origine de diarrhées hémorragiques, il s‘agit d'une colite ischémique
aigue qui pourrait étre a lier a la sécrétion en quantité abondante d'une cytotoxine SLT
(vérotoxine ou Shiga-Like Toxine) le syndrome hémolytique est due aux effets de cette

cytotoxine sur I'endothélium des vaisseaux (Prescott et al., 2003).

1.2.3.3.1.4. Escherichia coli entéro-aggrégatives (ECEAQQ).

Elles adherent aux cellules épithéliales dans certaines régions formant des amas de
bactéries comme des briques empilées. Aucune toxine extracellulaire n'a été identifiée chez
ces souches, cependant le type unique de lésions dans les cellules épithéliales suggére

I'implication de toxine (Prescott et al., 2003).

1.2.3.3.1.5. Escherichia coli entéro-toxinogene (ECET).

Comme les souches ECEP, ces bactéries n‘envahissent pas la muqueuse intestinale

mais la colonisent en surface grace a des adhésines (habituellement des pili) codés par des
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plasmides et dénommeés facteurs de colonisation (colonization factor antigen ou CFA).
Elles produisent une ou deux entérotoxines responsables de diarrhées et qui différent par
leur stabilité a la chaleur: I'entérotoxine thermostable (ST) et I'entérotoxine thermolabile
(LT) (Prescott et al., 2003).

L'enterotoxine ST se fixe a un récepteur glycoproteique couplé a la guanylate
cyclase et situé a la surface des cellules épithéliales de l'intestin. L'activation de la
guanylate cyclase stimule la production de la guanidine monophosphate cyclique (GMPc),
ceci entraine la sécrétion d'eau et d'électrolytes dans le lumen de l'intestin gréle donnant
des diarrhees liquides.

L'entérotoxine LT se fixe a des gangliosides spécifiques a la surface des cellules
épithéliales et active l'adényl cyclase fixée membranaire, ce qui augmente la production
d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) par le méme mécanisme que celui de la
toxine cholérique. Il résulte une hypersécrétion d'eau et d'électrolytes dans le lumen
intestinal (Prescott et al., 2003) .

1.2.3.4. Yersinia enterocolitica.

Yersinia enterocolitica est un bacille a Gram négatif de 1,3 a 3,5 um de longueur sur
0,5 a 1,0 um de diameétre (Guiraud, 1998).

Apres pénétration par voie orale, les microorganismes traversent I'estomac ou ils
sont en grande partie détruits. Les bactéries survivantes gagnent l'intestin et adherent aux
entérocytes, puis pénetrent dans les cellules épithéliales. Elles vont se localiser dans les
follicules lymphoides des plaques de payer ou de I'appendice ou elles causent des
ulcérations et des hémorragies. La plupart de ces bactéries sont responsables des infections

humaines et sécrétent une entérotoxine thermostable (Berche et al., 1988).

1.2.3.5.Vibrion cholérique.

La bacterie Vibrio cholerae (vibrion cholérique ou bacille virgule en francais) est
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une bactérie Gram négatif, en forme de batonnet incurvé, mobile et responsable du choléra
chez I'Homme, une maladie épidémique contagieuse (Guiraud, 1998). Les vibrions
cholériques sont absorbés par voie buccale, et la plupart sont détruits par I'acidité gastrique.
Cependant, les bactéries qui franchissent la barriére gastrique se multiplient rapidement

dans la lumiere intestinale avant de pénétrer la muqueuse qui protege les entérocytes pour

adhérer & la bordure en brosse et secréter une entérotoxine protéique qui provoque une
fuite massive d’eau et d'électrolytes, la déshydratation qui en résulte peut étre mortelle
(Berche et al., 1988).

Cette toxine thermolabile agissant a des doses tres faibles, est une protéine
polymérique dont la masse moléculaire est de 80 000 daltons et dont la structure est
représentée a la figure 8 (Cug, 2007). C’est la sous-unité Al qui entre dans la cellule
“aidée” par les sous-unités B. Cette sous-unité Al active 1’adénylate cyclase entérocytaire

de facon irréversible (Prescott et al., 2003).

L’ AMPc intracellulaire produit par I’enzyme a partir de I’ATP modifie le métabolisme.
Au niveau des cellules de Lieberkhun de la crypte, il induit une augmentation de la
sécrétion d’anions tandis qu’au niveau des cellules apicales de la villosité, 1’absorption du
chlore et du sodium est inhibée. L’eau accompagnant le transfert de ces ions est excrétée

vers la lumiére intestinale (Berche et al., 1988).

sous unite Al

gous unités B -
- sous unité A2

Figure 8: Aspect structural de I'exotoxine cholérique (Cug, 2007)
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1.2.3.6. Campylobacter jejuni

Campylobacter est un batonnet courbé Gram négatif trouvé dans le tube digestif
d'animaux. Ces bactéries sont transmises aux humains par les aliments, I'eau contaminée ou

encore par contact avec les animaux infectés (Guiraud, 1998).

Au cours de la période d’incubation (2 a 15 jours). C. jejuni envahit I'épithélium de
I'intestin gréle causant une inflammation et secréte également une exotoxine qui est
similaire du point de vue antigénique a la toxine cholérique. Les symptdmes comportent
une diarrhée, une fiévre élevée, une inflammation importante de I'intestin est accompagnée

d'ulcérations et de selles sanguinolentes (Prescott et al., 2003).

1.2.3.7. Haemophilus influenzae

Les cellules sont des coccobacilles ou de petits batonnets immobiles & Gram négatif et
les souches virulentes sont fréquemment encapsulées, mais la capsule est difficilement

visible.

L'infection commence par la colonisation de la muqueuse des voies respiratoires par
une souche virulente capsulée suivie d'un envahissement bactérien entrainant une
inflammation aigue par dissémination aux ganglions lymphatiques régionaux et parfois
passage sanguin. La multiplication des bactéries dans le liquide céphalo-rachidien entraine
une leptoméningite avec invasion des vaisseaux de la pie-mére et thromboses veineuses
(Berche et al., 1988).

1.2.3.8. Les brucelles

Les bactéries du genre Brucella sont de trés petits coccobacilles a Gram négatif. La
bactérie est immobile, non encapsulée, non sporulée et aérobie stricte. Il en existe plusieurs

especes dont quatre sont pathogeénes pour I’Homme : B. melitensis, B. abortus bovis,
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B. suis et B. canis. Elles engendrent une brucellose, maladie animale et humaine (Guiraud,
1998).

Les germes pénetrent a travers le revétement cutano-muqueux (excoriations cutanees,
conjonctives), par voie digestive (lait ou fromage frais contaming), ou pulmonaire (aérosols
contaminés). lls sont drainés par voie lymphatique vers le premier relais ganglionnaire,
dans certains cas les brucelloses sont éliminées par les macrophages et la maladie est

inapparente.

Dans d'autres cas, la majorité des bactéries sont détruites par des macrophages, mais
certains sont capables de résister, voire de croitre dans les cellules, les bactéries peuvent
passer dans la circulation générale et essaimer dans tout l'organisme en se localisant dans
les phagocytes. Des cellules T spécifiques interviennent et augmentent I'activité bactéricide
intrinseque des macrophages et, en provoquant un afflux local de cellules mononuclées
provenant de la moelle osseuse, les brucelles sont capables d'empécher I'action des cellules

T spécifiques (Berche et al., 1988).

1.2.3.9. Les Staphylocoques

Le genre Staphylococcus est une bactérie du genre : coque, gram positif arrondie,
en amas réguliers ou par deux, de 0,7 a 1 um de diametre, immobiles, dépourvus de spores
et de capsules. Elles apparaissent le plus souvent en amas dits en grappes de raisin et sont
coagulase positive pour Staphylococcus aureus, négative pour les autres.

Une vingtaine d’espéces de la famille de staphylocoques sont actuellement
identifiées, dont 1’espéce principale : Staphylococcus aureus, responsable de nombreuses

infections humaines et animales (Guiraud, 1998).

1.2.3.9.1.Physiopathologie des infections staphylococciques.

La prolifération de Staphylococcus aureus sur la peau et les muqueuses, et

I’envahissement tissulaire qui en résulte, est favorisée par des facteurs locaux ou généraux.
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Toute lésion méme minime du revétement cutano-muqueux peut permettre la colonisation
des tissus par les staphylocoques dorés de la flore commensale (traumatismes, blessures,

brulures, incision chirurgicales...), quel que soit le mécanisme initiateur (fig.9).

Les lésions tissulaires sont caractérisees par une réaction inflammatoire intense avec
recrutement de trés nombreux leucocytes au contact de la prolifération microbienne. Ces
Iésions évoluent vers des nécroses avec tendance a I’abcération. La virulence de ces

bactéries est due a la sécrétion de nombreuses toxines et enzymes (Berche et al., 1988).

Certaines toxines (o, B, v, 6 ou staphylosines) ont un effet dermo-nécrotique et anti-

phagocytaire. Les leucocidines détruisent les polynucléaires (Cug, 2007).

Les enzymes extra-cellulaires comme la Staphylocoagulase responsable de la
formation de caillot endoveineux. Les lipases, estérases, désoxyribonucléases jouant un
role dans la diffusion tissulaire des staphylocoques, la catalase qui protége les bactéries

contre 1’effet de H,O, secrété par les phagocytes (Cug, 2007).
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Figure 9: La physiopathologie des infections staphylococciques (Cug,

2007).
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Certaines infections digestives ne résultent pas des infections vraies avec
multiplication bactérienne in situ, mais de I'ingestion massive de toxines thermostables et

résistantes aux enzymes digestives.

Six types d’entérotoxines sont actuellement connus (A, B, C, D, E et F) et elles
déclencheraient des troubles digestifs par action sur le systéme nerveux central. Les
symptdmes de cette maladie, qualifiée parfois de maladie des banquets, sont

caractéristiques: salivation abondante, nausées, vomissements, douleurs abdominales,

diarrhée abondante, sueurs, céphalée, état de prostration et quelquefois fievre (Berche et
al., 1988).

1.2.3.10. Listériose

Le genre bactérien Listeria est a Gram-positif et il s'agit d'un bacille de petite taille,
non sporulé, aéro-anaérobie facultatif, ubiquitaire (sol, végétaux, eau), possédant une
catalase et mobile a 20 °C. Parmi les huit espéces de Listeria: L. denitrificans, L. innocua,
L. murrayi ou grayi ne sont pas pathogenes, tandis que L. seeligeri, L. ivanovii et L.
welshimery et surtout L. monocytogenes provoquent des maladies infectieuses chez
I’homme (Guiraud, 1998).

Toutes les souches de Listeria monocytogenes ne sont pas obligatoirement
pathogénes, mais toutes les souches pathogénes sont hémolytiques et produisent une
hémolysine. Un autre facteur associé au pouvoir pathogéne est la production d’une protéine

de 60 000 Da et d’une phospholipase.
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Les symptdmes de la listériose se traduisent par une fiévre, une céphalée, des
nausees, des vomissements, une pharyngite, des douleurs musculaires, une monocytose,

une méningite, des lésions externes, une septicémie, des avortements (Berche et al., 1988).

1.2.3.10.1. Physiopathologie des listérioses.

Les Listeria traversent la membrane intestinale et sont pour la plupart phagocytées
par des macrophages. Cette entrée dans le macrophage est liée a la présence de deux
facteurs : les internalines InlA et InIB. Les lysosomes se déversent alors dans la vacuole de

phagocytose.

La multiplication bactérienne s’arréte mais les Listeria vivantes produisent une
listériolysine O, qui détruit la membrane du phagosome. Les Listeria entrent alors au
contact du cytoplasme du macrophage et se multiplient a nouveau, le macrophage étant
détruit par ses propres lysosomes. Les Listeria se retrouvent dans le sang puis le foie, la

rate et méme le cerveau (Cug, 2007). Simultanément a cette phase, la bactérie synthétise

des filaments d’actine qui forment une structure en « comeéte », ce qui engendre une force

motrice nécessaire au mouvement de la bactérie (géne ActA).

Les Listeria progressent dans le cytoplasme et au contact de la membrane cellulaire
induisent une invagination qui conduit a la pénétration dans une nouvelle cellule hote avec
une vésicule entourée de deux membranes plasmiques. Ces membranes sont lysées par une
Iécithinase (génes PicB et mpl). Cette transmission de cellule a cellule permet a la bactérie

de contourner les défenses de 1’hdte (anticorps circulants, complément) (Cug, 2007).

L’organisme réagit alors en activant ses macrophages et un nombre plus élevé de
lysosomes se déverse dans la vacuole et les Listeria meurent. Chez les immunodéprimés ou
chez le feetus et certains malades, cette réaction n’intervient pas, les Listeria se

développent et causent des encéphalites (Cug, 2007).
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1.2.3.11. Infections a Clostridium

Selon Guiraud (1998), Le genre Clostridium est un genre bactérien regroupant des
bacilles Gram positifs anaérobies souvent sporulés, anaerobies strict pour la plupart,

mobiles en général par I'intermédiaire de flagelles péritriches.

Le genre Clostridium comporte de nombreuses espéces dont certaines hautement

pathogénes pour I'nomme. Les plus « célebres » espéces sont :

- Clostridium tetani, I'agent du tétanos : le bacille du tétanos libére des toxines
qui attaquent le systeme nerveux central et l'individu présente dés lors des
paralysies.

- Clostridium botulinum, l'agent du botulisme.

- Clostridium perfringens retrouvé dans certaines plaies gangréneuses (gangrene
gazeuse) ou dans des intoxications alimentaires.

- Clostridium difficile qui peut étre responsable de la colite pseudomembraneuse.

1.2.3.11.1. Physiopathologie des infections a Clostridium

1.2.3.11.1.1. Clostridium tetani

Des spores de Clostridium tetani sont introduites dans I'organisme par une lésion
cutanée, si la tension d'oxygéne est suffisamment basse, les spores peuvent germer, lorsque
la bactérie meurt et sont lysées, pour éliminer une neurotoxine, la tétanospasmine blogque
les synapses inhibitrices des neurones moteurs de la moelle épiniére en empéchant les
libérations des médiateurs de I'inhibition, I'acide gamma-aminobutyrique et la glycine, ceci
résulte en une stimulation incontrdlée des muscles squelettiques. 1l en résulte une paralysie

spastique (Prescott et al., 2003).

1.2.3.11.1.2. Clostridium botulinum

Les clostridies croissent dans les aliments dépourvus d'oxygéne et produisent la toxine.
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Les neurotoxines produites par Clostridium botulinum sont responsables a elles
seules de l'ensemble des manifestations du botulisme. Il existe sept neurotoxines
botuliniques immunologiquement distinctes (B, C, D, E, F et G). La toxine produite dans
I'intestin bloque la libération de I'acétyl choline a la jonction neuromusculaire, les muscles
ne se contractent pas en réponse a l'activité des neurones moteurs et il en résulte une

paralysie (Prescott et al ., 2003).
1.2.3.11.1.3. Clostridium perfringens

Selon Precott et al., (2003) , le développement des clostridies se fait dans les plats de

viandes réchauffes, I'entérotoxine est produite au cours de la sporulation dans l'intestin.
Toxines majeures (létales et nécrosantes)

e o : phospholipase C: lyse des membranes cellulaires
e [ete :augmente la perméabilité vasculaire (gangrene gazeuse)

Entérotoxines et enzymes:

e 0. Létale, nécrosante et hémolytique &
e 0: Hémolysine SH-dépendante 0

e «: Procollagénase

e )\ Protéase

e u: Hyaluronidase p

1.2.3.12. Bacillus cereus

Les Bacillus sont Gram positif, de forme bacille, elles sont aérobies ou aéro-anaérobies
facultatives, et tirent leur énergie par respiration ou fermentation. Ces bactéries sont
capables de produire des endospores leur permettant de résister a des conditions
environnementales défavorables (Guiraud, 1998). Le germe Bacillus cereus, retrouvé de
maniere ubiquitaire dans le sol, est frequemment responsable d'intoxications alimentaires

opportunistes (Guiraud, 1998).

Chapitre | : Revue bibliographique


http://fr.wikipedia.org/wiki/Gram_positif
http://fr.wikipedia.org/wiki/A%C3%A9robie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ana%C3%A9robie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Respiration
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fermentation
http://fr.wikipedia.org/wiki/Endospore

F. Tabet (2013). Activité antimicrobienne des extraits phénoliques de caroube. Mag. Hyg. et Séc. Alim. Univ. Mostaganem 34

La prolifération importante du germe est toujours necessaire pour que la toxicité se
manifeste de 10° & 10° germes par g. Le plus souvent, les purées de pommes de terre, les
patisseries, les viandes diverses, le riz cuit a 1’avance, sont a ’origine de cette maladie.
L'entérotoxine est produite dans les aliments ou dans l'intestin suite & la croissance de
Bacillus cereus (Berche et al., 1988). Deux types d’atteintes sont possibles: la premicre est
caractérisee par des vomissements trés violents qui apparaissent rapidement. La deuxieme
se traduit par une diarrhée abondante avec douleurs abdominales apparaissant une dizaine
d’heures apres le repas incriminé. Deux toxines ont été décrites comme étant a 1’origine de
ces syndromes: une entérotoxine protéique qui est le facteur diarrhéique et une toxine

polypeptidique qui est le facteur émétique (Cuq, 2007).
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Chapitre 11 : Matériels et méthodes

11.1. Origine du matériel biologique
11.1.1. Les souches bénéfiques

Bifidobacterium animalis sbsp. lactis Bb12 provient de notre laboratoire partenaire

francais: Institut Micalis (Microbiologie de I’alimentation au service de la sant¢ humaine)

UMR (Unité Mixte de Recherche) INRA-Paris-AgroTec., 78352 Jouy-en-Josas, France.

La souche Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS, provient de la collection de notre
laboratoire LMBAFS (Laboratoire de Microorganismes Bénéfiques, des Aliments
Fonctionnels et de la santé, Université Abdelhamid lbn Badis de Mostaganem.

11.1.2. Les bactéries pathogenes

Les bactéries pathogenes Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus cereus
ATCC14579, Staphylococcus aureus ATCC25923, Staphylococcus aureus ATCC
33862, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 8739, Shigella sonnei
ATCC p4001, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 nous ont aimablement été
fournies par note partenaire espagnol, le Pr Cintas, directeur du laboratoire de
sécurité¢ alimentaire par les bactéries lactiques et les probiotiques de 1’université de

Comptulence, Madrid, Espagne.

11.2. Origine des gousses caroube

La caroube utilisee dans ce travail a été récolté en Juillet 2012 a Sidi Lakhdar
(Mostaganem). Ces gousses sont débarrassées de leurs graines avant d’étre ensuite laissées
bien sécher a I’air libre, puis conservées a ’abri de la lumiere et ’humidité jusqu’a leur

broyage au moment de leur utilisation.

11.3. Choix des milieux de culture et conditions de croissance
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11.3.1. Choix de milieu de culture

Tous les milieux de culture sont stérilisés par autoclavage a 121°C pendant 15min. Les
bifidobactéries sont cultivées sur bouillon MRS (De Man et al ; 1960) additionné de
cystéine-HCL a 0, 05% (P/V) pH 6.5, et dénombrées sur le méme milieu gélosé. La mise
en culture des bactéries pathogénes nécessite un milieu liquide BHI  (Bouillon cceur de
cervelle), utilis€ comme milieu d’enrichissement. Le dénombrement est réalisé sur milieux
solides, adéquats pour chaque souche. Le milieu de dilution utilisé est le milieu de Ringer

que I’on répartit dans des tubes a essais (9 ou 10 mL par tube selon la dilution recherchée.
11.3.2. Les conditions de croissance
11.3.2.1. Bactéries bénéfiques

Etant donné que les bifidobactéries ne tolérent pas 1’oxygene (anaérobie stricte) en
raison de la formation de composés oxygénés toxiques comme le peroxyde d’hydrogéne,
I’ion superoxyde ou les radicaux hydroxylés, leur culture nécessite I’addition de cystéine
chlorhydrique Cys-HCI a 0,05% au milieu (Scardovi, 1986). Les conditions d’anaérobiose
sont assurées par 1’utilisation de jarres d’anaérobiose. La souche Lactobacillus rhamnosus
LbRE-LSAS est une bactérie anaérobie facultative, elle est incubée a 37°C en anaérobiose

sur milieu solide ou liquide.
11.3.2.2. Les bactéries pathogénes

- Repiquage des especes bactériennes: les différentes souches ont été repiquées par
la méthode des stries, puis incubées a 37 °C afin d'obtenir des colonies isolées qui vont

servir a la préparation de I’inoculum.

- Préparation de I'inoculum : des colonies bien séparées des souches concernées
ont été prélevées a l'aide d'une anse de platine stérile et homogénéisées dans 10 mL de

bouillon nutritif puis incubées pendant 18 a 24 heures a 37°C.

- Préparation des disques: des disques de papier Wathman n°1 de 6 mm de diamétre,

stériles (stérilisation a 120°C pendant 15 min par autoclavage) ou I’utilisation des
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papiers disques stérile, sont chargés d'extrait de gousse de caroube. Des disques

imprégnés d’eau sont ¢galement utilisés comme témoin négatif.

-Préparation des milieux de culture : la gelose de Muller Hinton stérile préte a
I’'usage a été coulée dans des boites de pétrie stériles de 90 mm de diamétre.
L'épaisseur de la gélose est de 2 mm, répartie uniformément dans les boites. Ces

dernieres doivent étre séchées 30 min a température ambiante avant leur emploi.

- Ensemencement: des boites de pétrie stériles préalablement coulées, sont ensemencées
par étalage a l'aide d'un rateau stérile, I'ensemencement s'effectue de telle sorte a assurer
une distribution homogene des bactéries. A l'aide d'une pince stérile, les disques de papier
filtre contenant les produits a tester sont déposés a la surface de la gélose inoculée au

préalable.

L'activité antibactérienne est déterminée en termes de diametre de la zone d'inhibition

produite autour des disques aprés 24 h d'incubation a 37°C.
11.4. Extraction des polyphénols de caroube
11.4.1. Préparation et broyage des gousses

Les gousses préalablement séchées a I’air libre sont débarrassées des graines et
finement broyées (broyeur moulinex). La poudre de gousse de caroube est conservée a
I’abri de la lumiére et de I’humidité.

11.4.2. Opération d’extraction

Les polyphénols de caroube ont été extraits a partir de poudre de pulpe utilisée a 10%
(P/V) par deux types de solvants: le mélange éthanol-eau (7v /3v) et I’eau distillée
(Marston et Hostettmann, 2006).

L’extraction est réalisée par trois macérations successives dans chacun des solvants sous
agitation pendant 24h suivies par une décantation de 24h pour éliminer les particules
indésirables (boues, graisses et résines) (fig. 10).

La phase aqueuse obtenue est récupérée pour étre filtrée et sechée par évaporation du

solvant a 55°C avec un rotavapor (Buchi,).
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11.5. Détermination de la matiére séche

La teneur en matiere seche est déterminée par le séchage de 1’échantillon a 103+1 jusqu'a
I’obtention d’un poids constant (Audigié et al., 1983).

11.6. Dosage des composés phénoliques
11.6.1. Dosage par la méthode au réactif Folin-Ciocalteu

La réaction est basée sur la réduction de 1’acide phosphomolybdique apporté par le réactif
Folin-Ciocalteu (un acide de couleur jaune, constitué de polyhétérocycles acides contenant
du molybdene et tungstene), par les polyphénols en milieu alcalin (Catalano et al., 1999).
Le dosage des polyphénols est effectué par la méthode de Singleton (1965, cité par Dogyan
et al., 2005).

Le résidu obtenu apres I’extraction est dissout dans un 5 mL d’eau distillée, puis 100ul
de cette solution mére est dilué jusqu’a 3mL. Ensuite ajouter 0.5mL de réactif de Folin-
Ciocalteu et laisser réagir pendant 3 min avant d’ajouter 2 mL de carbonate de sodium a
20%. On agite bien (vortex) le mélange et le laisser incuber a I’obscurité pendant 1h avant

de lire ’absorbance a 760 nm.

La teneur en polyphénols totaux est déterminée a partir d’une équation de la régression
linéaire déduite de la droite d’étalonnage établie avec différentes concentrations d’acide
gallique (0 a 5mg/mL par paliers de 1mg), et exprimée en milligrammes équivalents de

d’acide gallique par g de pulpe de caroube.
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Figure 10: Méthode d’extraction de caroube (Marston et Hostettmann, 2006)
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11.7. Dosage des flavonoides.

Le dosage des flavonoides est déterminé par la méthode de Woisky et Salatino (1998)
qui consiste a mélanger 2 mL d’extrait phénolique de pulpe de caroube ave 2 mL d’une
soution d’ALClza 2% (P/V) qu’on laisse incuber pendant 30 min avant de lire ’absorbance

de la couleur jaune a 430 nm.

La droite étalon est réalisée avec différentes concentrations de quercétine qui subissent
le méme mode opératoire que les échantillons.
Les teneurs en flavonoides totaux sont obtenus par extrapolation en utilisant la droite
étalon.

11.8. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).

Généralement la concentration minimale inhibitrice (CMI) est considérée comme
étant la plus faible concentration de substance antimicrobienne capable d’inhiber la
croissance visible d’un microorganisme donné apres un temps d’incubation de 18 a 24h
(Teresa et al., 1998).

La détermination de la CMI a été réalisée par la technique de dilution en milieu
liquide couplée a 1’étalement sur milieu solide telle que decrite par Chabert et Daguet
(1985).

Dans un tube a essai, on ajoute des volumes variables d’extraits phénoliques de caroube
de facon a ce que le gradient de sa concentration suive une progression a raison 0.25
mg/mL entre 0 et 5 mg/mL. Ces tubes, contenant des solutions limpides sont incubés
a 37°C pendant 24h afin de contr6ler la stérilité des préparations.
Ensuite, chaque tube de I’une de séries est ensemencé avec 1mL d’un inoculum de 102
UFC /mL. On incube ensuite tous les tubes a 1’étuve a 37°C pendant 24 h. Ensuite,
0.1mL du contenu de chaque tube est ensemencé dans un milieu solide et incubé
a 37°C pendant 24h a I’issue desquelles la plus faible concentration qui a totalement
inhibée le germe étudié est considere comme la CMI.

I1.9. Mise en évidence le pouvoir antimicrobien de I’extrait aqueux de caroube
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11.9.1. Méthode de diffusion sur milieu gélosé

Cette expérience vise a cultiver les bactéries dans des boites de pétri ensemencées avec
108UFC/mL. Apres un repos de 15 min, des disques filtres contenant différentes
concentrations d’extraits de caroube (0, 10, 20,50 mg/mL) ont été déposés sur la gélose.

Les boites sont incubées a 37°C pendant 24h en aérobiose.

Les diameétres des zones d’inhibition développées ont été mesurés a 1’aide d’une regle.
Cette méthode consiste a cultiver les souches pathogénes et bénéfiques en présence de
différentes concentrations d’extrait de caroube, et ’incubation se fait a 37°C a des

intervalles de 2h. Le nombre de bactéries initial est ajusté a 1.108 log UFC /mL.

A chacun des temps précités, on préleve les cultures correspondantes, et on effectue des
dilutions décimales, on étale 100ul de chacune d’elle sur une boite de milieu spécifique.
L’incubation se fait a 37°C pendant 48h en anaérobiose pour la souche Bifidobacterium
animalis subsp lactis Bb12 et en aérobiose pour la souche lactique LbRE-LSAS. Les

souches pathogénes ont été incubées a 37C° pendant 24h en aérobiose.

11.10. Traitement statistique des résultats

Toutes les mesures ont été effectuées trois fois en triple et les valeurs représentent la
moyenne = SEM. L’analyse statistique des résultats (ANOVA) a été réalisée par le logiciel
Statbox (V.6.40 copyright Grimmer logiciels 1997-2002 Paris). La différence des

moyennes est considérée significative a P<0.05.
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Chapitre I11: Résultats et discussion

I11.1. Teneurs en composés polyphénoliques de la pulpe de caroube
111.1.1. Les polyphénols totaux

La poudre de pulpe de caroube analysée dans ce travail contient 67% (P/P) de matiére séche
versus 93.1% dans celle analysée par Turhan et al. (2006). En revanche, les gousses vertes
renferment moins de matiere seche (14.79 %) et plus de polyphénols lorsque 1’eau est utilisée

comme solvant d’extraction (Abi Azar, 2007).

Nos résultats indiquent que le rendement de 1’extraction des polyphénols totaux a 1’eau est de
32.2 mg/g MS; alors que celui obtenu par le mélange éthanol-eau (7v/3v) n’est que de 23.8 (mg/g
MS). Ce rendement d’extraction des polyphénols semble dépendre de la polarité du solvant (I’eau

étant plus polaire que 1’éthanol).

Rakib et al. (2010) ont rapporté des rendements d’extraction & chaud de polyphénols totaux
variables de 3.28 a 55.73 mg/g de matiére séche en utilisant 1’éthanol pur comme solvant dans 6

variétés de farine de caroube de différentes régions du Maroc.

Makris et Kefalas (2004) ont testé plusieurs solvants d’extraction de polyphénols totaux de
gousses de caroube qui ont donné des rendements en mg/g MS différents : acétate d’éthyle (0.19),
méthanol (2.20 mg/g), méthanol 80 % (V/V) (3.38 mg/g), I’acétone 80% (V/V) (9.28 mg/g) et
I’acétonitrile (3.22 mg/g).

La jeune écorce de caroubier est plus de dix fois plus riche en polyphénols extractibles au
méthanol. En effet, Custodio et al. (2013) ont rapporté que le rendement de I’extraction des
polyphénols totaux de jeune écorce du caroubier au méthanol (23.8 mg/g MS) est supérieur a celui
obtenu a I’eau bouillie (4.8 mg/g MS).

Sebai et al. (2013) ont comparé I’effet du solvant sur le rendement d’extraction des polyphénols
totaux (exprimé en mg/g MS) a partir de la pulpe et de la graine de caroube, respectivement, et ont
rapporté les résultats suivants : ’eau (22.27 pour la pulpe et 13.16 pour la graine), 1’éthanol (8.36
vs 6.79), le méthanol (1.27 vs 2.41), I’éther de pétrole (0.27 vs 0.48) et ’acétone (2.58 vs 4.66).

- Plus anciennement, Joslyn et al. (1968) avaient déja constaté qu’a 1’issue d’extractions de
polyphénols totaux a chaud au mélange méthanol-eau (V/V), les gousses vertes contenaient

beaucoup plus (204.3mg/g MS) de polyphénols que les gousses mires (67mg/g MS).
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111.1.2 Les flavonoides

Les résultats obtenus indiquent que les teneurs en flavonoides des extraits éthanoliques et

aqueux de caroube sont de 1’ordre de 1.70 et 3.37 mg/g MS, respectivement.

Makris et Kefalas (2004) ont observé que le rendement d’extraction des flavonoides de
gousses de caroube dépendait de la nature du solvant. Ils avaient testé quatre solvants d’extraction
(acétate d’éthyle, méthanol pur, mélange méthanol-eau (8V/2V) et le mélange acétone-eau (8V/2V)

et obtenu des rendements en flavonoides variables de 0.27 a 1 mg/g MS.

Custodio et al. (2013) ont rapporté que les teneurs en flavonoides des extraits méthanoliques
étaient de I’ordre de 0.5 mg/g MS; alors que celles des extraits aqueux a chaud étaient a I’état de

traces.

En revanche, Sebai et al. (2013) confirment les observations de Makris et Kefalas (2004) qui
lient le rendement d’extraction a la nature du solvant, et préconisent une plage de variation de ce

rendement allant de 0.12 4 6.78 mg /g MS.

Les rendements obtenus dans ce travail sont Iégérement inférieurs a ceux trouvés par Rakib et
al. (2010) qui ont rapporté des teneurs en flavonoides de 1’ordre de 5.92 et 5.54 mg/g MS de

poudre de gousse miire de caroube des régions marocaines d’Essaouira et de Taza, respectivement.

Certains auteurs (Ebrahimi et al., 2008; Lee et al., 2003) attribuent ces différences dans les
teneurs en flavonoides de la gousse de caroube a plusieurs facteurs comme le climat et
I’environnement (zone géographique, sécheresse, sol, agressions et maladies..., etc.), le
patrimoine génétique, la période de récolte et le stade de développement, ainsi que la méthode

d’extraction et de quantification de ces substances.
111.2. Activité antibactérienne des extraits phénoliques aqueux de gousses de caroube.
111.2.1. Concentration minimale inhibitrice des souches (CMI).

La CMI, pour une souche pathogéne donnée, représente la plus faible concentration d’extrait
phénolique de caroube qui inhibe toute croissance visible aprés 24h d’incubation. La CMI permet
de définir la sensibilité ou la résistance des souches bactériennes vis-a-vis d’un inhibiteur donné
(Kablan, 2008).
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Les concentrations minimales inhibitrices (CMI en mg/mL d’extrait phénolique aqueux de caroube)

des différentes souches pathogénes testées dans ce travail sont variables, selon la souche,
de 0.85 & 3.10 mg/mL.

Le classement des souches selon un ordre décroissant de leur sensibilité (exprimée d’une part
par la CMI et d’autre part par le diamétre (O) des zones d’inhibition obtenu avec 50 mg d’extrait de
polyphénols et exprimé en mm) vis-a-vis de I’extrait phénolique aqueux de caroube est comme
suit : E. coli ATCC25922 (CMI= 0.85 et ©=17mm), Escherichia coli ATCC 8739 (CMI= 0.98 et
©=15mm), Bacillus cereus ATCC14579 (CMI= 1.5 et ©= 14mm), Staphylococcus aureus
ATCC33862 (CMI=2 et ©=13mm), S aureus ATCC25923 (CMI=2.50 et ©=12mm), Shigella
sonnei ATCC p4001 (CMI= 2.75 et ©=12mm), et B. cereus ATCC11778 (CMI= 2.90 et O=
10mm) (fig. 11 et 12).

C’est la souche E. coli ATCC25922 qui s’est révélé la plus sensible (17mm) vis-a-vis des
extraits phénoliques aqueux de caroube suivie de Escherichia coli ATCC 8739, Bacillus cereus
ATCC14579, Staphylococcus aureus ATCC25923, Staphylococcus aureus ATCC33862, Shigella
sonnei ATCC p4001 et de Bacillus cereus ATCC11778, dont les zones d’inhibitions varient de 10 a

15mm en présence de 50mg de polyphénols/mL d’extrait.

Des concentrations d’extraits phénoliques de gousses de caroube de 20mg/mL retardent la
croissance des bactéries pathogenes; tandis que la plus forte concentration (50mg/mL) inhibe
totalement la croissance de Staphylococcus aureus ATTC25923, Bacillus cereus ATTC11778 et
Escherichia coli ATTC25922, respectivement aprés 12, 10 et 8h d’incubation.

Cette observation va dans le méme sens que celle rapportée par les travaux de Ben hsouna et al.
(2012) qui ont constaté une plus grande sensibilité (exprimée par la CMI en mg/mL et le diamétre
des zones d’inhibition en mm) de Staphylococcus aureus ATCC25923 (0.31 et 20),
Staphylococcus aureus ATCC 6536 (0.31 et 22), Micrococcus luteus ATCC1880 (0.60 et 19),
Staphylococcus epidermis ATCC 12228 (1.25 mg/mL et 17mm).

Ces mémes auteurs avaient également rapporté que les CMI de ces extraits méthanoliques de

polyphénols de caroube vis-a-vis de souches pathogenes a gram négative comme Salmonella
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enteridis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae étaient,

respectivement, de ’ordre 2.5,1.25,2.25, 1.25 mg/mL.

Par ailleurs, Catalina et al. (2009) ont exploré ’effet d’extrait méthanolique de romarin sur
Staphylococcus aureus et, ont trouvé une CMI tres élevée par rapport a ce qui a été rapporté par la

littérature jusqu’a présent, équivalente a S0mg/mL d’extrait. Ceci pourrait étre li¢ a la variété de

leur souche qui peut étre trés résistante ou bien a une faible concentration en composés inhibiteurs
de leurs extraits. Les CMI trouvées dans ce travail pour les deux espéces appartenant a ce genre ne

dépassent pas les 2.5mg/mL d’extrait.

Les résultats reportés dans la figure 11 montrent que I’extrait phénolique de gousses de caroube de
concentration supérieure a 10mg/mL inhibe toutes les souches pathogénes utilisées en un temps
d’incubation n’atteignant pas 10h, exceptée Pseudomonas aeruginosa; mais n’inhibe pas les deux
souches bénéfiques testées, Lactobacillus rhamnosus (LbRE-LSAS) et Bifidobacterium animalis
Subsp. lactis (Bb12).

Les diamétres des zones d’inhibition provoqués par les extraits phénoliques de gousses de
caroube de concentrations 20 et 50 mg/mL sont plus élevés que celui obtenu avec 10mg/mL. Ces

observations laissent penser a un effet dose-dépendant des polyphénols sur les germes pathogénes.

L’activité des polyphénols serait quelque part dépendante de leur degré d’oxydation. En effet,
les polyphénols sont des composés trés susceptibles a 1’auto-oxydation en présence de 1’oxygeéne de
I’air. Cette oxydation se traduit par une polymérisation des monomeres tels que les monomeres de

flavonoides pour donner des polymeéres de poids moléculaire élevé.

Il a été démontré que le mécanisme de toxicité vis-a-vis des microorganismes se fait, soit par
la privation des ions métalliques tel que le fer, soit par des interactions non spécifiques telles que
1’établissement de ponts hydrogénes avec les protéines des parois cellulaires (les adhésines) ou

avec les enzymes (Scalbert, 1991; Cowan, 1999).

Cependant, 1’activité antimicrobienne des polyphénols dépend également de leur degré de
polymeérisation; les monomeres sont trop petits pour établir assez de ponts hydrogénes tandis que
les polyméres de haut poids moléculaire sont trop grands pour traverser la paroi bactérienne, le

poids moléculaire idéal serait donc celui des oligomeres (Field et Lettinga, 1992).

Chapitre 111 : Résultats et discussion



F. Tabet (2013). Activité antimicrobienne des extraits phénoliques de caroube. Mag. Hyg. et Séc. Alim. Univ. Mostaganem 45

Cette analyse démontre également que la zone d’inhibition ne semble pas étre la méme selon la
souche bactérienne considérée au seuil de signification de 5%. De plus, elle montre que la zone

d’inhibition varie d’une bactérie a une autre.

Haidar et Al-Taie (2009) ont testé in vivo I’effet de I’extrait aqueux de polyphénols de
poudre entiére de gousses de caroube, Ceratonia siliqua, sur la viabilité de Candida albicans. Selon

leurs résultats, la concentration de 10mg/mL présente le meilleur pouvoir d’inhibition de la
candidose.

De nombreuses études in vitro menées sur les composés phénoliques les ont confirmés comme
agents antimicrobiens contre un grand nombre de microorganismes pathogénes, avec des spectres
d'activités variables (Scalbert et Williamson ; 2000). En effet, certaines quinones auraient un effet
bactériostatique sur les bactéries a Gram positif mais pas sur les bactéries a Gram négatif (Riffel et
al., 2002). Les acides-phénols ont des propriétés antiseptiques urinaires, antifongiques et

antibactériennes (Bruneton, 1999).

Les flavonoides, avec leurs différentes classes dont les plus importantes sont : les flavones,
flavanols, flavonones, flavonones 3-ol, flavanes-3,4 diol, et les anthocyanidines (Marfak, 2003) ont
un grand potentiel antibactérien (Alan et Miller, 1996) qui se manifeste:

- en se complexant avec des composants des parois avec inhibition de la croissance microbienne
(Rojas et al., 1992; Perret et al., 1995).

- en perturbant leur métabolisme énergétique (Jones et al., 1994).

Par ailleurs, les tanins sont largement connus pour leurs propriétés inhibitrices des
microorganismes et des enzymes grace a leur pouvoir a former des complexes stables avec les
protéines et en les précipitant (Nguz et al., 1996). lls exercent une activité antibactérienne par
interaction avec la membrane cellulaire qui induit un changement morphologique de la bactérie, en

inhibant l'activité des protéases, des protéines de transport et des adhésines (Cowan, 1999).
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Figurel? : Diamétre des zones d’inhibition (en mm) des souches bactériennes
cultivées en présence de 10, 20 et S0mg/mL d’extraits phénoliques aqueux

de gousses de caroube aprés 24h de culture sur milieu solide a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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111.3. Effets des extraits phénoliques aqueux de gousses de caroube sur la

cinétique de croissance des souches pathogénes et des souches bénéfiques.

I11.3.1. Cinétique de croissance d’Escherichia coli ATCC 25922.
L’action inhibitrice des extraits phénoliques aqueux de caroube sur Escherichia coli ATCC
25922 s’est manifestée apres les deux premieres heures de culture en présence de 20 et 50 mg/mL

d’extrait ou il y a une 1égére diminution de la biomasse initiale.

Cette inhibition s’accentue davantage pour piquer vers une viabilité nulle de E. coli aprés la
sixiéme et la douziéme heure d’incubation en présence de 20 et S0mg/mL, respectivement (fig.13).
L’écart de viabilité entre le témoin (absence de polyphénols) et les échantillons (présence de
polyphénols) varie environ de 3 a 4 log UFC/mL.

Au cours des deux premiéres heures d’incubation, une légére croissance d’Escherichia coli
ATCC 25922 de I’ordre 8.12, 5 et 3.87% a été enregistrée en présence de 10 et 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénoliques de caroube, et qui correspond a une vitesse de croissance de 0.32, 0.20 et

0.15 log UFC/h (fig. 14A) (tableau 2).

Apres 4h de culture, la croissance d’E. coli ATCC 25922 diminue de 6.49 % en présence de
50 mg/mL. Cette croissance s’’est déroulée a une vitesse d’inhibition de 0.27 log UFC/h (fig.14B) ;
alors qu’en présence de 10 et 20 mg de polyphénols /mL, on enregistre une inhibition chiffrée a des
pertes en cellules viables respectives de I’ordre de 0.57 et 1.9% seulement (tableau 2).

Une réduction de biomasse de 1’ordre 0.58, 7.88 et 12.09% a été observée apres 6h de culture
d’E. coli ATCC 25922 en présence de 10, 20 50 mg/mL, respectivement (fig. 15A, tableau 2). Ceci
correspond a une réduction de la vitesse de croissance de cette souche de ’ordre de 0.025, 0.37 et

047 log UFC/mL calculée pour les trois différentes concentrations de polyphénols testées.

Apres 8h de culture, E. coli ATCC 25922 se trouve totalement inhibée en présence de 50mg
de polyphénols /mL d’extrait de gousses de caroube; alors qu’en présence de 10 et 20 mg de
polyphénols/mL, une perte de viabilité de I’ordre de 0.7 et 3.6% a été enregistrée (Fig.15B, tableau
3).

Lorsque cette souche est exposée pendant 10h aux concentrations de polyphénols de 10 et

20mg/mL, son inhibition se poursuit et il y a, respectivement, perte de 1.88 et 3.68% de sa
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viabilité, soit 0.16 et 0.27 log UFC/mL (fig. 16A).

La viabilité d’Escherichia coli ATCC 25922 exprimée en log UFC/mL continue de diminuer
et affiche des pertes de 0.13 (soit 1.88%) et 0.52 log (soit 6.95%) lorsqu’elle est cultivée pendant
12h respectivement avec 10 et 20 mg/mL d’extrait phénoliques de caroube (fig. 16B).

L’inhibition totale d’Escherichia coli ATCC 25922 n’a été obtenue qu’aprés 24h de culture.

Biyiti et al. (2004) ont testé I’activité antibactérienne in vitro des extraits hydro-éthanoliques
de Cissus petiolata, Harrissonia abyssinica, Maesopsis eminii et Pyrenacantha staudtii contre
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. lls ont constaté que les
guatre plantes se sont révélées actives sur une ou plusieurs bactéries. L'extrait de P. staudtii a été le
plus actif en induisant des diamétres d'inhibition de croissance de 11, 14.6 et I5 mm sur Escherichia

coli ATCC 25922, S. aureus et P. aeruginosa, respectivement.

Ben hsouna et al. (2012) ont observé que les extraits méthanoliques de polyphénols de gosses
de caroube induisaient des zones d’inhibition de diameétre compris entre 10 et 22 mm dans le cas
d’Escherichia coli ATCC 25922, E. coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Salmonella enteridis et Staphylococcus aureus ATCC 6536. lls ont constaté que toutes ces souches,
excepté Staphylococcus aureus ATCC 6536, étaient plus sensibles aux extraits phénoliques de

gousses de caroube qu’a la gentamicine.

Molina-Torres et al. (1999) ont testé ’effet antimicrobien des alkamides sur Escherichia coli,
Pseudomonas solanacearum, Bacillus subtilis et saccharomyces cerevisiae. Leurs résultats
indiquent que E coli a été¢ inhibée a 90% aprés 8h d’incubation en présence de 25 mg/mL
d’affinine (un alkamide); alors que de 200, voire 300 mg/mL de capsaicine retardent seulement sa
croissance. P. solanacearum était plus résistante par rapport a E coli et n’a été totalement inhibée
qu’apres I’administration de 150 mg/mL d’affinine, et a été retardée juste de 20 % en présence de

300 mg/mL de capsaicine.

La capsaicine avait un grand pouvoir inhibiteur contre Bacillus subtilis par rapport a 1’affinine
en inhibant cette souche a une concentration de 25mg/mL, tandis que I’affinine le faisait a

150mg/mL.
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Figure 13: Cinétique de croissance d’Escherichia coli ATCC 25922 en
absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait
phénolique agueux de gousses de caroube durant 36h de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 14: Viabilité des cellules d’Escherichia coli ATCC 25922 (log
UFC/mL) en absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube pendant 2h (A) et 4h
(B) de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 15: Viabilité des cellules d’Escherichia coli ATCC25922 (log
UFC/mL) en absence (Omg/mL) ou en présence de 10, 20 et 50mg/mL
d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube pendant 6h (A) et 8h
(B) de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 16: Viabilité des cellules d’Escherichia coli ATCC 25922 (log
UFC/mL) en absence (Omg/mL) ou en présence de 10, 20 et 50mg/mL
d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube pendant 10h (A) et 12h
(B) de culture & 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Tableau 2: Cinétique d’amélioration exprimée (en % d’augmentation des
cellules) ou d’inhibition (exprimé en % de réduction de cellules) de la
viabilité de la souche Escherichia coli ATCC 25922 en présence de 10, 20
et 50 mg/mL d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.

10mg/mL 20mg/mL 50mg/mL

0-2h +8.12+0.75 +5+0.09 +3.87 £ 0.07
2h-4h -0.57+0.12 -1.9+0.08 -6.49 + 0.95
4h-6h -0.58 + 0.17 -7.88 + 0.65 -12.09+1.28
6h-8 -0.70 +0.16 -3.60 + 0.95 -85.35+£ 00
8h-10h -1.88+£0.24 -3.68 £0.62 -
10h-12h -1.88 + 0.28 -6.95+051 -
12h-24h -100 + 0.36 -100 £1.98 -
24h-36h 00+00 - -

Tableau 3: Vitesse de croissance (exprimée en + log de cellules générées /h)
ou d’inhibition (exprimée en -log de cellules inhibées/h) de la souche
Escherichia coli ATCC 25922 en présence de 10, 20 et 50mg/mL d’extrait
phénoligue aqueux de gousses de caroube a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.

10mg/mL 20mg/mL 50mg/mL
0-2h +0.32+£0.05 +0.2+£0.04 +0.15+0.03
2h-4h -0.02 £ 0.005 -0.08 = 0.005 -0.27 £ 0.05
4h-6h -0.025 £ 0.007 -0.37 £ 0.002 -0.47 £ 0.01
6h-8 -0.03 £ 0.006 -0.09 + 0.001 -3.41 +0.08
8h-10h -0.08 + 0.007 -0.13 £0.0003 -
10h-12h -0.06 + 0.002 -0.26 £0.004 -
12h-24h -4.1+0.36 -3.26 £ 0.07 -
24h-36h 00£00 - -
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I11.3.2. Cinétique de croissance d’Escherichia coli ATCC 8739

La cinétique de croissance d’E. coli ATCC 8739 en présence de différentes concentrations de
polyphénols de gousses de caroube est illustrée par la figure 17. L’action inhibitrice d’extrait
phénolique aqueux de gousses de caroube vis-a-vis la souche Escherichia coli ATCC 8739 a été
observée depuis les premiéres heures de sa culture en présence de 20 et 50 mg de polyphénols/mL
d’extrait, et s’est traduite, respectivement, par une perte de viabilité de 1’ordre 1.37 et 10.25%

(tableau 4, figure 18A).

En revanche, a la concentration de 10mg de polyphénols/mL, la croissance de cette souche
n’est pas affectée; puisqu’elle enregistre méme une légére augmentation de la biomasse en
affichant 0.25% (tableau 4) de plus, soit 0.02 log UFC/mL (figure 18A), en matiére de viabilité de
(fig. 18A).

Apres 4h de culture d’E. coli ATCC 8739, une légere hausse de la biomasse (+ 6.12%) est
toujours enregistrée en présence de 10 mg/mL (tableau 4), et correspondant a un léger taux
d’augmentation de la vitesse de croissance de I’ordre de + 0.44 log UFC /h (tableau 5). L’effet des
polyphénols de gousses de caroube commence a se faire sentir chez cette souche quand elle est
exposée aux concentrations de 20 et 50 mg/mL ou elle enregistre au cours de cet intervalle de
culture 2-4h des taux de pertes de viabilité respectifs équivalents a 7.12 et 14.37% (tableau 4)
(figure 18B).

Lorsque la culture est prolongée a 6h, les concentrations de 20 et 50mg/mL d’extrait
phénolique aqueux de caroube retardent encore plus la croissance d’E. coli ATCC 8739 dont la

biomasse perdue est respectivement de 1’ordre 5.75 et 10.01% (tableau 4) (Fig. 19A)

La poursuite de cette culture a 8h, permet d’enregistrer des taux de pertes de viabilité de 1’ordre
de 0.62, 3.37 et 65.37% en présence de 10, 20 et 50 mg de polyphénols/mL d’extrait (fig. 19B,
tableau 4), et qui correspondent a des pertes de vitesse de croissance de 0.02, 0.16 et 2.61 log
UFC/h respectivement (fig.19B, tableau 5).

Entre la huitieme et la dixiéme heure de culture en présence des trois concentrations de
polyphénols, le nombre de cellules viables continue sa régression a des taux de 0.03, 0.3 et 0.04%

sous ’effet de 10, 20 et 50 mg de polyphénols/mL d’extrait, respectivement (tableau 4, fig.20A).
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Escherichia coli ATCC 8739 se trouve totalement (100%) inhibée au bout de 12h de culture

en présence de 50 mg de polyphénols/mL d’extrait de gousses de caroube; tandis qu’elle perd

presque 65% de sa viabilité en présence de 20 mg/mL d’extrait. Cette perte est moindre (environ

28%) sous I’effet de 10 mg/mL (tableau 4, fig.20B).

Dans I’intervalle 12-24h, il ne reste plus de cellules viables dans les cultures d’E. coli

ATCC 8739 exposées a 20 mg de polyphénols/mL d’extrait et presque pas dans celles exposées a

10 mg/mL (fig.17, tableau 4).
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Figure 17: Cinétique de croissance d’Escherichia coli ATCC 8739 en
absence (O0mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait phénolique
aqueux de gousses de caroube durant 36h de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations + SD.
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Figure 18: Viabilité des cellules d’Escherichia coli ATCC 8739 (log
UFC/mL) en absence (Omg/mL) et en présence (10, 20 et 50mg/mL)
d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube pendant 2h (A) et 4h (B)
de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 d8éterminations + SD.
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Figure 19: Viabilité des cellules d’Escherichia coli ATCC 8739 (log
UFC/mL) en absence (Omg/mL) et en présence de 10, 20 et 50mg/mL
d’extrait Phénolique aqueux de gousses de caroube pendant 6h (A) et 8h (B)
de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations + SD.
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Figure 20: Viabilité des cellules d’Escherichia coli ATCC 8739 (log
UFC/mL) en absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube pendant 10h (A) et 12h
(B) de culture a 37°C.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations + SD.
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Tableau 4 : Cinétique d’amélioration (exprimée en % d’augmentation des
cellules) ou d’inhibition (exprimé en % de réduction de cellules) de la viabilité
d’Escherichia coli ATCC 8739 en présence de 10, 20 et 50mg/mL d’extrait

phénolique aqueux de gousses de caroube.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations = SD.

cinétique 10mg/mL 20mg/mL 50mg/mL
0-2h +0.25 +0.03 -1.37+£0.17 -10.25+0.19
2h-4h +6.12+0.12 -7.12 £1.13 -14.37+0.12
4h-6h -1.12 +0.07 -5.75+0.97 -10.01+0.70
6h-8 -0.62+0.02 -3.37+0.22 -65.37+1.20
8h-10h -0.03+0.005 -0.3+0.01 00
10h-12h -27.62+0.20 -64.37+1.80 00
12h-24h -65.5 +0.30 00 00
24h-36h 00+00 00 00

Tableau 5: Vitesse de croissance (exprimée en +log de cellules générées/h ou
d’inhibition (exprimée en -log de cellules inhibées /h) de Escherichia coli
ATCC 8739 en présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait phénolique aqueux
de gousses de caroube a 37°C.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations + SD.

Vitesse 10 mg/mL 20 mg/mL 50 mg/mL
0-2h +0.01+0.004 -0.05+0.003 -0.41+0.012
2h-4h +0.44+0.03 -0.28 £0.036 -0.41+0.011
4h-6h -0.04+0.001 -0.23+£0.03 -0.40+0.02
6h-8 -0.02+£0.003 -0.16+0.02 -2.61+0.21
8h-10h -0.46+0.08 -0.73+0.03 -
10h-12h -1.10+£0.14 -2.57 £0.04 -
12h-24h -2.62+0.09 00 -
24h-36h 00+00 00 -
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Naili et al. (2010), ont étudié 1’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique des feuilles
d’Artemisia campestris. 1ls ont utilisé plusieurs souches dont Staphylococcus aureus, Escherichia
Coli, Pseudomonas aeruginosa. Les résultats obtenus dans cette étude ont montré que cet extrait
possede un effet inhibiteur sur toutes les bactéries étudiées.

Jimenez et al. (2011) ont comparé ’activité antimicrobienne de différents extraits obtenus a
chaud et a froid (méthanolique, éthanolique, a I’acétate d’éthyle, chloroformique, au benzéne et
aqueux) de Prunus serotina subsp capuli et de tester la potentialité de différents extraits de solvants
(éthanol, méthanol , acétate d'éthyle , le chloroforme , le benzéne , I’extrait aqueux chaud et froid )
contre différentes souches bactériennes telles que Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 27736, Proteus vulgaris ATCC 6380, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Shigella sonnei ATCC 25931, Salmonella typhi ATCC
25241 et Salmonella paratyphi ATCC 9150.

Ces auteurs ont observé que ce sont les extraits éthanolique et méthanolique obtenus a chaud
qui avaient manifesté le plus d’activité antimicrobienne vis-a-vis des souches testées au vu des
diamétres de zones d’inhibition observés et qui variaient de 12 a 21 mm selon la souche. Les
mémes extraits, mais obtenus a froid, généraient des zones d’inhibition de diamétre plus faible
compris entre 7 et 9 mm. Ces observations laissent penser que 1’extraction a chaud permettrait

I’obtention de plus de principes actifs antimicrobiens.
111.3.3. Cinétique de croissance de Bacillus cereus ATCC14579

La cinétique de croissance de Bacillus cereus ATCC 14579 en absence et en présence de
différents extraits aqueux de polyphénols de gousses de caroube est illustrée par la figure 21.

L’action inhibitrice de I’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube vis-a-vis de la souche
Bacillus cereus ATCC 14579 ne s’est pas faite sentir avant les 8 et 6 premiéres heures de culture

en présence, respectivement, de 10 et 20 mg de polyphénols/mL d’extrait.

En effet, cette souche continue sa croissance en affichant une amélioration de sa hiomasse
viable de 4.5, 3.11 et 3.57% dans les intervalles de culture 0-2h, 2-4h et 4-6h a la concentration de
10 mg/mL et, de 3.62 et 3.61% dans les temps 0-2h et 2-4h a la concentration de 20 mg/mL (fig.
22A, 22B et 23A, tableau 6).
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Dans ’intervalle de culture 4-6h, B. cereus perd 10.12% de viabilité quand il est exposé a 20

mg/mL d’extrait ; alors qu’avec 50 mg/mL, son inhibition par les polyphénols ne s’est pas faite
attendre puisque sa viabilité diminue de 0.25, 6.76 et 7.39% dans les intervalles 0-2h, 2-4h et 4-6h,
respectivement (fig. 22A, 22B et 23A, tableau 6).

C’est a partir de la 8™ heure de culture que B. cereus ATCC 14579 ressent I’effet des 10 mg
de polyphénols de caroube testés, car il perd a ce moment la 5.56% de sa viabilité (fig. 23B, tableau
6) et sa vitesse de croissance passe de + 0.16 (at = 6h) a — 0.25 logUFC/h (a t = 8h) (tableau 7).

Aprés cela, cette concentration en polyphénols (10 mg/mL) devient de plus en plus inhibitrice

jusqu’a la 32°™ heure de culture ou il ne reste aucune cellule vivante (fig.21, tableau 6).

La sensibilité de cette souche semble dépendre de la concentration de polyphénols et du temps
d’exposition. En effet, quand elle est cultivée en présence de 20 et 50 mg de polyphénols/mL
d’extrait, sa viabilité diminue respectivement de 13.08 et 12.91%, 6.25 et 100% dans les intervalles
6-8h et 8-10h (fig. 23B et 24A, tableau 6). Ainsi, il ne reste plus de cellules vivantes apres 10h de

culture en présence de 50 mg/mL.

La concentration de 20 mg/mL d’extrait polyphénolique aqueux de gousses de caroube
provoque une perte de viabilité de B. cereus ATCC14579 de I’ordre de 40.85 et de 100% ,
respectivement entre la 10°™ et la 12°™ (fig. 21 et 24B, tableau 6), et la 12°™ et la 24°™ heure de
culture; quoique, ¢’est & la 12°™ heure de culture que cette souche ne survit plus a la présence de 20

mg de polyphénols/mL, car, déja, il ne restait que tres peu de cellules viables (fig.21).

Les vitesses d’inhibition s’accentuent avec le temps d’exposition des cellules aux extraits

phénoliques de gousses de caroube (tableau 7).

Jayaprakasha et al., (2003) ont utilisé deux mélanges de solvants (mélange 1 = acétone/ eau/acide
acétique et mélange 2 = méthanol/eau/acide acétique) dans la préparation d’extraits de pépins de
raisin dont ils ont testé 1’effet sur la viabilité de germes pathogénes communs. Leurs observations
indiquent que les deux extraits manifestaient une activité inhibitrice sur Bacillus cereus, Bacillus
coagulans, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa.

Ces auteurs avaient également testé [’activité antioxydante de leurs extraits.
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Ces observations, ainsi que toutes celles ayant trait aux propriétés biologiques des polyphénols,
témoignent, non seulement de 1I’omni-répartition de ces substances chez les végétaux, mais aussi de

I’universalité de leur pouvoir antimicrobien et antioxydant.
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Figure 21: Cinétique de croissance de Bacillus cereus ATCC 14579 en
absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait phénolique
aqueux de gousses de caroube durant 36h de culture a 37°C.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations + SD.
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Figure 22: Viabilité des cellules de Bacillus cereus ATCC 14579 (log
UFC/mL) en absence (Omg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube pendant 2h (A) et 4h (B)
de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 23: Viabilité des cellules de Bacillus cereus ATCC 14579 (log
UFC/mL) en absence (Omg/mL) et en présence de 10, 20 et 50mg/mL
d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube pendant 6h (A) et 8h (B)
de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations + SD.
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Figure 24: Viabilité des cellules de Bacillus cereus ATCC 14579 (log
UFC/mL) en absence (Omg/mL) et en présence de 10, 20 et 50mg/mL
d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube pendant 10h (A) et 12h
(B) de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Tableau 6: Cinétique d’amélioration exprimée (en % d’augmentation des
cellules) ou d’inhibition (exprimé en % de réduction de cellules) de la
viabilité de la souche de Bacillus cereus ATCC14579 en présence de 10, 20

et 50 mg/mL d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.

10mg/mL 20mg/mL 50mg/mL
0-2h +4.5+0.02 +3.62+0.07 -0.25 £0.01
2h-4h +3.11+0.01 +3.61+0.04 -6.76x0.71
4h-6h +3.57+0.09 -10.12+0.08 -7.39 +0.90
6h-8h -5.56+0.21 -13.08 £0.18 -12.91+0.21
8h-10h -2.35+£0.17 -6.25+0.03 -100£2.30
10h-12h -2.89 £0.34 -65.85+1.56 -
12h-24h -17.76 £0.12 00 -
24h-36h -100 +1.30 - -

Tableau 7 : Vitesse de croissance (exprimée en + log de cellules générées /h
ou d’inhibition (exprimée en - log de cellules inhibées/h) de Bacillus cereus
ATCC 14579 en présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait phénolique

aqueux de gousses de caroube a 3 7°C.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations £SD.

10mg/mL 20mg/mL 50mg/mL
0-2h +0.18+0.01 +0.14+0.01 -0.01+0.002
2h-4h +0.13+0.009 +0.15+0.02 -0.20+0.01
4h-6h +0.16 £0.02 -0.43+0.03 -0.2+0.03
6h-8h -0.25+0.07 -0.55+0.08 -0.49+0.04
8h-10h -0.10£0.02 -0.21+0.03 -3.00+0.02
10h-12h 0.12+0.008 -2.63+0.04 -
12h-24h -0.71+0.03 00 -
24h-36h -3.31 £0.42 - -
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111.3.4. Cinétique de croissance de Staphylococcus aureus ATCC 25923

L’action inhibitrice de I’extrait phénolique de caroube vis-a-vis Staphylococcus aureus ATCC
25923 est plus faible par rapport a celle observée chez S aureus ATCC 33862 (fig. 25). Déja, apres
2h de contact de Staphylococcus aureus ATCC 25923 avec 50 mg de polyphénols/mL d’extrait
provoque une perte de viabilité de 1’ordre de 7.87%, contrairement au léger effet stimulant de sa
croissance observé avec les concentrations 10 et 20 mg/mL pendant le méme intervalle de culture
0-2h, ou la biomasse se trouve augmentée de 0.50 et 0.25% avec des vitesses de croissance de
I’ordre de 0.02 et 0.01 log UFC/h, respectivement (tableau 8).

Cette plus grande sensibilité de cette souche devient visible dés la 4°™ heure de culture en
présence de 10 et 20 mg/mL d’extrait phénolique de gousses de caroube puisqu’en I’espace de 2h,
on a enregistré des pertes de sa viabilité équivalentes a 3.90 et 1.62 %, respectivement (fig. 26 A et
B). L’inhibition continue de s’accentuer au cours de I’intervalle 4-6h quel que soit la concentration
de polyphénols dans le milieu de culture (fig. 25 et 27A) car on enregistre des pertes de biomasses
de ’ordre de 4.4, 7.73 et 5.49% correspondant a des vitesses d’inhibition équivalentes a 0.17, 0.3
et 0.2 log UFC/h en présence de 10, 20, 50 mg/mL respectivement (tableau 8 et 9).

Une réduction de biomasse de 1’ordre de 0.08 (1.08%) , 0.55 (7.55%) et 0.72 (10.73%) log (fig.
25 et 27B, tableau 8) a été observée aprés la culture de Staphylococcus aureus ATCC 25923 en
présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait phénolique de gousses de caroube au bout de 8h avec des

vitesses d’inhibition équivalentes a 0.51, 0.27 et 0.36 log UFC/h (tableau 9).

L’activité inhibitrice d’extrait phénolique de caroube vis-a-vis de Staphylococcus aureus ATCC
25923 continue a chuter apreés 10h d’incubation car 1.09 (soit 15%) et 0.73 log UFC/mL (soit
11%) de la biomasse enregistrée au temps t = 8h sont perdus au bout de 2h de culture en présence
de 10 et 20 mg/mL avec des vitesses d’inhibition respectives de 0.54 et 0.36 log UFC/h (fig. 28A,
tableaux 8 et 9). Cette inhibition était plus importante (plus de 89% de perte de viabilité) avec la

plus forte concentration (50mg/mL) ou cette souche a été totalement inhibée (fig. 28A, tableau 8).

Cette sensibilité continue d’augmenter si le temps de culture est prolongé a 12h et elle se
manifeste par une Iégére perte de viabilité de S. aureus ATCC 25923 de I’ordre de 1.76% (soit 0.11
log UFC/ mL) en présence de 10 mg/mL (fig. 28B, tableau 8). En revanche, cette sensibilité est

trés forte dans la culture contenant 20 mg/mL d’extrait phénolique car plus de 89% des cellules
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restantes au temps t = 10h sont perdues 2h apres avec une vitesse d’inhibition voisine de 3.01 log

UFC/h (fig.25 et 28B, tableaux 8 et 9) et il ne reste plus de cellules vivantes au point 24h.

Apres 24h de contact (fig. 29A), P’action inhibitrice des polyphénols utilisés a 10mg/mL
devient plus importante (13.11% de perte de viabilité). Staphylococcus aureus ATCC 25923 est
presque totalement inhibée apres 36h (100%) (fig. 25)

@m0 mg/m| e=lil=»10 mg/ml Ae=20mg/m|  ess@e50mg /ml
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Figure 25: Cinétique de croissance de Staphylococcus aureus ATCC 25923
en absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait
phénolique aqueux de gousses de caroube durant 36h de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 26 : Viabilité des cellules de Staphylococcus aureus ATCC 25923
(log UFC/mL) en absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube de caroube pendant 2h
(A) et 4h (B) de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 27: Viabilité des cellules de Staphylococcus aureus ATCC
25923 (log UFC/mL) en absence (Omg/mL) et en présence de 10, 20 et
50mg/mL d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube pendant 6h

(A) et 8h (B) de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 28: Viabilité des cellules de Staphylococcus aureus ATCC 25923
(log UFC/mL) en absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube pendant 10h (A) et 12h
(B) de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3déterminations +SD.

Chapitre 111 : Résultats et discussion



F. Tabet (2013). Activité antimicrobienne des extraits phénoliques de caroube. Mag. Hyg. et Séc. Alim. Univ. Mostaganem 73

Tableau 8: Cinétique d’amélioration (exprimée en % d’augmentation des
cellules) ou d’inhibition (exprimé en % de réduction de cellules) de la
viabilité de Staphylococcus aureus ATCC 25923 en présence de 10, 20 et
50 mg/mL d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.

10mg/mL 20mg/mL 50mg/mL
0-2h +0.50+0.05 +0.25+0.01 -7.87+£0.10
2h-4h -3.90+ 0.20 -1.62+0.09 -3.66 £0.05
4h-6h -4.40+0.40 -7.73+0.13 -5.49+0.13
6h-8h -1.08 +0.08 -7.55+0.27 -10.73 £0.41
8h-10h -14.93+0.70 -10.84+0.16 -89.26+1.14
10h-12h -1.76x0.06 -89.15 +1.30 00
12h-24h -13.11+0.19 00 -
24h-36h -100+0.30 - -

Tableau 9 : Vitesse de croissance (exprimée en + log de cellules générées/h)
ou d’inhibition (exprimée en - log de cellules inhibées /h) de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 en présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait phénolique
aqueux de gousses de caroube a 37°C.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations £SD.

10mg/mL 20mg/mL 50mg/mL

0-2h +0.02+0.003 +0.01+0.002 -0.631+0.02
2h-4h -0.16+0.02 -0.06+0.001 -0.23+0.01
4h-6h -0.17+0.01 -0.30+0.04 -0.20+0.06
6h-8h -0.04+0.005 -0.27+0.07 -0.36+0.10
8h-10h -0.54+0.07 -0.36+0.08 -2.98+0.60
10h-12h -0.05+0.001 -3.01+0.30 00
12h-24h -0.4+0.02 00 -

24h-36h -2.65+0.06 - -
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Ben hsouna et al. (2012) ont testé 1’activité antimicrobienne d’extrait méthanolique de
caroube sur la souche Staphylococcus aureus ATCC 25923 qui a donné une CMI de 0.31 mg/mL.
Par contre, Cowan (1999) supposait que les flavonoides dépourvus des groupements hydroxyles
libres avaient plus d'activité antimicrobienne par rapport a ceux qui en était pourvus, ce qui
pouvait conduire a une augmentation de leur affinité chimique vis-a-vis des lipides membranaires ;
c’est ce qui a conduit cet auteur a laisser penser que la cible microbienne de ces flavonoides

pourrait étre la membrane cytoplasmique.

Ben hsouna et al. (2012) indiquent que toutes les bactéries testées se sont révélées plus
sensibles aux actions inhibitrices de I’extrait méthanolique de Ceratonia silligua L. que
I’antibiotique gentamycine qu’ils ont utilisé comme référence. Ces auteurs avaient constaté que les
souches les plus sensibles étaient S. aureus ATCC 6536, S. aureus ATCC 25923 et S. epidermis
ATCC 12228 avec des zones d’inhibitions respectives de 22 mm, 20 mm et 17 mm.

Kholkhal et al. (2012) ont testé 1’effet antimicrobien de différents extraits d Eryngium
maritimum (au méthanol, acétone, butanol et a 1’acétate d’éthyle) sur plusieurs souches pathogénes
y compris Staphylococcus aureus ATCC25923, Bacillus cereus ATCC 10876, Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Les résultats de ces auteurs ont montré que c’était Bacillus cereus ATCC 10876 qui a été la
plus sensible (9 mm) suivie par Escherichia coli ATCC 25922 (6.5 mm), Staphylococcus aureus
ATCC25923 (6 mm) en présence de 50 mg/mL d’extrait phénolique a ’acétone d’E. maritimum.
Par contre, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 était la souche la plus résistante a ces extraits.

Abdellaoui et al. (2013) ont exploré D’effet antibactérien des extraits aqueux de
Rhodophycées: Grateloupia doryphora et Gymnogongrus patens sur Escherichia coli ATCC
25921, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Proteus

mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus agalactiae et Salmonella enteritidis.

Ces auteurs ont constaté que tous les extraits testés inhibent les bactéries & Gram positif et a
Gram négatif a I’exception de la souche Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 qui a manifeste
une trés forte résistance. En revanche, la plus forte sensibilité revient a Staphylococcus aureus
ATCC 25923.
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111.3.5. Cinétique de croissance de Staphylococcus aureus ATCC 33862

Aprés 2h de culture, Staphylococcus aureus ATCC 33862, affiche une légere croissance en
présence de 10 (+0.24 log UFC/mL soit +3%) et 20 mg/mL (+0.22 log UFC/mL soit +2.75%)
d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube correspondant a des vitesses de croissance

respectives de 0.12 et 0.11 log UFC/h (fig. 29 et 30A, tableaux 10 et 11).

En revanche, la plus forte concentration en polyphénols testée (50 mg/mL) exerce un effet
inhibiteur notable sur cette souche dés les deux premiéres heures de culture ou on a enregistré une
perte de viabilité de 1’ordre 0.84 log UFC/mL (soit -10.5%) correspondant a une vitesse
d’inhibition de -0.42 log UFC/h (fig.29 et 30A, tableaux 10 et 11).

Ce léger taux de croissance continue a s’exprimer pendant I’intervalle 2-4h d’exposition aux
différentes concentrations d’extraits phénoliques de caroube, par une faible évolution en présence
de 10 mg/mL (+2.91%) et de 20 mg/mL (4.13%) (fig. 29 et 30B, tableau 10). Une perte de

viabilité équivalente a 0.02% (tableau 10) a été obtenue en présence de 50 mg/mL.

Lorsque cette souche est cultivée 6h avec 10,20 et 50 mg/mL, une réduction de biomasse
comprise entre  0.07% et 14.42% (tableau 10) correspondant a des vitesses d’inhibition voisines de
0.03 et 0.66 log UFC/h a été observée (fig. 29 et 31A, tableau 11).

La prolongation du temps de culture a 8h induit une perte de viabilité de Staphylococcus
aureus ATCC 33862 plus importante (fig. 29 et 31B) en présence de 10, 20 et 50 mg/mL et qui se
chiffre, respectivement, a 11.52%, 15.05 % et 20.72% (fig.31B, tableau 10).

La figure 32A illustre les pertes de biomasse survenues dans ’intervalle de culture 8-10h de S.
aureus ATCC 33862 et qui sont de I’ordre de 1.33 et 6.66% en présence, respectivement, de 10 et
20 mg/mL d’extrait phénolique de gousses de caroube. Au cours de ce méme intervalle de culture,
cette souche perd 100% (soit 5.80 log UFC) de sa viabilité sous I’effet de 50 mg/mL d’extrait
phénolique de caroube (fig. 29 et 32A, tableau 10).

Cette sensibilité poursuit son augmentation si le temps de culture est prolongé a 12h et
s’exprime par une inhibition de 1.63 et 100% en présence de 10 et 20 mg/mL; ce qui représente
une perte de biomasse de I’ordre de 0.12 et 5.74 log UFC/mL respectivement (fig. 29 et 32B,

tableau 10). Les vitesses d’inhibition de cette souche sont reportées au tableau 11.
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Apres 24h de culture, seules les cellules cultivées en présence de 10 mg/mL subsistent & une

concentration Iégérement supérieure & 6 log UFC/mL. Cette biomasse perd 100% de sa viabilité

dans I’intervalle de culture 24-36h qui a suivi.
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Figure 29: Cinétique de croissance de Staphylococcus aureus ATCC33862
en absence (0 mg/mL) et en présence de 10,20 et 50 mg/mL d’extrait
phénolique agqueux de gousses de caroube durant 36h de culture a 37°C.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 30: Viabilité des cellules de Staphylococcus aureus ATCC 33862
(log UFC/mL) en absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénolique de gousses de caroube pendant 2h (A) et 4h (B) de
culture & 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 31: Viabilité des cellules de Staphylococcus aureus ATCC 33862 (log
UFC/mL) en absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube pendant 6h (A) et 8h (B)
de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 32: Viabilité des cellules de Staphylococcus aureus ATCC 33862
(log UFC/mL) en absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50
mg/mL d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube pendant 10h
(A) et 12h (B) de culture & 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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La sensibilité de la souche Staphylococcus aureus ATCC 33862 vis-a-vis des différentes
concentrations d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube peut s’expliquer par la
probabilité de la sensibilité des bactéries Gram (+) aux changements environnementaux externes,
tels que la température, le pH, et les extraits naturels due a l'absence de la membrane externe
(Balentine et al., 2006).

Biyiti et al. (2004) avaient observé que des extraits phénoliques au mélange éthanol-eau de
Pyrenacantha standtii exercaient un effet bactéricide sur Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa et sur S. aureus a 9.37, 4.68 et 9.37 mg/mL, respectivement.

En effet, Agbakwuru (2002), utilisant la méme plante, a observé une faible action
bactériostatique de son extrait méthanolique sur E. coli et S. aureus. Cette divergence entre les
résultats des deux études est sGrement due a la nature des solvants d'extraction.

Selon les résultats de Ben hsouna et al. (2012), la souche S. aureus ATCC 6536 était la plus

sensible vis-a-vis I’extrait méthanolique de poudre de caroube.

Weiduo et al. (2006) ont testé I’effet antimicrobien de thé vert chinois sur des bactéries
pathogénes tels que E. coli O157:H7, Salmonella Typhimurium DT104, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus et Bacillus cereus. Ils ont trouvé que I’extrait aqueux de thé vert exerce un
effet antimicrobien contre tous les germes testés avec une concentration de 500 ug/mL. En effet,

la souche Staphylococcus aureus était inhibée aprés 5 a 6h d’incubation.

Turkmen Erol et al. (2009) ont montré que les diamétres des zones d’inhibition de
Staphylococcus aureus et de Bacillus cereus obtenus avec des extraits phénoliques éthyliques de
feuilles fraiches de thé ((15 et 8.7mm, respectivement) étaient plus élevés que ceux obtenus avec
des feuilles séches de thé (11mm et 8.2mm). Leurs résultats montrent aussi que S. aureus est plus

sensible que B. cereus vis-a-vis des polyphénols de thé vert.
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Tableau 10 : Cinétique d’amélioration exprimée (en % d’augmentation
des cellules) ou d’inhibition (exprimé en % de réduction de cellules)

de la viabilité de la souche Staphylococcus aureus ATCC 33862 en
présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait phénolique aqueux de gousses de

caroube.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.

10mg/mL 20mg/mL 50mg/mL
0-2h +3.20+0.19 +2.75+0.67 -10.5+0.58
2h-4h +2.91 +0.14 +4.13+0.70 -0.02+0.001
4h-6h -0.07+0.002 -14.42+1.02 -4.85+0.98
6h-8h -11.52+0.63 -15.05+1.10 -20.72+1.46
8h-10h -1.33+£0.15 -6.66 £0.97 -100 £3.21
10h-12h -1.63+0.10 -100+2.31 00
12h-24h -13.41+1.36 00
24h-36h -100+2.36 -

Tableau 11 : Vitesse de croissance (exprimée en +log de cellules générées /h ou
d’inhibition (exprimée en -log de cellules inhibées/h) de Staphylococcus aureus ATCC
33862 en présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extraits phénoliques aqueux de gousses de
caroube a 37°C. Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations £SD.

10mg/mL 20mg/mL 50mg/mL
0-2h +0.12+0.009 +0.11+0.02 -0.42+0.03
2h-4h +0.12 +0.008 +0.17+0.01 -0.08+0.001
4h-6h -0.03+0.001 -0.66+0.04 -0.17+0.02
6h-8h -0.48+0.03 -0.54+0.02 -0.69+0.04
8h-10h -0.05+0.002 -0.20+£0.04 -2.90£0.09
10h-12h -0.06+0.003 -2.87+0.09 00
12h-24h -0.48+0.002 00 -
24h-36h -3.231£0.22 - -
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111.3.6. Cinétique de croissance de Shigella sonnei ATCC p4001

Aprés 2h de culture, Shigella sonnei ATCC p4001, affiche une légére croissance en présence
de 10 (+0.6 log UFC/mL soit +7.5%), 20 (+0.44 log UFC/mL soit +5.5%) et 50 mg/mL (+0.32 log
UFC/mL soit +4%) d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube correspondant a des vitesses
de croissance respectives de 0.3, 0.22, 0.16 log UFC/h (fig. 33 et 34A, tableaux 12 et 13).

La croissance de cette souche diminue entre 2 et 4h de culture en présence de 10 mg/mL
d’extrait phénolique (vitesse de croissance = - 0.16 log UFC/h) par rapport a ce qu’elle était dans
I’intervalle 0-2h (vitesse de croissance = + 0.3 log UFC/h), mais continue a étre stimulée (+ 3.72%
de biomasse). Cependant, Shigella sonnei ATCC p4001 est touchée dans sa croissance a la 4°™
heure de culture en présence de 20 (- 7.70% de biomasse) et de 50 mg/mL (-7.57% de biomasse)

d’extrait phénolique de gousses de caroube (fig. 33 et 34B, tableaux 12 et 13).

La concentration de 10 mg/mL d’extrait phénolique devient inhibitrice de la croissance de
Shigella sonnei & la 6™ heure de culture ( - 1.44% de biomasse et accuse une perte de vitesse de
croissance (- 0.06 log UFC/h) (fig.33 et 35A, tableau 12 et 13). L’inhibition se poursuit entre la 4°™
et la 6™ heure de culture en présence de 20 (- 7.95% de biomasse et perte de vitesse de -0.32) et de
50 mg/mL d’extrait phénolique (- 10.79% de biomasse et perte de vitesse de -0.36 log UFC /h)
(fig.33 et 35A, tableau 12 et 13).

Il semblerait que le temps d’exposition de Shigella sonnei aux polyphénols de caroube est un
facteur déterminant, a c6té de la concentration en ces substances, dans 1’expression et du niveau

d’inhibition de la croissance.

En effet, aprés la 6™ heure de culture, la biomasse de cette souche et la vitesse de sa
croissance sont réduites, respectivement de 7.10 et 0.29, 13.66 et 0.49, 15.88% et 0.55 log UFC/h a
la 8°™ heure (fig.33 et 35B); de 18.33 et 0.69, 88.33 et 3.5, 100% et 2.88 log UFC/h & la 10°™
heure aux concentrations de 10, 20 et 50 mg/mL d’extraits phénoliques (fig. 33 et 36A, tableaux 12
et 13).

Dans I’intervalle de culture 10-12h, il y a un effondrement de la biomasse Shigella sonnei en
présence de 10 mg/mL d’extrait phénolique (- 78.97 soit presque - 80%) dd a une trés forte

réduction de la vitesse de croissance de cette souche (fig. 33 et 36B, tableau 12 et 13). A cette

Chapitre 111 : Résultats et discussion



F. Tabet (2013). Activité antimicrobienne des extraits phénoliques de caroube. Mag. Hyg. et Séc. Alim. Univ. Mostaganem 83

concentration en polyphénols, I’inhibition totale de Shigella sonnei ATCC p4001 n’a été obtenue

qu’apres de 24h.

En revanche, dans les autres cultures ou la concentration en polyphénols était de 20 et 50 mg/mL
d’extrait, il ne subsistait aucune cellule vivante au temps 12h car I’inhibition était déja totale a ce

moment-la.

epun() mg/mL eslls10 mg/mL esbe=20mg/mL  esse»50mg /mL

14 -
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Figure 33: Cinétique de croissance de Shigella sonnei ATCC p 4001en
absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait
phénolique aqueux de gousses de caroube durant 36h de culture a 37°C.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 34: Viabilité des cellules de Shigella sonnei ATCC p4001 (log
UFC/mL) en absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube pendant 2h (A) et 4h (B)
de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 35: Viabilité des cellules de Shigella sonnei ATCC p4001 (log
UFC/mL) en absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube pendant 6h (A) et
8h (B) de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 36: Viabilité des cellules de Shigella sonnei ATCC p4001 (log
UFC/mL) en absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube pendant 10h (A) et 12h
(B) de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Tableau 12: Cinétique d’amélioration exprimée (en % d’augmentation des
cellules) ou d’inhibition (exprimé en % de réduction de cellules) de la viabilité¢ de

Shigella sonnei ATCC p400len présence de

phénolique aqueux de gousses de caroube.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.

10, 20 et 50 mg/mL d’extrait

10mg/mL 20mg/mL 50mg/mL
0-2h +7.5+0.0 +5.5+0.07 +4.12+0.08
2h-4h +3.72+0.05 -7.70+0.60 -7.57+0.16
4h-6h -1.44+0.03 -7.95 +0.48 -10.79+0.09
6h-8h -7.10+0.08 -13.66+0.90 -15.88+0.17
8h-10h -18.33+0.68 -88.33+2.30 -100+1.32
10h-12h -78.97+2.48 00 00
12h-24h 00 -
24h-36h 00 -

Tableau 13: Vitesse de croissance (exprimée en +log de cellules générées/h) ou
d’inhibition (exprimée en -log de cellules inhibées/h) de Shigella sonnei ATCC
p4001 en présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait phénolique aqueux de gousses

de caroube a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.

10mg/mL 20mg/mL 50mg/mL

0-2h +0.3+0.02 +0.22+0.01 +0.16+0.01
2h-4h -0.16+0.009 -0.67+0.06 -0.32+0.02
4h-6h -0.06+0.001 -0.32 £0.04 -0.36 +0.04
6h-8h -0.29+0.03 -0.49+0.02 -0.55+0.07
8h-10h -0.69+0.02 -3.5+0.07 -2.88+0.08
10h-12h -2.61+0.70 00 00
12h-24h 00 - -
24h-36h 00 - -
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111.3.7. Cinétique de croissance de Bacillus cereus ATCC 11778

Apres deux heures de culture, Bacillus cereus ATCC11778 réagit trés favorablement a la
présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube puisque sa
vitesse de croissance est, respectivement, boostée de + 0.61, + 0.38 et + 0.33 log UFC/h se
répercutant sur la biomasse qui augmente de + 15.25, + 9.62 et 8.25%, respectivement (fig. 37 et
38A, tableaul4 et 15).

Dans I’intervalle de culture 2-4h, cette souche commence a ressentir la présence de polyphénols
dans son milieu et affiche des pertes de viabilité équivalente, respectivement, a 4.88, 3.76 et 3.81%
dues a une diminution des vitesses d’inhibition respectives de 0.22, 0.16, 0.16 log UFC/h en

présence de 10, 20 et 50 mg/mL (fig. 37 et 38B , tableaux 14 et 15).

La sensibilité de Bacillus cereus ATCC11778 se poursuit aprés 6h d’exposition des cellules
aux extraits phénoliques affichant un pourcentage d’inhibition 5.01%, 2.04% et 13.15% (fig. 39A)
équivalente a des vitesses d’inhibition voisines de 0.22 .0.08 et 0.55 log UFC/h en présence de 10,
20 et 50 mg/mL d’extrait phénolique de caroube respectivement (tableau 14 et 15).

L’activité inhibitrice d’extrait phénolique de caroube vis-a-vis de Bacillus cereus ATCC11778
s’accentue davantage entre la 6™ et la 8™ heure de culture car on a, respectivement, enregistré des
pertes en biomasse de ’ordre de 1.08 (soit -12.96%), 0.66 (soit -9.14%) et 1.32 (soit -20.01 %) log
UFC/mL en présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait phénolique de gousses de caroube avec des

vitesses d’inhibition respectives de 0.54, 0.33 et 0.65 log UFC/h (fig. 39B, tableaux 14 et 15).

L’action inhibitrice d’extrait phénolique de caroube vis-a-vis de Bacillus cereus
ATCC11778 continue a chuter aprés 10h d’incubation car 0.59 (soit - 8.13%) et 0.33 (soit -4.13%)
log UFC/mL de la biomasse enregistrée de culture en présence de 10 et 20 mg/mL avec des vitesses
d’inhibition respectives de 0.28 et 0.17 log UFC/h (fig. 40A, tableaux 14et 15).

Cette inhibition était plus importante (plus de 80% de perte de viabilité) avec la plus forte

concentration (50 mg/mL) ou cette souche a été totalement inhibée (fig. 40A, tableau 14).

Cette sensibilité poursuit son augmentation si le temps de culture est prolongé a 12h et se
manifeste par des inhibitions respectives de 0.6 et 12% en présence de 10 et 20 mg/mL (fig. 40B,
tableau 14).
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Apres 24h de contact des cellules de Bacillus cereus ATCC 11778 avec les polyphénols, 1’action
inhibitrice de 20 mg/mL d’extrait phénolique de caroube devient plus importante 87.77% (tableau
14). Bacillus cereus ATCC 11778 est totalement inhibée aprés 36h en présence de 10 mg/mL
d’extrait phénolique des gousses de caroube (-99.36%).
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Figure 37: Cinétique de croissance de Bacillus cereus ATCC11778 en
absence (0 mg/mL) et en présence de 10,20 et 50mg/mL d’extrait aqueux de
caroube durant 36h de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD (n=3).
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Figure 38: Viabilité des cellules de Bacillus cereus ATCC11778 (log
UFC/mL) en absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube pendant 2h (A) et 4h
(B) de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 39: Viabilité des cellules de Bacillus cereus ATCC11778 (log
UFC/mL) en absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube pendant 6h (A) et 8h (B)
de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 40: Viabilité des cellules de Bacillus cereus ATCC11778 (log
UFC/mL) en absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénolique aqueux de caroube pendant 10h (A) et 12h (B) de
culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Tableau 14: Cinétique d’amélioration exprimée (en % d’augmentation des cellules)
ou d’inhibition (exprimé en % de réduction de cellules) de la viabilité de Bacillus
cereus ATCC11778 en présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait phénolique
aqueux de gousses de caroube.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations £SD.

10mg/mL 20mg/mL 50mg/mL
0-2h +15.25+0.29 +9.62+0.34 +8.25+0.59
2h-4h -4.88+0.14 -3.76 £0.10 -3.81+0.14
4h-6h -5.01+£0.17 -13.15+0.71 -2.04+0.17
6h-8h -12.96+0.48 -9.14+0.84 -20.01+0.90
8h-10h -8.13 +0.31 -4.95+0.46 -80.02+1.86
10h-12h -6.00+£0.94 -12.32+0.54 00
12h-24h -0.64+0.02 -87.77+1.14 00
24h-36h -99.36+1.36 00 00

Tableau 15: Vitesse de croissance (exprimée en +log de cellules générées /h ou
d’inhibition (exprimée en -log de cellules inhibées /h) de Bacillus cereus
ATCC11778 en présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait phénolique aqueux de
gousses de caroube a 37°C.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.

10mg/mL 20mg/mL 50mg/mL
0-2h +0.61+0.17 +0.38+0.02 +0.33+0.20
2h-4h -0.22+0.04 -0.16+0.01 -0.16+0.09
4h-6h -0.22+0.07 -0.55+0.07 -0.08+0.09
6h-8h -0.54+0.08 -0.33+0.06 -0.65+0.07
8h-10h -0.29 +0.01 -0.16+0.02 -2.6+0.06
10h-12h -0.20+0.03 -0.38+0.02 -
12h-24h -0.02+0.004 -2.77+0.07 -
24h-36h -3.11+0.23 - -
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111.3.8. Cinétique de croissance de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Durant les premiéres deux heures de culture, les différentes concentrations d’extrait phénolique
de caroube dans le milieu provoquent une augmentation de biomasse de 1’ordre de 0.23 (+2.87%)
,0.28 (+3.5%) et 0.22 (+2.75%) log UFC/mL générée par des vitesses de croissance respectives de
0.11, 0.14 et 0.11 log UFC/h en présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait phénolique des gousses
de caroube (fig. 41 et 42A, tableaux 16 et 17).

Lorsque I’incubation fut prolongée a 4h, la croissance de Pseudomonas aeruginosa ATCC
2785 se poursuit en présence des différentes concentrations d’extrait phénolique de caroube,
affichant des pourcentages d’amélioration équivalents a 1.09, 2.29 et 1.70% en présence de 10, 20

et 50 mg/mL d’extrait phénolique de caroube respectivement (fig.42B, tableau 16).

Apres 6h de culture, cette souche persiste dans sa croissance qui surplombe celle du témoin en
affichant des taux d’augmentation de la biomasse de 1’ordre de 11.05, 6.13 et 1.67% en présence

de 10, 20 et 50 mg/mL, respectivement (fig. 43A, tableau 16).

Cette dynamique de la croissance se maintient & la 8°™ heure de culture ou ’on continue
d’observer une amélioration de la croissance de la souche Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
par rapport au témoin, avec différentes quantités de biomasse nouvellement accumulée de 1’ordre
de 0.04 (soit +0.54%), 0.18 (soit +2.11) et 0.36 (soit +4.12%) log UFC/mL (fig.43B, tableau 16) en

présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extraits phénoliques de caroube utilisés.

Une 1égere augmentation de biomasse de I’ordre de 0.75 et 1.52% a été observée aprés 10h de
culture de P. aeruginosa ATCC 27853 avec 10 et 20 mg/mL d’extrait phénolique de caroube
correspondant a des vitesses de croissance respectives comprises entre 0.03 et 0.07 log UFC/h ;
alors que I’on remarque une certaine stabilité de cette croissance de cette méme souche en présence

de 50 mg/mL d’extrait phénolique de caroube (fig. 44A tableaux 16 et 17).

La croissance de la souche P. aeruginosa ATCC 27853 continue a étre stimulée dans
I’intervalle d’incubation 10-12h, car la biomasse augmente de 0.86 (soit +9.18 %) et de 0.22 (soit
+4.72 %) log UFC/mL en présence de 10 et 20 mg/mL par rapport au témoin. En revanche, une
perte de biomasse de 1’ordre 0.58 log UFC/mL (soit -6.96%) a été enregistrée en présence de 50
mg/mL; ce qui correspond une vitesse d’inhibition de 0.29 log UFC/h (fig.44B, tableaux 16 et 17).

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 reste insensible a la concentration en polyphénols de
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10 mg/mL car cette bactérie poursuit sa croissance dans 1’intervalle d’incubation 12-24h (+0.11
log UFC/mL) et méme celui d’entre 24 et 36h (+1.22 %). Pendant ce méme intervalle 12-24h et a
20 mg/mL d’extrait, cette bactérie commence a étre inhibée a un taux de -6.96% (soit -0.68 log
UFC/mL); alors qu’a 50 mg/mL d’extrait, I’inhibition entamée auparavant se maintient au taux de -

0.14% (fig.45A, tableau 16).

6éme

Par contre, entre la 24 et la 3
20 mg/mL, et se poursuivent a 50 mg/mL au taux de — 3.58% (fig. 41, 45B, tableaux 16 et 17).

heure d’incubation, les pertes en viabilité s’arrétent en présence de
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Figure 41: Cinétigue de croissance de Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 en absence (0 mg/mL) ou en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait aqueux de caroube durant 36h de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 42: Viabilité des cellules de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
(log UFC/mL) en absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénolique de caroube pendant 2h (A) et 4h (B) de culture a 37°C.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations £SD.
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Figure 43: Viabilité des cellules de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
(log UFC/mL) en présence de différentes concentrations d’extrait phénolique
de caroube pendant 6h (A) et 8h (B) de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 44: Viabilité des cellules de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
(log UFC/mL) en absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénolique de caroube pendant 10h (A) et 12h (B) de culture & 37°C.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 45: Viabilité des cellules de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
(log UFC/mL) en absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénolique de caroube pendant 24h (A) et 36h (B) de culture a
37°C. Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations £SD.
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Biyiti et al. (2004) ont testé 1’effet antibactérien in vitro des extraits hydro-éthanoliques de
Cissus petiolata, Harrissonia abyssinica; Maesopsis eminii et Pyrenacantha staudtii sur
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. Ils ont constaté que les
extraits des quatre plantes se sont révélés actifs sur une ou plusieurs bactéries. L'extrait de P.
staudtii a été le plus actif en générant des diamétres de zones d'inhibition de croissance de 11; 14; 6
et IS5 mm sur Escherichia coli ATCC 25922, S. aureus et P. aeruginosa, respectivement.

P. staudtii et H. abyssinica ont montré des effets bactéricides aussi bien sur P. aeruginosa; a
4,68 et 9,37 mg/mL, que sur S. aureus a 9,37 et 18,75 mg/mL respectivement. P staudtii a présenté
la plus grande activité antibactérienne. Cette importante activité s’est manifestée sur P. aeruginosa

avec une CMI de 2,34 mg/mL.

Sudjana et al. (2009) ont testé un extrait aqueux de feuilles d’olivier contre 122 espéces
microbiennes. 1ls ont constaté que cet extrait a exercé un effet antimicrobien trop restreint, car,
parmi ’ensemble des microorganismes testés, il s’est avéré qu’uniquement C. jejuni, Helicobacter
pylori et S. aureus avaient manifesté une certaine sensibilité envers cet extrait. Les valeurs de CMIs
enregistrées étaient comprises entre 0.31 et 0.78 mg/mL pour ces trois souches bactériennes.
Cependant, pour le reste des microorganismes, entre autres P. aeruginosa, leurs CMI sont situées
entre 6.25 et 50 mg/mL.

Djenane et al. (2012) ont analysé 1’extrait brut phénolique de feuilles d’olivier pour leur
activité antimicrobienne et leur application dans la conservation de viande fraiche de dinde. lls ont
noté que I’extrait polyphénolique exerce un effet antibactérien significatif (p<0,05) vis-a-vis de P.

aeruginosa et S. enteritidis. Cet effet est constaté des le ler jour de stockage de la viande.

En effet, une réduction de 2.23 (avec 30.38 mg/mL d’extrait) et 1.56 log (avec 21,56 mg/mL
d’extrait) est enregistrée au dernier jour de stockage. Quant a 1’extrait brut, il est important,
également, de signaler son activité antimicrobienne modérée vis-a-vis de ces deux bactéries, car il
engendre une réduction de 1.5 et 0.47 log UFC/g au dernier jour de stockage respectivement contre

P. aeruginosa et S. Enteritidis.
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Tableau 16 : Cinétique d’+amélioration (exprimée en % d’augmentation
des cellules) ou d’inhibition (exprimé en % de réduction de cellules)

de la viabilité de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 en présence

de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait phénolique aqueux de gousses de

caroube.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.

10mg/mL 20mg/mL 50mg/mL
0-2h +2.87+0.29 +3.5+0.34 +2.75+0.19
2h-4h +1.09+0.05 +2.29+0.31 +1.70+0.05
4h-6h +11.05+0.24 +6.13+0.71 +1.67+0.11
6h-8h +0.54 £0.01 +2.11+0.12 +4.12+0.27
8h-10h +0.75+0.02 +1.52 £0.10 -0.61+0.03
10h-12h +9.18+0.94 +4.72 £0.24 -6.96+0.15
12h-24h +0.11+0.03 -6.96+0.14 -0.14+0.01
24h-36h +1.22+0.04 - -3.58+0.10

Tableau 17: Vitesse de croissance (exprimée en +log de cellules

générées /h) ou d’inhibition (exprimée en -log de cellules inhibées/h) de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.

10mg/mL 20mg/mL 50mg/mL
0-2h +0.11+0.009 +0.14+0.05 +0.11+0.03
2h-4h +0.04+0.001 +0.09+0.002 +0.07+0.006
4h-6h +0.46+0.07 +0.26+0.009 +0.07+0.008
6h-8h +0.02+0.002 +0.09+0.002 +0.18+0.07
8h-10h +0.03+0.004 +0.07+0.004 -0.11+0.02
10h-12h +0.43+0.05 +0.22+0.01 -0.29+0.05
12h-24h +0.59+0.08 -0.34+0.06 -0.04+0.01
24h-36h +0.07+0.003 +0.01+0.004 -0.23+0.02
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111.9. Cinétique de croissance de Lactobacillus rhamnosus LbRE-LSAS

Durant les premiéeres deux heures de culture, ’addition des différentes concentrations d’extrait
phénolique de caroube provoque une augmentation de biomasse affichant des taux d’amélioration
de 27.5, 7.12 et 4.12 générés par des vitesses de croissance respectives de 1.11, 0.28 et 0.16 log
UFC/h en présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait phénolique de gousses de caroube ( fig. 46 et
47A, tableaux 18 et 19).

Lorsque I’incubation fut prolongée a 4h, 1’évolution de la croissance de LbRE-LSAS continue
en présence des différentes concentrations d’extrait phénolique de caroube, qui affiche des
biomasses de 0.76, 0.56 et 0.32 log UFC/mL en présence de 10, 20 et 50mg/mL d’extrait
phénolique des gousses de caroube; ce qui correspond a des améliorations respectives de 1’ordre de

7.05, 6.53 et 3.96 % (fig. 47B, tableau 18).

Au bout de 6h d’incubation (fig. 48A), 1’écart de croissance entre le témoin et les milieux
additionnés d’extrait de polyphénols de caroube s’affirme encore un peu plus puisque on remarque
gue la biomasse Lactobacillus rhamnosus augmente a des taux équivalents a 1, 2.8 et 7.79% en

présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait phénoliques de caroube, respectivement.

La tendance a I’amélioration de la biomasse de cette souche bénéfique est maintenue apres 8h
de culture, étant donné que par rapport au témoin, sa biomasse augmente de 0.86 (7.78%), 1.05
(11.18%) et 0.98 (10.57%) log UFC/mL (fig. 48B, tableau 18) en présence de différentes

concentrations d’extrait phénoliques de caroube utilisé.

Une augmentation de biomasse correspondante a des vitesses de croissance de 1’ordre de 0.04,
0.42 et 0.24 log UFC/h a été observée aprés 10h de culture de LbRE-LSAS avec 10, 20 et 50
mg/mL d’extrait phénolique de caroube respectivement (fig. 49A) (tableau 18).

Cette évolution de la croissance poursuit son augmentation apres 12h de culture de la souche
LbRE-LSAS qui affiche des pourcentages d’amélioration de 2.16, 3.4 et 2.51% en présence de 10,
20 et 50 mg /mL respectivement (fig. 49B). La souche Lactobacillus rhamnosus persiste dans sa
croissance apres 24h de culture en présence d’extrait phénolique de caroube (10, 20 et 50 mg/mL)
en affichant des augmentations de biomasse comprises entre 0.05 et 0.32 log UFC/mL générées

par des vitesses de croissance variables de 0.05 & 0.33 log UFC/mL (fig. 50A, tableaul9).
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Figure 46: Cinétique de croissance de Lactobacillus rhamnosus LbRE-LSAS
en absence (0 mg/mL) ou en présence de 10,20 et 50 mg/mL d’extrait
aqueux caroube durant 36h de culture a 37°C.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.

Sutherland et al. (2009) ont analysés 1’extrait des fruits, des 1égumes, des céréales, des herbes
et des épices, dont la plupart sont communes dans un régime alimentaire normal de style européen
en utilisant différentes solvant. L'impact de ces extraits sur la croissance des bactéries probiotiques
sélectionnées (Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus, bifidobactéria lactis) et des
bactéries pathogenes (Escherichia coli 0157: H7 et Escherichia coli LF82) a été évaluée a l'aide

d'une méthode de concentration minimale inhibitrice standard.

Les résultats ont montré que les extractions aqueuses d’ail et de poivre noir ont
significativement amélioré la croissance de L. reuteri, tandis que l'inhibition des deux souches
pathogenes de E. coli a une dilution 1:50. Des extraits aqueux de banane, pomme et orange tout
amélioré la croissance des trois souches probiotiques de maniere significative, et inhibé les agents

pathogenes a environ 80 % des témoins.
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Figure 47: Viabilité des cellules de Lactobacillus rhamnosus LbRE-LSAS
(log UFC/mL en absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénolique de caroube pendant 2h (A) et 4h (B) de culture a 37°C.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 48: Viabilité des cellules de Lactobacillus rhamnosus LbRE-LSAS
(Log UFC/mL) en absence (0 mg/mL) et en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénolique de caroube pendant 6h (A) et 8h (B) de culture a 37°C.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 49: Viabilité des cellules de Lactobacillus rhamnosus LbRE-LSAS
(log UFC/mL) en présence de différentes concentrations d’extrait phénolique
de caroube pendant 10h (A) et 12h (B) de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations £SD (n=3).
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Figure 50: Viabilité des cellules de Lactobacillus rhamnosus LORE-LSAS
(log UFC/mL) en présence de différentes concentrations d’extrait phénolique
de caroube pendant 24h (A) et 36h (B) de culture a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Tableau 18: La cinétique d’amélioration (exprimée en % d’augmentation
des cellules) ou d’inhibition (exprimé en % de réduction de cellules) de la
viabilité de Lactobacillus rhamnosus LbRE-LSAS en présence de 10, 20 et

50 mg/mL d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube.
Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations £SD.

10mg/mL 20mg/mL 50mg/mL
0-2h +27.50+0.42 +7.1240.45 +4.12+0.26
2h-4h +7.05+0.31 +6.53+0.41 +3.96+0.28
4h-6h +1.00+0.05 +2.84+0.35 +7.79+0.18
6h-8h +7.78+0.26 +11.18+0.13 +10.57+£0.15
8h-10h +0.750.02 +8.14+0.12 +4.68+0.08
10h-12h +2.16+0.09 +3.40+0.14 +2.51+0.01
12h-24h +0.40+0.02 +2.83+0.11 +1.72+0.02
24h-36h - +0.25+0.01 -1.69+0.03

Tableau 19: Vitesse de croissance (exprimée en +log de cellules générées/h)

ou d’inhibition (exprimée en -log de cellules inhibées /h) de Lactobacillus
rhamnosus LbRE-LSAS en présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait
phénolique aqueux de gousses de caroube a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.

10mg/mL 20mg/mL 50mg/mL
0-2h +1.11+0.12 +0.28+0.03 +0.16+0.02
2h-4h +0.36+0.02 +0.28+0.01 +0.16+0.01
4h-6h +0.06+0.005 +0.13+0.02 +0.32+0.03
6h-8h +0.43+0.06 +0.52+0.04 +0.49+0.01
8h-10h +0.04+0.002 +0.42+0.06 +0.24+0.03
10h-12h +0.13+0.01 +0.17+0.005 +0.13+0.02
12h-24h +0.02+0.001 +0.16+0.04 +0.09+0.001
24h-36h - +0.001+00 -0.09+0.002
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111.3.10. La Cinétique de croissance de Bifidobacterium animalis subsp. Lactis Bb12

Le comportement de la souche probiotique Bifidobacterium animalis subsp. Lactis (Bb12)
vis-a-vis des différentes concentrations d’extrait phénoliques des gousses de caroube est illustré par

la figure 51.

En effet, cette figure montre que la viabilité des cellules de Bb12 n’est pas affectée par les
différentes concentrations aprés 2 h d’incubation et, qu’au contraire, elle est plutot améliorée de
1.24 (+15.5%), 0.62 (+7.75%) et 0. 18 (+2.25%) log UFC/mL en présence de 10, 20 et 50 mg/mL
d’extrait phénolique de caroube, respectivement; cette amélioration a été générée par des vitesses

de croissance respectives de 1’ordre de 0.62, 0.32 et 0.09 log UFC/h (fig. 52A, tableaux 20 et 21).

Apres 4h de culture, la croissance de Bbl2 est améliorée de 0.39 (soit +4.22%), 0.19 (soit
2.08%) et de 0.15 log UFC/mL (soit 1.83%) par la présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait
phénolique de caroube; ce qui correspond a des vitesses de croissance de 0.19, 0.09 et 0.07 log
UFC/h (fig. 52B, tableaux 20 et 21).

La stimulation de la croissance de Bifidobacterium animalis subsp lactis par les polyphénols se
poursuit apres 6h de culture. Sa viabilité se trouve améliorée par rapport au témoin de 6.43, 3.4 et
3.72% en présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait phénolique de caroube avec des vitesses de
croissance respectives correspondantes voisines de 0.31, 0.07 et 0.16 log UFC/h (fig. 53A,
tableaux 20 et 21). La prolongation de cette culture a 8h (fig. 53B) donne une forte augmentation
de biomasse en présence de 10 mg/mL d’extrait phénolique de la gousse de caroube, soit 17.57%.
En revanche, en présence de 20 et 50 mg/mL d’extrait phénolique de caroube, cette augmentation

de biomasse persiste mais d’une intensité plus faible, soit 0.1 et 6%, respectivement (tableau 20).

Bifidobacterium animalis subsp lactis semble s’accommoder avec le temps a la présence de
polyphénols de caroube dans son milieu de culture puisqu’aprés 10h d’exposition, on enregistre par
rapport au témoin 0.88, 11.20 et 5.13% d’augmentation de sa biomasse en présence de 10, 20 et 50

mg/mL d’extrait phénolique de caroube, respectivement (fig. 54A).

Lorsque cette culture est prolongée a 12h, les concentrations 20 et 50 mg/mL d’extrait

phénolique de caroube retardent quelque peu la croissance de Bifidobacterium anialis subsp.
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Lactis Bb12 dont la biomasse régresse a un niveau de 1’ordre -2.29% et -2.49% respectivement;

alors qu’a 10 mg/mL d’extrait phénolique, cette croissance de Bb12 continue d’étre améliorée de

0.62 log UFC/mL (soit de 0.17%) (fig. 54B, tableau 20).

La croissance de cette souche se maintient au bout de 24h de culture en présence de 10

mg/mL d’extrait phénolique de caroube dans le milieu et s’écarte de 12.22% de celle du témoin
(fig.55A).

En revanche, il y a perte de viabilité de la Bb12 au bout de 24h de culture en présence de 20 (-
0.08 log UFC/mL) et 50 mg/mL (- 0.10 log UFC/mL); ce qui correspond a des vitesses d’inhibition
respectives de 0.04 (- 0.8%) et 0.05 (- 1.06%) log UFC/h (fig. 55A) (tableaux 20 et 21).
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Figure 51: Cinétique de croissance de Bifidobacterium animalis subsp. Lactis
(Bb12) en absence (0 mg/mL) ou en présence de 10,20 et 50mg/mL d’extrait
aqueux de caroube durant 36h de culture & 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 52: Viabilité des cellules de Bifidobacterium animalis subsp lactis
Bb12 (log UFC/mL) en absence (0 mg/mL) ou en présence de 10, 20 et
50mg/mL d’extrait phénolique de caroube pendant 2h (A) et 4h (B) de
culture & 37°C. Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations.
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Figure 53: Viabilité des cellules de Bifidobacterium animalis subsp lactis
Bb12 (log UFC/mL) en absence (0 mg/mL) ou en présence de 10, 20 et 50
mg/mL d’extrait phénolique de caroube pendant 6h (A) et 8h (B) de culture &
37°C. Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.
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Figure 54: Viabilité des cellules de Bifidobacterium animalis subsp lactis
Bb12 (log UFC/mL) en absence (0 mg/mL) ou en présence de 10,20 et 50
mg/mL d’extrait phénolique de caroube pendant 10h (A) et 12 h (B) de
culture a 37°C. Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD
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Figure 55: Viabilité des cellules de Bifidobacterium animalis subsp lactis
Bb12 (log UFC/mL) en absence (0 mg/mL) ou en présence de 10,20 et
50mg/mL d’extrait phénolique de caroube pendant 24h (A) et 36h (B) de
culture a 37°C. Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations £SD
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La prolongation de la culture de cette souche a 36h (fig. 55B) permet toujours une
amélioration de sa croissance en présence de 10mg/mL correspondant a 4.42% par rapport au
témoin en présence 10 mg/mL d’extrait phénolique; alors qu’aux concentrations de 20 et 50
mg/mL, I’inhibition observée antérieurement (au point 24h) s’accentue d’avantage et affiche des

valeurs respectives de ’ordre de 7.3 et 7.27% (tableau 20).

Dans une étude similaire, Booyens et Mapitsi (2013) ont exploré les effets antimicrobiens de
différentes préparations d‘ail sur cing souches de bifidobactéries en utilisant le test de diffusion sur
disques. Leurs résultats ont révélé que les préparations d’ail inhibaient ces souches avec des

diamétres de zones d’inhibition allant de 13.0 + 1.7 2 36.7 + 1.2 mm.

Les valeurs de CMI rapportées par ces auteurs pour les préparations d’ail variaient de 75.9 a
303.5 mg/mL. La souche Bifidobacterium infantis Bi -07 300B était en moyenne la plus résistante
a l'ail, suivie par Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12, Bifidobacterium longum LMG
13197, Bifidobacterium longum Bb356 et Bifidobacterium bifidum 11041.

Haddadin et al., 2008 ont testé I’activité antimicrobienne d’extraits au mélange éthanol-eau
(713 :VIV) de propolis sur Bifidobacterium infantis et Lactobacillus acidophilus. lls ont remarqué
que la réaction de ces souches a la présence d’extraits de propolis était différent de sorte que la
croissance de Lactobacillus. Acidophilus se trouvait stimulée par rapport au témoin; alors que celle

de Bifidobacterium infantis était inhibée.
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Tableau 20: Cinétique d’amélioration exprimée (en % d’augmentation des
cellules) ou d’inhibition (exprimé en % de réduction de cellules) de la
viabilité de Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 en présence de 10,
20 et 50 mg/mL d’extrait phénolique aqueux de gousses de caroube.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations £SD.

10mg/mL 20mg/mL 50mg/mL
0-2h +15.5+0.10 +7.75 £0.05 +2.25+0.05
2h-4h +4.22+0.06 +2.08+0.01 +1.83+0.01
4h-6h +6.43+0.08 +3.40+0.04 +3.72+0.14
6h-8h +17.57 £0.14 +0.10+0.02 +6.01+0.27
8h-10h +0.88+0.02 +11.20+0.22 +5.13+0.20
10h-12h +0.17+0.04 -2.29+0.07 -2.49+0.15
12h-24h +12.22+0.47 -0.80+0.01 -1.06+0.07
24h-36h +4.42 +0.10 -7.33+£0.30 -7.27+£0.80

Tableau 21: Vitesse de croissance (exprimée en +log de cellules générées /h)
ou d’inhibition (exprimée en -log de cellules inhibées /h) de Bifidobacterium
animalis subsp. lactis Bb12 en présence de 10, 20 et 50 mg/mL d’extrait
phénoligue aqueux de gousses de caroube a 37°C.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 déterminations +SD.

10mg/mL 20mg/mL 50mg/mL
0-2h +0.62+0.02 +0.31+0.05 +0.09+0.005
2h-4h +0.19+0.009 +0.09+0.003 +0.07+0.001
4h-6h +0.31+0.01 +0.07+0.004 +0.16+0.02
6h-8h +0.9 £0.04 +0.01+0.002 +0.26+0.03
8h-10h +0.05+0.007 +0.57+0.03 +0.23+0.05
10h-12h +0.01+0.002 -0.11+0.02 -0.12+0.01
12h-24h +0.7+£0.04 -0.04+0.001 -0.05+£0.04
24h-36h +0.31+0.02 -0.36+0.06 -0.32+0.08
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Conclusion

L’objectif de cette étude consistait & démontrer le pouvoir inhibiteur des extraits
phénoliques aqueux de gousses de caroube Ceratonia siliqua L. vis-a-vis d’une panoplie de
bactéries pathogenes souvent incriminées dans les toxi-infections alimentaires telles que
Bacillus cereus ATCC11778, Bacillus cereus ATCC 14579, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Staphylococcus aureus ATCC 33862, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia
coli ATCC 8739, Shigella sonnei ATCC p4001, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853)
et a explorer I’effet de ces extraits sur le comportement de deux souches bénéfiques
(Lactobacillus rhamnosus LbRE-LSAS, Bifidobacterium animalis subsp lactis (Bb12)
d’intérét digestif.

Les résultats obtenus indiquent que 1’eau (solvant a forte polarité) était plus efficace

que le mélange éthanol-eau (7V/3V) dans I’extraction des polyphénols et des flavonoides.

Nous avons constaté que la sensibilité des différentes souches bactériennes testées aux

polyphénols de gousses de caroube était variable et dose-dépendante.

Sur le plan du niveau de sensibilité des souches, E. coli ATCC 25922 s’est révélé la
plus sensible vis-a-vis de extraits phénoliques aqueux de caroube suivie de E. coli ATCC
8739, Bacillus cereus ATCC 14579, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
aureus ATCC 33862, Shigella sonnei ATCC p4001, et de Bacillus cereus ATCC 11778.

La souche pathogene Pseudomonas aeruginosa ATTC 27853 fait I’exception car elle est

restée insensible aux extraits phénoliques aqueux de caroube.

Les diametres des zones d’inhibition des extraits phénoliques de caroube obtenus avec
les concentrations 20 et 50 mg/ml sont plus larges que ceux observés avec des
concentrations plus basses (10 mg/mL). Les diametres des zones d’inhibition mesurés
varient de 10 al7 mm en présence de 50mg /mL d’extrait phénolique aqueux dans le

milieu.

Conclusion
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La croissance de deux souches bénéfiques LbRE-LSAS et Bbl2 a été légérement
améliorée par rapport au témoin en présence de la plus faible concentration d’extrait
phénolique utilisée (10 mg/ml). Nous avons enregistré un maximum de 27%

d’augmentation de la biomasse de cette souche.

Si on augmente la concentration des polyphénols a 20 et 50 mg/mL dans le milieu,
Lactobacillus rhamnosus LbRE-LSAS ressent quelque peu I’effet inhibiteur de ces
composés mais sa croissance ne s’arréte pas pour autant. Ceci traduit la résistance de cette

souche a I’effet antibiotique des polyphénols de gousses de caroube.

La deuxieme souche bénéfique, Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12, qui
posséde le statut probiotique, est Iégérement plus sensible que Lactobacillus rhamnosus
LbRE-LSAS.

Ces observations signifient que les souches bénéfiques d’intérét digestif ne sont pas

fortement inhibées par les polyphénols.

Y aurait-il une programmation biologique faisant des polyphénols, substances trées
répandues chez les végétaux qui les utilisent pour leur propre protection vis-a-vis des
multi-agressions extérieures et donc largement consommées par les espéces animales
abritant un microbiote gestionnaire de la santé de ces especes, des sentinelles naturelles
protectrices contre les germes pathogenes et non nocives pour les microorganismes

promoteurs du bien étre ?

Les observations préliminaires faites dans ce travail nous incitent a projeter cette
problématique dans des expériences in vivo afin de voir quel serait 1’effet des polyphénols
sur la virulence des bactéries pathogenes les plus impliquées dans les toxi-infections, ainsi

que sur le comportement des souches de la flore intestinale.

Conclusion
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Résumé

La présente étude porte, d’une part, sur 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne d’extraits phénoliques de
gousses de caroube (Ceratonia siliqua L.) récoltées dans la région de Mostaganem sur huit souches pathogenes
(Bacillus cereus ATCC11778, Bacillus cereus ATCC14579, Staphylococcus aureus ATCC25923,
Staphylococcus aureus ATCC33862, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 8739, Shigella
sonnei ATCC p4001, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853), et d’autre part, sur 1’effet de ces extraits sur le
comportement de deux souches bénéfiques (Lactobacillus rhamnosus LbRE-LSAS et Bifidobacterium animalis
subsp lactis Bb12) en utilisant la méthode de diffusion sur disque et en suivant la cinétique d’inhibition. Les
polyphénols totaux et les flavonoides totaux ont été respectivement déterminés par la méthode Folin-Ciocalteu et
par celle au trichlorure d’aluminium dans deux types d’extraits phénoliques de gousses de caroube: 1’extrait
éthanol-eau (7V/3V) (EEPC) (23,79mg/g) et I’extrait aqueux (EAPC) (32,2 mg/g). C’est la souche E. coli
ATCC 25922 qui s’est révélé la plus sensible vis-a-vis des extraits phénoliques aqueux de caroube suivie de
Escherichia coli ATCC 8739, Bacillus cereus ATCC 14579, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus ATCC 33862, Shigella sonnei ATCC p4001 et de Bacillus cereus ATCC 11778, dont les
zones d’inhibition varient de 10 al7mm en présence de 50mg/ml. La croissance des deux souches bénéfiques
LbRE-LSAS et Bb12 a été Iégérement améliorée par rapport au témoin en présence de la plus faible
concentration d’extrait phénolique utilisée (10 mg/ml) avec un taux maximal d’amélioration de 27%. En
revanche, les fortes concentrations de 20 et 50 mg/ml retardent la croissance de la souche Lactobacillus
rhamnosus LbRE-LSAS qui résiste plus que la Bb12 a I’effet inhibiteur des polyphénols. Ces résultats suggerent
I’utilisation de I’extrait phénolique de caroube comme agent préservateur des aliments contre les contaminations
bactériennes causées par un bon nombre de pathogénes sans pour autant affecter la croissance des souches
bénéfiques ou probiotiques d’intérét digestif.

Mots clés: Caroube-Gousse-Polyphénols-Flavonoides-Activité antimicrobienne- Bactéries pathogénes-
Bactéries bénéfiques.

Abstract

The goal of the present study is to explore the antimicrobial activity of phenolic carob pods extract (Ceratonia
siliqua L.) against eight pathogenic strains (Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus cereus ATCC 14579,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 33862, Escherichia coli ATCC 25922,
Escherichia coli ATCC 8739,Shigella sonnei ATCC p4001, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) and also its
effect on survival of two beneficial strains (Lactobacillus rhamnosus LbRE-LSAS and Bifidobacterium animalis
subsp lactis Bb12). Carob fruits were collected in Mostaganem area. Disk diffusion method was used for the
determination of inhibition zone diameter and cell count was monitored during the whole exposure of the strains
to the extract. Total polyphenols (Folin-Ciocalteu method) and total flavonoids (method of aluminum trichloride)
were determined in the two carob extracts: ethanol-water extract (7v/3v) (EWPC) (23.79 mg/g) and aqueous
extract (EAPC) (32.2 mg/g). Escherichia coli ATTC 25922 strain was the most sensitive strain toward the
phenolic extract of carob pods followed by Escherichia coli ATCC 8739, Bacillus cereus ATCC 14579,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 33862, Shigella sonnei ATCC p4001, and
Bacillus cereus ATCC 11778, with an inhibition zone diameter ranging from 10 to 17 mm in the presence of 50
mg/ml carob aqueous phenolic extract. Beneficial strains (LbRE - LSAS and Bb12) growth was slightly improved
compared to the control in the presence of the lowest phenolic extract concentration used (10mg/ml), reaching
27% of maximal biomass improvement. In contrast, the higher phenolic extract concentrations (20 and 50 mg/ml)
delay the growth of Lactobacillus rhamnosus strain LbRE-LSAS which is the more resistant strain to the
inhibitory effect of polyphenols comparatively to  Bb12 strain. These results may suggest that phenolic extract of
carob could be used as a food preservative agent against a number of pathogens without any significant inhibition
of beneficial or probiotic strains of digestive interest.

Keywords: Carob-Pod-Polyphenols-Flavonoids, Antimicrobial activity-Pathogenic bacteria-Beneficial
bacteria.



