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Introduction



INTRODUCTION :

Le microbiote  ou aussi appelé microflore intestinal est un écosysteme complexe
d’un grand nombre de micro-organismes. On estime 400 espéces bactériennes
différentes avec 10 a 10 micro-organismes c’est-a-dire 2 a 10 fois plus que le
nombre de cellules qui constituent notre corps et pour un poids de 2 Kkilos présentes
tous le long du tractus digestif, Chaque individu a une flore spécifique et stable mais
il n’est pas le méme aux ages extrémes de la vie (Abdessamad et al., 2014).

L’environnement  gastro-intestinal comprend trois régions principales qui offrent
des conditions trés différentes pour la survie des différent microorganismes. Dans le
premier compartiment, 1’estomac, la prolifération microbienne est fortement réduite
a cause de la présence de l'oxygéne apportée par une forte acidité ; donc I’estomac
héberge selectivement les microorganismes acidotolérants et anaérobie facultatifs
comme les lactobacilles et streptocoques. Dans le deuxiéme compartiment, l’intestin
gréle, il y a une variation quantitative et qualitative des microorganismes et une
diminution progressive des bactéries  aérobies au profit des bactéries anaérobies
strictes tels que les bifidobacteries. Dans le dernier compartiment qui est le cdélon, il
y a une augmentation importante de la population microbienne essentiellement
anaérobie (Rastall .,2004 ,BULMS et al .,1999 Gournier et al ., 1999 ).

Ce microbiote est en ¢équilibre qui s’autorégule en permanence. Cet equilibre est
sous la menace d’agressions pouvant conduire a sa rupture donc ces agressions tels
que un changement brutal d’environnement ou d’alimentation, un  déficit
immunitaire et Certains médicaments en premier lieu les antibiotiques et les
infections virales, parasitaires ou bactériennes comme les infections causées par la
bactérie E.coli (5) .Selon la FAO et le WHO 2001, E.coli est une bactéric que I’on
trouve dans le tube digestif de 1’étre humain et des animaux a sang chaud. La plupart
des souches d’E.coli sont inoffensives mais certaines sont pathogénes peuvent
provoquer des maladies graves d’origine alimentaire et la transmission de cette
bactérie a I’homme passe par I’ingestion des aliments contaminés comme les
viandes hachées cru ou mal cuit, du lait cru...etc. Donc tous ces agressions
provoquent La dysbiose qui est associé a des conséquences néfastes pour I’hdte tels
que l’obésité, diabete, et les cancers digestifs (Philippe Marteau et Joél Doré
,2017) .

La dysbiose pourrait étre soignées par une alimentation contenant des fibres
alimentaires d’origine végeétale comme les cannelles, les amandes et son du blé riche
en prébiotiques. Les prébiotique sont des composants alimentaires naturels
indigestibles, généralement sont des oligosaccharides comme la cellulose, le lactose,
des galacto-oligosaccharides, et surtout [linuline. Qui contribue a la prolifération et
au maintien des probiotiques (Gibson et Roberfroid .,1995).Comme les bactéries
lactique ; ces derniers sont un groupe de bactéries hétérogéne produisant de l'acide
lactique comme produit principal du métabolisme .Actuellement, les bactéries
lactiques regroupent treize genres bactériens différents qui sont Lactobacillus,



Bifidobacterium, Leuconostoc, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Carnobacterium, Oenococcus, Weissella, Aerococcus,
Tetragenococcus et Vagococcus ,elles colonisent de nombreux produits alimentaires
comme la viande, les végétaux et les céréales et en premier lieu les produits laitiers
(Stiles et Holzapfel .,1997).En effet un rapport de la FAO et le WHO 2001 décrit
que ces probiotiques y compris les bactéries lactiques; lorsqu'ils sont ingérés en
quantité suffisante exerceraient un effet bénéfique sur la santé et donc conduisant a
une plus grande longévité dans le but de guérison de dysbiose via la consommation
des produits alimentaires contiennent des bactéries lactique tel que le laits fermentés.
Ainsi le but de notre travail consiste a d’évaluer I’activité prébiotique de son de blé
a travers I’évaluation de son effet stimulateur sur S.thermophilus et inhibiteur sur
E.coli.
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Chapitre | : Matériel et Méthodes

1.1 Objectif
L’objectif de ce travail c’est I’évaluation de I’action sélective d’une fibre

alimentaire (son du blé) sur le développement de deux bactéries; probiotique
(S.thermophilus) et pathogene (E.coli).

1.2 Lieu et durée de travail

Notre étude a été effectuée au niveau de laboratoire de microbiologie de la
faculté des sciences de la nature et de la vie « Université lbn Khaldoun
TIARET ». Dans une période allant de 07 février a 23 Mai 2017.

1.3 Matériel et méthodes
1.3.1 matiére premiére et souches microbiennes

1.3.2 Substrat végétal : Son de blé acheté du marché.

Figure 01 : Photo représentative la poudre de son de blé apres la préparation.

1.3.2 Souches bactériennes

Streptococcus thermophilus
Escherichia coli

Le tableau suivant représente les différents matériel et produits de laboratoire
utilisé.


http://cuisiner.journaldesfemmes.com/s/Son%20de%20bl%E9%20achet%E9%20du%20march%E9?

Chapitre | : Matériel et Méthodes

Tableau 01 : Matériel de laboratoire utilisés

Matériel de routine Milieux de culture | Réactifs et autre Appareillage
-Béchers -Bouillon et gélose | -Violetde gentiane | -Autoclave
-Eprouvettes M17 (avec et sans -Fuschine -Agitateur magnétique a

-Pipettes pasteur lactose) -Lugol plaque chauffante
-Micropipette -Gélose MH -Alcool -Spectrophotométre
-Flacons -Bouillon Nutritif -L’eau distillée -Balance
-Boites de pétri -pH metre
- Cuves -Microscope optique
-Tubes a essai -Etuve
-Pissette -Broyeur électrique
-Lame et Lamelles -Tamiseur
-Bec benzene
-Thermomeétre
1.4 Meéthodes
1.4.1 protocole expérimental
Les différentes  étapes de  I’expérimentation sont résumées  dans

I’organigramme suivant :

________




Son de blé

\ 4

Broyage
électrique

\ 4

Tamisage

\ 4

Préparation des
milieux de culture
(Incorporation de

0.5- 1- 1.5% de son
de blé)

Chapitre | : Matériel et Méthodes

Streptococcus thermophilus

Escherichia coli

Examen macroscopique

Examen microscopique

Repiquage

(Ensemencement sur les boites pétri et tubes a essai)

Préparation des aliquotes et standardisation (DO:
0.08 sur I’échelle 0.5 Macfarlane pour les deux
souches bactériennes)

A\ 4

(Ensemencement 100l de chaque inoculum bactérien sur boite pétri)

Evaluation de I’effet prébiotique de son du blé

Figure 02 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental.

________




Chapitre | : Matériel et Méthodes

1.4.2 Préparation des cultures
Les souches (S.thermophilus et E.coli) ont été ensemencées dans des
bouillons et géloses (M17 et MH) et incubées a (44°C et 37°C) pendant 24
et 48 heures d’incubation et puis les conserver a 4°C.
Un examen macro et microscopique ont été réalisés afin de confirmer la
pureté des deux souches.

1.4.3 Préparation de poudre de son de blé

Le son du blé a été broyé a laide d’un broyeur électrique ; le substrat
obtenu aprés le broyage subit un tamisage par un tamis de 250um du
diametre.

1.4.4 Préparation de I’inoculum

La préparation de I'inoculum a été faite en adoptant le protocole de Das et
al.,2010.
Une suspension bactérienne est ajustée a 107 sur I’échelle 0.5 Macfarland
selon les étapes suivantes :
- Préparation des suspensions bactériennes sur bouillon approprié a partir
d’une culture jeune de 24h et 48h d’incubation.
- Dilution de chaque suspension dans méme bouillon.
- Lecture de DO a une longueur d’onde de 574 nm
- Dilution ou concentration de la suspension jusqu’a arriver a une DO de
0.08 soit 107 germes/ml.

1.4.5 Etude de I’effet prébiotique de son de blé vis-a-vis de S.thermophilus

et E.coli
L’¢tude de leffet prébiotique de son de blé a été faite selon le protocole de

Ben salah et al.,2021.Un enrichissement des milieux de culture (M17 pour
S.thermophilus et Muller Hinton pour E.coli). A été réalisé avec différentes
concentrations de son de blé (0.5g/l, 1g/l, 1.5g/l). Les milieux sont ensuite
inoculés par 10pl d’un inoculum de 107 pour les deux souches. Apres
décantation, les cultures sont incubées a 44°C et 37°C respectivement pour
S.thermophilus et E.coli pendant 24h et 48h d’incubation.

________
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Chapitre 11 : Résultats et discussion

1.1 Résultats de confirmation des deux souches

Les caractéristigues macro et
figures N2 et N°3 et les tableaux N°3 et N°4.

microscopiques sont illustrés dans

Tableau 02 : Les caractéres macro et microscopique d’E.coli.

Caracteres

E.coli

caractéres macroscopiques

Des colonies de couleur blanche
de taille variable, de surface lise
plus au moins plat.

caracteres microscopiques

Des bacilles en forme des
batonnets de G-

Figure 3 : Photo représentative le caractere macro et microscopique d’E.coli

(Objectif 6X100).

-

—_——-—




Chapitre 11 : Résultats et discussion

Tableau 03 : Les caractéres macro et microscopique de S.thermophilus

Caractéres S.thermophilus
caracteres macroscopiques Des  colonies de  couleur
blanche de taille variable, de
surface lisse plus au moins
bombée et de conteur
réguliére.

caracteres microscopiques Des coques arrondies, formant
des chaines, G*

Figure 04 : Photo représentative le caractére macro et microscopique de
S.thermophilus (Objectif 6X100).
11.2 Effet prébiotique du son de blé sur la croissance de S.thermophilus et E.coli
11.2.1 Effet sur la croissance de S.thermophilus

Nos résultats indiquent une croissance de S.thermophilus en présence
de 0.5%, 1% et 1.5% de son du blé plus remarquable par rapport au
témoin (figure : N° 4,5, 6,7).

________



Chapitre 11 : Résultats et discussion

Figure 05 : Photo représentative le développement de S.thermophilus dans un

milieu (M17) en absence le son de blé.

Figure 06 : Photo représentative le développement de S.thermophilus dans un

milieu modifiée (M17) par 0.5% de son de blé.

________



Chapitre 11 : Résultats et discussion

Figure 07: Photo représentative le développement de S.thermophilus dans un

milieu modifiée (M17) par 1% de son de blé.

Figure 08: Photo représentative le développement de S.thermophilus dans un milieu

modifiée (M17) par 1.5% de son de blé.



Chapitre 11 : Résultats et discussion

Le développement de S.thermophilus en présence de son du blé est
extrusive a différents concentrations (0.5%, 1%, 1.5%) et plus notable que le
témoin, ceci peut indiquer [Ieffet stimulateur de son de blé vis-a-vis
S.thermophilus.

Nos résultats concordent avec ceux obtenus par Abdessamad et al.,2014 et
Soumia et al.,2016; qui ont montré que les fibres alimentaire pourraient
stimuler  notablement le  développement des  probiotiques 'y  compris
S.thermophilus.

L’effet stimulateur de son de blé est attribué a sa teneur en fibres alimentaires
par 42.72g pour 100g de son de blé.

11.2.2 Effet sur la croissance d’E.coli

Nos résultats ont révélé qu'il ya une prolifération d’E.coli en
présence des différentes concentrations de son du blé (0.5%, 1%, 1.5%) par
rapport au témoin (figure : N° 8, 9, 10,11). Ce qui indique que le son de blé
n’a aucun effet sur le développement d’E.coli .

Figure 09 : Photo représentative le développement d’E.coli dans un milieu (MH)

en absence le son de blé.

________



Chapitre 11 : Résultats et discussion

Figure 10 : Photo représentative le développement d’E.coli dans un milieu

modifiée (MH) par 0.5% de son de blé.

Figure 11 : Photo représentative le développement d’E.coli dans un milieu

modifiee (MH) par 1% de son de blé.

________



Chapitre 11 : Résultats et discussion

Figurel2 : Photo représentative le développement d’E.coli dans un milieu
modifiée (MH) par 1.5 de son de blé.

Abdessamad et al., 2014 ; ont trouvé que les polysaccharides de son de blé ont
inhibe notablement la croissance des germes pathogéne, cette contradiction peut
étre attribué a la concentration de son de blé testé dans notre étude et la taille de
I’inoculum.

________



Conclusion et Perspectives

A ce jour, I’idée d’améliorer la santé par la manipulation de la microflore
intestinale est largement admise par la communauteé scientifique

A partir de cette idée il y a plusieurs notions sur 1’équilibre de microflore intestinal
ont été proposees

La premiere notion est basée sur les microorganismes vivants bénéfiques
(probiotiques). Qui grace a leur résistance a la digestion, ils peuvent activer le
métabolisme.

La deuxiéme consiste a administrer des substrats non digestibles (prébiotique) et
atteint le gros intestin afin d’influencer la croissance des bactéries bénéfiques et
favoriser leur métabolisme.

La troisieme est apparue récemment, c’est 1’incorporation des probiotiques en
combinaison avec des prébiotiques. pour avoir un effet symbiotique.

Notre étude concernait 1’évaluation de D’activité des prébiotiques sur deux souches
bactériennes  S.thermophilus et E.coli en présence de différentes concentrations de
son de blé.

L’étude a montré que le son du blé a un effet stimulateur sur la croissance de
S.thermophilus donc on peut supposer que le son du blé peut étre requis pour
améliorer I’activité des germes probiotiques Par contre aucun effet a été noté vis-a-
vis d’E.coli

Le travail que nous avons effectué est une étude préliminaire, il doit étre validé et
approfondie en envisagement :

- L’effet de son de blé a des concentrations plus élevées.

- Variation de la taille de I’'inoculum afin d’étudier son impact sur [Deffet
stimulateur et antimicrobien de son de blé.

- Optimisation de la technique d’évaluation de [D’effet prébiotique de son de

blé.

Etudier le profil prébiotique des différents polysaccharides et constituants.


http://www.synonymo.fr/synonyme/administrer
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Annexes



ANNEXE 1 : Définitions

1.1 Schéma simplifié

représente les

I’homme et leurs microflores

Duodénum: Secrétions
pancréatiques et biliaires.
mucus, faible Os.
Microflore: 103-10% cfu'g
Bacweroides

Candida albicans
Lactobaciiius

Streprococcus

Colon: Anaérobiose,
motricité, enzvmes
bactériennes, acides gras
volatiles, ammoniaque. ..
Microflore: 10%-10 cfu'g
Bacreroides

Bifidobacrerium
Clostridium
Enterococcus
Eubacterium
Fusobacierium
Pepirostreptococcus
Ruminococcus
Streprococcus

(Esophage : mucus, péristaltisme.
Seuls les microorganismes provenant
des aliments ou de la cavité orale sont

présents

compartiments

de [l’appareil digestif de

Estomac: pH acide (HCI). O
enzvmes (pepsines, lipases...),
mucus.

Microflore: 10% cfu'g

Candida albicans
Helicobacter pylori

Lactobaciiius

Streptococcus

Jéjunum: Secrétions pancréatiques
et biliaires, mucus, péristaltisme.
Microflore: 10%-107 cfu'g
Bacweroides

Candida albicans

Lactobacilius

Streplococcus

Iléon : Anaérobiose, sels
biliaires, enzvmes.
Microflore : 107-10% cfu'g

Clostridium
Enterobacteriacen
Enterococcus
Lactobacilius

Veilionella

Figure 13 : la microflore de 1’appareil digestive de I’homme (Ouwehand et al., 2003)

1.2 Probiotiques

Ce sont des bactéries lactiques (bifidobacteries, lactobacilles, lactocoques) ou levures
(saccharomycetes), non pathogénes, et non toxiques qui, lorsqu’ils sont administrés en
quantité adéquate, ont des effets bénéfiques sur la santé de ’hote en améliorant I’équilibre de
sa flore intestinale. (Desmond et al 2005, Stiles et Holzapfel (1997)

1.3 Prébiotiques

Ce sont des substances alimentaires résistantes a la digestion et favorisent la

croissance des bactéries

intestinales

qui  induisent

un effet

bénéfique sur le

microbiote intestinal et 1’héte. Exemples de prébiotiques, des oligosaccharides, des
oligofructoses, des fructo-oligosaccharides et I’inuline. (Desmond et al., 2005) .

1.4 Son de blé :

Le son de blé est un sous produit du blé constitue essentiellement par les fibres par 42.72g et riche
en Protéines 15.55 g Lipides 4.25 g Glucides 64.51 g c¢’est pour 100g du son de blé.

(LaNutrition.fr)

Le son de blé est un sous-produit des meuneries et est considéré comme une source riche de
fibres alimentaires. L’arabinoxylane est le polysaccharide majeur suivi de I’amidon et de la
cellulose.( Nandini, C.D et Salimath)


https://www.lanutrition.fr/son-de-ble#proteines
https://www.lanutrition.fr/son-de-ble#lipides
https://www.lanutrition.fr/son-de-ble#glucides

ANNEXE 2 : Préparation des milieux de culture

2.1 Preparation le bouillon du M17
(M17= 37g/l)

Pour la préparation du 300ml du bouillon
379 ———» 1000ml
Xg——  » 300ml

37x300
X=
1000
X=11.1g

- on a pese 11.1 g de poudre du M17 puis mélangé au volume d’eau du
300ml.

- on a homogénéisé le mélange a Tl'aide d’un agitateur magnétique
chauffant pendant 3min.

- le milieu est distribué dans des flacons en vue d'étre stérilise.

- Lastérilisation du milieu se fait par autoclavage de 15-20min a 120C°.

2.2 Preparation la gélose du M17
(M17=55q)
Pour la préparation du 300ml du gélose

559 — » 1000ml
X g— 300ml

X=16.5¢

- on a pese 16.5 g de poudre du M17 puis mélangé au volume d’eau du
300ml.

- on a homogénéisée le mélange a laide d’un agitateur magnétique
chauffant (150C°) pendant 7min.

- le milieu est distribué dans des flacons en vue d'étre stérilise.

La stérilisation du milieu se fait par autoclavage de 15-20min a 121C°



ANNEXE 3 : Principe de Coloration de Gram

Cette technique a été mise au point en 1884 par Hans Christian Gram, La
coloration de Gram est une méthode de coloration la plus utilisee en
bactériologie; elle permet de colorer les bactéries et de les distinguer a
l'examen direct par leur aptitude a fixer le violet de gentiane (Gram +) ou la
fuschine (Gram -). L'intérét de cette coloration est de donner une information
rapide, Cette coloration de Gram se réalise en 7 étapes:

On agite la suspension afin de I'homogéneiser et d'éviter davoir un culot au
fond du tube. Avec laide d'une anse que l'on aura préalablement stérilisé (en le
passant sous le bec benzéne), on préleve un peu de la solution bactérienne en
plongeant le fil de platine de I’anse dans le tube a essai.

On dépose ensuite ce prélevement au milieu de la lame en faisant des rotations jusqu'a
séchage.

On proceéde a la fixation du frottis soit avec de I'éthanol & 90° (5 minutes) puis on
enflamme la lame ouon passe directement 3 fois la lame dans la flamme du bec
benzene.

La lame est plongée pendant 2 & 3 minutes (en fonction de la concentration) dans la
coloration au violet de gentiane. Toutes les bactéries sont colorées en violet puis rincer a
l'eau déminéralisée.

Etaler le lugol et laisser agir 20 secondes; Rincer a l'eau déminéralisée. Cette
étape permet de stabiliser la coloration violette.

Verser goutte a goutte lalcool sur la lame inclinée obliquement. Surveiller la
décoloration (5 a 10 secondes). Le filet doit étre clair a la fin de Ila
décoloration. Rincer sous un filet d'eau déminéralisée. L'alcool pénetre dans la
bactérie. La coloration au violet de Gentiane disparait. Les bactéries décolorées
sont des bactéries Gram-. Si lalcool ne traverse pas la paroi, on est en présence
de bactéries Gram+.

Laisser agir de 30 secondes a 1 minute. Laver doucement a I'eau déminéralisée.

Sécher la lame sur flamme du bec benzéne. Les bactéries Gram- sont colorées
en rose ( David H et al.,1994).


http://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-bacterie-101/
http://www.futura-sciences.com/sante/definitions/nutrition-gentiane-15786/

Résume

Le terme de prébiotiques désigne des additifs ou des ingrédients alimentaires non digestibles
qui affectent de facon bénéfique 1I’hdte en stimulant sélectivement la croissance et /ou
I’activité d’une ou d’un nombre limité de bactéries du colon et stimule la prolifération des
bactéries lactiques dans I’intestin pour amélioré la santé de leur hote c'est-a-dire les

prébiotiquesqui nourrissent etstimulent la croissance des probiotiques.

Pour I’étude de I’effet prébiotiques des fibres alimentaires sur la multiplication des bactéries
probiotiques (Streptococcus thermophilus) et les bactéries pathogénes (Escherichia
coli).Nous avons évalué la croissance des deux bactéries dans des milieux qui contiennent des

différentes concentrations de son de blé (5g/l ,10g/l, 15g/1).

En conclure que le son de blé est stimulée la multiplication bactérienne de S.trhermophilus
et E.coli c'est-a-dire il ya une relation positive entre la concentration du son de blé et la

prolifération bactérienne.

Les mots clé :prébiotiques, probiotiques,Streptococcus thermophilus,Escherichia coli,son de
blé.
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