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Résumé

La caroube Ceratonia siliqua.l. est frequemment utilisée par les industries digneataires et pharmaceutiques, pour sa
richesse en oligosaccharides et en fibres alimmestaCes substances font de la caroube un cangidéntiel au statut
prébiotique. L'objectif de ce trava#’intéresse dans un premier temps a la caracténsaeL. fermentum et L . rhamnosus
pour leur attribuer le statut de probiotique eihsdan deuxieme temps, a évaluer 'effet de caro®eratonia siliqua.l.

sur la croissance de ces deux bactéries. Des gsséiminaires ont révélé que les concentratiortinmdes d’utilisation de
I'extrait de caroube sont de 1 et de 8% (P/V) pburhamnosuset L. fermentum respectivement. L'effet de ces deux
concentrations optimales d’extrait de caroube é éalué sur la croissance de ces deux souchesdatnéu statut
probiotique. Les résultats montrent que la croissalel. fermentumappréciée aprés 24 h d’'incubation en présence de 8%
d’extrait de caroube est quasi identique au tér(atasorbance a 625 nm : 1,081,13) ce qui laisse penser que cette souche
posséde une bonne adaptation au milieu a basedgbea Par ailleurs, la croissanceldehamnosu®st réduite en présence
de 1% (p/v) de cet extrait par rapport au ttm0i8g vs 1,59). Mais cette réduction reste non Sagtive. Par ce fait, cette
étude indique que I'extrait de gousse de caroulmeacapacité de ralentir la proliférationldéermentunetL. rhamnosus

Mots clés: Caroube, Probiotiques/Prébiotiques, Croissance éaehne, L. fermentum, L. rhamnosus

exerceraient un effet bénéfique sur la santé ddel'hA
I'heure actuelle les affirmations sur le bénéfipparté par
Introduction les probiotiques sont variées ; ces microorgarsssoat
capables de contribuer positivement a [l'activité lde
microflore intestinale et, par conséquent, a latéaiu
consommateur. En outre ils aident a la digestianfitees,
Il'y a un siécle, Elie Metchnikoff a affirmé eues stimulent le systéme immunitaire et préviennenblet/
bactéries de l'acide lactique offraient des bémsfipour la  traitent la diarrhée [7][16] En réalité, ces micro-
santé conduisant a une plus grande longévité, dest Organismes ne doivent pas seulement étre vivants au
précurseur de l'utilisation de lactobacilles daesbut de ~ Moment de l'ingestion, mais aussi étre capablesudévre
restaurer la microflore intestinale via la consortiomde ~ dans le tractus digestif. La maintenance de céatailite au
laits fermentés. Ces organismes microscopiquesfijéeé ~ hiveau intestinal fait appel a des substances darea
sont appelés aujourd’hui ; les probiotiques. Cemiides ~ Polysaccharidiques qui sont considérées eux nwmene
sont des microorganismes vivants qui peuvent étégiés ~ additifs alimentaires et qui sont agrées sous le mte
dans différents types de produits alimentaires et Prébiotiques. Parmi les prébiotiquies plus utilisés dans
pharmaceutiques. En effet un rapport de la RA@bd lindustrie agro-alimentaire, il y d'inuline et I'oligo-
and Agriculture Organisation et 'OMS (Organisation  fructose [9]. Le caroubier est un arbre essentrele
Mondiale de la Santé) en 2001 décrit que cesamicr Mediterranéen d'importance écologique et indudrigl4]
organismes, lorsqu'ils sont ingérés en quantitéissmte, ~ [3]. La gousse de caroube est riche en carbohyrette
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particulierement en sucres hydrolysables qui représt

L’'activité antibactérienne des deux souchebaleéries

40 a 55 % du poids de la gousse et en protéinés. E lactiques L. fermentum, L. rhamnosush été testée selon

contient également des composées phénoliques,
éléments minéraux et les vitamines [12] [10]. Cattkesse
pourrait étre exploitée en biotechnologie comman
candidat potentiel au statut prébiotiqguBans ce contexte
cette présente étude s'intéresse dans un preemgrsta la
caractérisation de. fermentum et L . rhamnosysour leur
attribuer le statut de probiotique et dans un dguz
temps, a évaluer I'effet de caroub€efatonia siliqua.l)
sur la croissance de ces deux bactéries.

2 .Matériel et Méthodes

Les souches bactériennes utilisées dans datle éont :
Lactobacillus fermentum, isolée a partir du lait de chévre
cru au sein du laboratoire de Microbiologie Fondatale
et Appliquée de [I'Université ES senia d'ORAN.
Lactobacillus rhamnosus isolée a partir d'un mélange de
probiotiques commercialisé sous forme lyophiliséesous
le nom de [(actibiane) par le laboratoire PiLeJe

lesa méthode de diffusion (méthode des puits) [3].gélose

Mueller Hinton a été coulée dans des boites dei Bétr
laissée se solidifier. Ces boites ont été inondessune
suspension standardisé€lC°UFC/ml) de la souche
pathogeéngStaphylococcus aureusTCC4330Q. A l'aide
d’'une cloche stérile, des puits d’environ 1 cm derektre
ont été réalisés dans chaque boite contenant laseél
préalablement coulée; ces puits sont remplis Ipar
surnageant d’'une suspension bactérighnéermentumou

L. rhamnosug récupéré aprés une centrifugation a 5000 g
pendant 5 minutegL. fermentum ou L. rhamnosus.
Aprés incubation de 24h a 37C°, [linhibition de la
croissance deStaphylococcus aureuATCC43300 se
traduit par la formation des zones claires autad@s puits.
Les diametres de ces zones ont été mesurés.

2.2. Préparation de I'extrait de caroube
La caroube utilisée dans cette étude a été téecau

niveau de la région de Nekmeria de Mostaganemdis
de novembre 2011, dont I'espéce e§exatonia siliqua».

(France) .Cette souche a été identifié¢e au niveau duAfin de préparer I'extrait de caroube, les gousses

laboratoire de Microbiologie de I'Universitén Khaldoun
Tiaret. Staphylococcus aureddf CC43300

2.1. Caractérisation des souches probiotiques
(. fermentumetL. rhamnosus)

Différentes propriétés sont habituellement étudiées

caroube ont été lavées et séchées puis broyéasla di'un
broyeur aprés les avoir débarrassées de leursegraim
poudre de caroube obtenue a été tamisée a travaesnis
(0.45mm de diameétre). L'extrait de la farine deocdire a
été obtenu par I'addition de I'eau distillée avearaintien
de l'agitation (pendant 24 heures) en utilisanfédéntes
concentrations de matiéres premieres (1%,2%,4%,8% e

vitro pour déterminer si une souche particuliere serait 12% P/V), puis filtré a I'aide d'un papier filtr®.@5mm)

appropriée comme un probiotique [X1és propriétés
incluent la résistance aux différents antibiotiquestivité
antimicrobienne des probiotiques vis-a-vis des @srm
pathogénes ainsi que leurs résistances aux acdeslé
leur passage gastro-intestinal.

2.1.1. Effet de pH

Le pH de bouillon MRS contenu dans des tubessaiea
été ajusté a des pH différents (pH= 2, pH= 3 et 6b).
Ces tubes ont été inoculés par une suspensionrieacté
standardisééL .fermentum, L. rhamnosugselon I'échelle
de Mc Farland 02, puis incubée a 37°C [9] . Lassance a
été évaluée par mesure de l'absorption, a Il'aidend’
spectrophotomeétre (UV-visible) a une longueur demik
625nm, chaque heure et pendant 4 h.

2.1 .2.Activité antibactérienne dd.. fermentumetL.
rhamnosusvis-a-vis Staphylococcus aureus

pour éliminer le précipité en poudre et les masiere
insolubles, ensuite stérilisé par une filtrationnmbeanaire
(0.22um de diamétre).

2.3. Recherche de la concentration optimale de I'tait
de caroube correspondante a une croissance
maximale deL. fermentum L. rhamnosus

A fin d’obtenir une concentration optimale de I'eit de
caroube correspondante a une croissance maximale de
deux candidats probiotiqueqL. fermentum ou L.
rhamnosus) des bouillonsMRS sans glucose contenant
différentes concentrations de [Iextrait de caroube
(1%,2%,4%,8% et 12%) (p /v), ont été inoculés par une
suspension bactérienrfe. fermentum ou L. rhamnosus)
puis incubés a 37°C pendant 24h. L'évaluation de la
croissance bactérienne a été faite par la mesurda de
densité optique (625 nm). a l'aide d’un spectrophmitre
(UV-Vis Jenway) a une longueur d’onde de 625nm,

Revue « Nature & Technologie ». B- Sciences Agrorigoes et Biologiques, n° 13/ Juin 2015, Pages 227a



24 Effet de I'extrait de caroube sur la croissance ddeux candidats probiotiques Lactobacillus fermentumet
Lactobacillus rhamnosus

2.4. Cinétiqgue de croissance des deux souches. ( été clairement démontrée par une augmentation de
fermentum, et L. rhamnosus) 'absorbance mais d'une facon réduite par rappart a

La cinétigue de croissance des deux souchés
fermentum, et L. rhamnosws été évaluée en présence
d’extrait aqueux de caroube, en effet deux niele
culture MRS ont été utilisés : un milieu ordinaiagec
glucose utilisé comme témoin et un milieu modiféns
glucose reconstitué avec la concentration optindde

I'extrait de caroube correspondant a une croissancedeux

maximale dd.. fermentum ou L. rhamnosus.
2.4.1. Sur milieu MRS ordinaire

Une série de tubes contenant du bouilMRS a été
inoculés par une suspension bactériefindermentum ou
L. rhamnosug standardisée a I'échelle de Mc Farland 2
puis incubés a 37°C. La densité optique (625 nmgtéa
mesurée chaque 2 heures sur une durée de 24 heures.

2.4.2. Sur milieu MRS additionné par I'extrait de
caroube.

En suivant la méme procédure décrite précédermme
une série de tubes contenant le bouillon MRS médif
avec la concentration optimale d’extrait de camu été
inoculé soit par une suspension bactériebnéermentum
ou L. rhamnosus, ausstandardisées a |'échelle de Mc
Farland 2. Ces étapes ont été suivies d’umeubation de
37°C. Les densités optiques (625 nm) ont été maesu
chaque 2 heures sur une durée de 24 heures. Ltirole
la croissance bactérienne en fonction du temp&té auivie

) D.O
graphiquement. s
16 /’
3. Résultats et discussion 14 /-
1,2

3.1. Propriétés probiotiques
3.1.1. Effetde pH

La résistance de fermentum a l'acidité a été testée
vitro, les résultats sont indiqués dans la figure n°1.
Selon les résultats obtenus en évaluant la croissdel.
fermentum, aprés une durée d’incubation de 4h, on a
observé une
(DO=0.53) et au pH= 3(DO=0.48) mais avec une faible
croissance en comparaison au témdgb0=0.84) la
croissance dd.. fermentum évolue jusqu'a la troisieme
heure d'incubation dans les trois milieux de cwdtur
(pH=6.5(contrdle), pH=2, pH=3) ou les densités quyui
sont respectivement : 0.806, 0.541 et 0.5025. Aa-de

résistance de cette derniere au pH=2

témoin dont la densité optique a été respectivert@.st

( vsl.64 et 0.56vs 1.64). La croissance bactérienne est plus

élevée au pH contrdle par rapport au pH=2 et 3{figure
n°2). Ces résultats confirment ceux obtenues p3y [2
évoquant la tolérance de fermentumet L. rhamnosusa
l'acidité et qui montre que la survie de rhamnosus
LAB11 etL. fermentunLAB8 au pH=2 ne dépasse pas les

heures

cependant

dans nos conditions

expérimentales, les deux souches testées sontleapab
survivre plus de 3 heures ce qui pourrait étreisarit pour
atteindre leurs site d'action dans l'intestin.
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Figure n2 :Effet de pH sur la croissance dehamnosus

3.1.2. Activité antibactérienne dd.. fermentumetL.

s . S rhamnosusvis-a-vis Staphylococcus aureus.
troisieme heure, on a remarqué une diminution de la phy

résistance dé. fermentum aux pH = 2 et 3 (on a obtenu
respectivement une DO de 0.5305 et 0.4885). En
revanche, elle augmente au pH = 6.5, le contDI® (=
0.84). La résistance de. rhamnosusau pH=2 et pH=3 a

L'effet inhibiteur del. fermentunetL. rhamnosuwis-a-
vis Staphylococcus aureusTCC43300 a été expérimenté
in vitro par la méthode de diffusion. Des études ont montré
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que les Lactobacilles possédent une
antimicrobienne  vis-a-vis une série de
pathogénes, qui peuvent étre attribués par ['agihési
concurrentielle a I'épithélium intestinal ou papladuction
de composés inhibiteurs tels que les acides orgesjq
peroxyde d'hydrogene, des bactériocines ou reetgdin

Nos résultats montrent que les deux souches. (
fermentum L. rhamnosus présentent une activité
antibactérienne conti®taphylococucs auredst CC 43300
(figure n°3).En effet, les diametres des zones d’inhibition
varient entre 12 & 16 mm Les résultats obtenus
indiquent queL. rhamnosusprésente un effet inhibiteur
vis-a-vis Staphylococcus aurewsupérieur a celui observé
avecL. fermentun(15,7vs12, 25mm)

Les résultats obtenus sont en accord avec ce(k3jie
indiqguant la capacité de certaines souches duege
Lactobacillus, comme L[.plantarum L. fermentum L.
acidophilug isolés a partir d’'un produit laitier , & inhiber
croissance deStaphylococcus aureus, E. cat Yesrinia

enterocoloticagrace a la production de bactériocines, des

substances antibactériens synthétises par des ribacté
lactiques [19],ces derniers attaquent
bactéries pathogénes Gram positive que les Gramtinég
et ce en
cytoplasmique entrainant ainsi des perturbaticassdes
fonctions cellulaires [5],[4] .Cette différence &té
expliquée par [17] ;en indiquant une interactiorirere
pédiocine (bactériocine synthétisé paPediococcus
sacidilactic) et I'acide lipothécoique présent chez les
bactéries Gram positive et absent chez les Grayativé.

Figure n°3: Zones d'inhibitions induites pdr.fermentum(A),
L.rhamnosu@B) vis-a-vis Staphylococcus aureufATCC
34000.

3.2. Effet de I'extrait de caroube sur la croissare del.
fermentum

La recherche de la concentration idéale detrbéixde
caroube qui correspond a une croissance optimalk. de
fermentumet L. rhamnosus est représentée dans les
figures ci-dessous. L'augmentation de la concentrade
I'extrait entraine une augmentation du taux dertassance
de L. fermentumjusqu’a atteindre son maximum a une
concentration égal & 8% de l'extrait, au-dela détece

activité concentration on note un abaissement de
bactéries bactérienne (figure n° 4).

beaucoup plus les

induisant une perforation de la membrane

I'activité

3.3. Effet de I'extrait de caroube sur la croissaredeL.
rhamnosus

La croissance bactérienne a été maximale a une
concentration de 1%ge qui indique que cette derniere est
la concentration optimale pour la croissance de
rhamnosug(figure n°5). A partir de ces résultats obtenus,
on a évalué la prolifération des deux candidatbiptmues
L. fermentum et L. rhamnosus en présence des
concentrations optimales de I'extrait de caroub (@our
L. rhamnosu®t 8% pourL. fermentumh

3.4. Evaluation de la cinétique de croissance dé.
fermentumen présence de 8% d’extrait de caroube

La croissance bactérienne ne peut durer quiupse
heures en présence des conditions convenables wans
milieu non renouvelé. Cette croissance se faitey@cun
ensemble de réactions biochimiques assurant
transformation de la matiére organiques afin dedpire
des métabolites et des biomolécules en utiliseed d
biocatalyseur.

La croissance delL. fermentum a une tendance
significative dans les deux milieux de cultures (MR
témoin et le MRS contenant I'extrait de caroubepdtiles
24h d’incubation a 37°C (figure n°6), cela indiquéil y
a une consommation de substrats nutritifs présiais les
milieux précédemment cités. En effet, la denspédqoe
mesurée aprés 24h de fermentation dans le témaih ét
1.13 contre 1.084%o0ur I'extrait de caroube. Selon [16],
les FOS et I'inuline sont capable de stimuler laissance
de certaines souches probiotiques telleslqaeidophillus
L 10, L.casei 26 et Bifidobacerium animalis lactB94.

En outre, la phase stationnaire de la croissared.d
fermentum en présence de I'extrait de caroube est débutée
gu'aprés 16h d’'incubation

la

Selon [8] les carbohydrateprésentent dans I'extrait de
caroube sont utilisés de maniere préférentielle poiur la
croissance bactérienne ou la maintenance cellulaire

3.5. Evaluation de la cinétique de croissance dk.
rhamnosusen présence de 1% d’extrait de caroube

La croissance de. rhamnosugdans le milieu MRS est
maximale aprés les premieres heures de fermentation
(DO=1.81), au-dela de laquelle on distingue une stabilité
de la densité optique désignant une phase statienna
suivie par une diminution de la croissance baatéee ceci
peut étre expliqué par I'épuisement des nutrimetitsu de
'accumulation des substances toxiques, cette dimtian
duré jusqu'a 24h d'incubation ou la D.O diminuersve
1.586 (figure n° J. Tandis que dans I'extrait de caroube, la
croissance est inferieur par rapport au ténfbi1) dont la
densité optique aprés 6h est 0.583.

Cette croissance a été augmentée aprés 16h empeés
d’'extrait de caroube ou une phase stationnaire éa ét
marquée par une stabilité de croissance jusqu’she2des
d’incubation (D.O = 0.88). Cette différence de ssaince
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dans les deux milieux indique guerhamnosuss’adapte
plus facilement dans le milieu MR&r apport au milieu
contenant I'extrait de caroube, et cela peut siguelr par
la complexité des sucres contenant dans I'exteatatoube

1.

4. Conclusion

L'effet stimulateur de I'extrait de caroube estiatié a
sa teneur en sucres (glucose, fructose et suciags)
gu’en fibres alimentaires [1Nos résultats révelent un effet
sur la prolifération bactérienne de fermentumet L.
rhamnosus) en présence de l'extrait de caroube, cet effet
sur L. fermentumest quasi identique au témoin ;
cependant la croissance #le rhamnosusest l1égérement
faible en comparaison au milieu riche en glucosse ce
résultats vont de pair avec ceux de [8] qui démeogtie la
fermentation des extraits de caroube par certdinetéries
lactiques telle que. bulgaricusest plus faible par rapport a
sa croissance dans le milieu MRS.
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Figure n°04: Effet de différentes concentrations de I'extrait
de caroube sur la croissancelddermenturrapres 24 h
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Figure n°0€: Cinétique de croissance Hefermentunien
présence de glucose MRS témoin, 8% d’extrait deube)o
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