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Résumé

A la lumiére de I’effet considérable que les plantes ont sur la santé, La thématique de recherche innovatrice
proposée pourrait offrir une solution au probléme de la santé intestinale a travers le développement des stratégies
naturelles sélectives permettant 1’amélioration des activités physiologiques des germes bénéfiques d’intérét
probiotique, cas des bactéries lactiques. Nous avons dans la logique que ’enrichissement des cultures de bactéries
lactiques par des extraits du végétal, pourrait permettre a ces microorganismes de garantir leur viabilité au cours du
passage a travers le tractus gastro-intestinal et d’acquérir des caractéristiques recommandées pour une bonne activité
physiologique des probiotiques. Nous étions intéressés a I'évaluation de I'effet prébiotique de I'extrait
polyphénolique du fenugrec sur la croissance, I’adhésion et la formation de biofilm total de deux bactéries lactiques
d’intérét probiotiques. L’extraction aqueuse était meilleure, elle permet d’obtenir le meilleur rendement d’extraction
et la plus grande teneur en polyphénols et flavonoides (910,957 mg equivalent d’acide gallique (EAG)/ ml d'extrait
et 225,868 mg equivalent de quercitine (EQ)/ml d’extrait respectivement). Cet extrait a montré une activité
prébiotique importante (sur la croissance, I’adhésion, la perméabilité et le biofilm total) a des concentrations de 0.8
et 0.09 de respectivement pour Streptococcus thermophilus et Enterococcus durans. Les résultats générés laissent
suggeérer que cette stratégie innovante pourra avoir une incidence  sur I’amélioration de la valeur des probiotiques

et leur propension a s’organiser en biofilm et donc a coloniser ainsi la surface épithéliale.
Mots clés : Probiotique- Biofilm — Bactéries lactique
Abstract

In light of the considerable effect that plants have on health, the proposed innovative research theme offers a
solution to the problem of intestinal health through the development of selective natural strategies to improve the
physiological activities of beneficial germs with probiotic interest, such as lactic acid bacteria. We have in the logic
that the enrichment of lactic acid bacteria cultures with plant extracts, in the case of polyphenolic extracts, could
allow these microorganisms to guarantee their viability during the passage through the gastrointestinal tract and to
acquire characteristics recommended for a good probiotic physiological activity. We were interested in evaluating the
prebiotic effect of the extract from fenugreek on the growth, adhesion and total biofilm formation of two lactic acid

bacteria with probiotic interest.

The extraction occurred by water as solvent was better, it allows obtaining the best extraction efficiency and the
highest content of polyphenols and flavonoids (910.957 mg EAG / ml extract and 225.868 mg EQ/mI extract
respectively). This extract showed significant prebiotic activity (on bacterial growth, adhesion and total biofilm) at
concentrations of 0.8and 0.09 respectively for Streptococcus thermophilus and Enterococcus durans. The results
generated suggest that this innovative strategy may have an impact on improving the value of probiotics and their

propension to organize themselves into biofilm and thus colonize the epithelial surface.

Key words: Porobiotic- Biofilm- Lactic acid bacteria
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Les bactéries lactiques sont ubiquistes et on les trouve dans différentes niches écologiques
comme le lait et les produits laitiers, les végétaux, la viande, le poisson, les muqueuses humaines
et animales et dans le tractus digestif. En phylogénétique, elles appartiennent & la branche
clostridiale des bactéries Gram (+), avec C+G% inférieur a 55% (Federight, 2005).

De point de vue technologique, les bactéries lactiques utilisées dans 1’alimentation sont
considérées comme une flore industrielle non pathogene, qualitativement connues comme GRAS
(Generally Regarded As Safe). Elles sont utilisées empiriquement depuis des siécles dans la
fabrication de nombreux aliments fermentés comme les produits laitiers (yaourts et fromages).

Ces bactéries interviennent également dans la fabrication des salaisons, des ensilages... etc et
dans la conservation des aliments. L’action de la flore lactique sur la conservation d’un aliment
est liée a I’abaissement du pH consécutif a la production d’acide lactique. Les bactéries lactiques
peuvent aussi produire de nombreux agents anti-bactériens tels que les bactériocines qui
contribuent a inhiber la croissance de flores indésirables. Enfin elles ont une action déterminante
sur les qualités organoleptiques des produits fermentés (texture et ardbme par exemple) (Roual et
Orthier ,2001).

Sur le plan sanitaire et pharmaceutique, les bactéries lactiques sont reconnues pour [’effet
bénéfique de leur présence dans la production de nombreux produits alimentaire depuis de
nombreuses années. Il a été suggéré que les effets bénéfiques sur la santé humaine des laits
fermentés pourraient étre attribuables a certains composants de la paroi cellulaire des bactéries, en
particulier aux exopolysaccharides (EPS) et la production des agents antimicrobiens et
modulateurs du systeme immunitaire. Dés lors, outre leurs propriétés technologiques dans la
production agroalimentaire, ces bactéries sont aujourd’hui associées aux propriétés
physiologiques diverses ; probiotiques, antitumuroales, anti-cholestérol, anti-inflammatoire,
antioxydante, immuno- modulatrice, antibiofim négatif (Lindgren et al., 1990 ; Li et al., 2014 ;
Fontana et al.,2015).

La résistance, la croissance et l'adhérence a I'épithélium intestinal influent sur le temps de
résidence et donc sur la capacité de ces germes a exercer leurs effets et fonctions dans I'intestin.

Ces trois phénomeénes sont considérés comme des critere de sélection importants pour les
souches probiotiques (Van Halbeek et al., 1994). Toutefois, les criteres d’implantation des
bactéries lactiques sont maintenant remis en question, particulierement les propriétés d’adhérence,

la notion de viabilité et de formation de biofilm total. Cependant, la capacité d’établir le biofilm
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est plus accrue chez les bactéries néfastes que chez les bactéries commensales, inoffensives ou
celles a intéréts biotechnologiques et sanitaire (Morikawa, 2006). Ce qui rend plus délicat le

controle des biofilms négatifs et I’exploitation des biofilms positifs.

La présente thématique propose une stratégie permettant d’augmenter les performances des
deux bactéries lactiques d’intérét probiotiques (Streptococcus thermophilus et Enterococcus
durans) par rapport aux agents microbiens pathogéne. Elle vise ’amélioration des capacités
physiologiques de ces bactéries par une stratégie naturelle, extrait polyphénolique des graines du

fenugrec, sur les attributs probiotiques des deux bactéries.
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I. 1. Notions scientifiques sur le biofilm

1.1. 1. Définition

Les biofilms sont définis comme des populations bactériennes encastrées dans des matrices
qui s’adherent les unes aux autres et/ou aux surfaces ou interfaces. Cette définition comprend les
agrégats et les flocules microbiens ainsi que les populations adhérentes dans les espaces
interstitiels des milieux poreux (Costerton et al., 1995). Bjarnsholt (2013) a défini le biofilm
comme « Une agrégation cohérente de cellules bactériennes enchassées dans une matrice, qui
est plus tolérante a la plupart des antimicrobiens et au systeme immunitaire par rapport aux
cellules bactériennes planctoniques. ». Ce mode de développement des bactéries serait le plus
répandu dans la nature (Mann et Wozniak, 2012). En effet, le biofilm conférerait aux bactéries
de nombreux avantages comme la résistance aux stress environnementaux, aux antibiotiques et

aux défenses de 1’organisme (Simoes et al., 2010).

1.1.2. Etapes de formation
Selon Stoodley et al. (2002), le biofilm passe par 5 étapes pour sa formation :

1. Création d’un film de conditionnement, ainsi que [’attachement et le transport des
cellules vers un substrat;

2. Communication cellulaire et adhésion des micro-organismes de facon réversible ;

3. Production de la matrice et évolution de 1’architecture du biofilm avec le
développement des micro-colonies primaire;

4. Maturation du biofilm avec le développement des colonies;

5. Détachement microbien ou détachement de colonies de biofilm en réponse aux
conditions hydrodynamiques (Cecilia et al,2017). La figure N°01 illustre I’ensemble de

ces etapes.
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FIGURE 01 : Etapes de formation de biofilm (Stoodley et al., 2002)

1.1.3. Biofilm et santé humaine

Mi- ange mi- démon exprime la dualité du comportement du biofilm particulierement si
I’on considere leur impact sur la santé. Prenons 1’exemple du tractus digestif.

Cote ange : les micro-organismes co-évoluent avec leur héte et jouent un rdle dans la
digestion, surtout chez les ruminants.

Coté démon: Les biofilms implantés sur la muqueuse colique sont responsables de

pathologies inflammatoires de 1’intestin et du colon (Briandet et al., 2012).
1.1.4. Caractéristique écologiques des biofilms

Les exopolysaccharides (polymeres biosynthétiques ou bio polymeres), sont considérés
comme une caractéristique principale pour les bactéries formatrices de biofilm. Le terme
"exopolysaccharides” (EPS) ou "polysaccharide exo-cellulaire” a été proposé par Sutherland
(1972) et Cerning (1994) comme appellation générale pour ce groupe de polymeres. La présence
d'exopolysaccharides associés aux cellules microbiennes cultivées sur des surfaces solides est
souvent reconnaissable de la morphologie des colonies mucoides. En milieu liquide, les cultures
productrices d’exopolysaccharides peuvent devenir tres visqueuse ou, exceptionnellement,

peuvent se solidifier sous forme de gel (Sutherland, 2003).
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L’organisation des micro-organismes dans des biofilms créent des gradients de
concentration d’accepteurs d’électrons (oxygene en particulier), de substrats, de produits et du
pH. Ainsi, des micro-environnements aerobies et anaérobies peuvent se créer conjointement, ce
qui permet le développement dans un espace trés réduit d’un trés grand nombre d’especes
bactériennes tres différentes phylogénétiqguement (Cerning, 1994)

Dans de telles microniches ou les cellules sont trés proches physiquement les unes des
autres et ou I’ADN peut étre libéré, des transferts horizontaux de génes peuvent étre facilités.

Quelques travaux ont permis de mettre en évidence des échanges de genes et de transferts
de plasmides entre cellules qui conduisent a des changements phénotypiques des micro-
organismes (Lisle and Rose, 1995).

Au sein des biofilms, il existe une autre forme de transfert d’information qui correspond a
une sorte de communication entre les cellules par I’intermédiaire de « molécules de signal » de
faibles poids moléculaire. Ces molécules correspondent a des lactones N-acyl-L-Hormoserine
(AHLs) (Stickler et al., 1998).

I.2. Données scientifiques sur le fenugrec

Le Fenugrec (Trigonella foenum-graecum L) est une plante annuelle herbacée
appartenant a la famille des Iégumineuses (Fabacées). Elle peut atteindre 40 a 60 cm de hauteur.

Il produit des gousses longues et minces qui renferment jusqu’a deux dizaines de minuscules

graines (Altuntas,2005).

IlIs sont en forme d’un disque, constitu¢ d’un embryon jaune central entouré d’une couche
cornée et relativement importante de blanc, d’endosperme semi-transparent contenant de la
gomme de galactomannane. Une enveloppe tenace et brune foncée entoure 1’endosperme
(Madhava et al., 2011) Plusieurs activités biologiques ont été attribuées aux graines du

fenugrec :

e Propriétés antioxydantes : retarder I’oxydation des lipides dans une variété des produits
alimentaires (Madhava et al., 2011) ;
e Propriétés anti-inflammatoires et hepatoprotective : Les graines de Trigonella foenum-

graecum L. agissent comme un agent protecteur contre les anomalies induites dans le foie (Oner
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et al,2008). De plus, ses graines sont utilisees pour soulager les inflammations, les rhumatismes,
les muscles endoloris (Yasoubi et al., 2011) :

e Propriétés antimicrobiennes : Les graines de Fenugrec ont des propriétés antimicrobiennes
avec un large spectre d’action. Elles agissent contre les bactéries. Elles produisent des huiles a
propriétés toxiques qui empéchent la croissance de ces bactéries (Thomas et al., 2006) ;

e Proprietés anti-tumorales : L’extrait de Fenugrec a montré qu’il pourrait améliorer la
numeération des cellules macrophages chez les rats. Lorsque ces rats ont ensuite été inoculés avec
des cellules tumorales, la croissance de ces cellules tumorales a été significativement inhibée
(Snehlata, 2011).

Ces activités biologiques ont été attribuées a la richesse de ces graines en composes

polyphénolique tel que les flavonoides et les groupes phénoligues (Subhashini, 2011).
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I1.1. Objectif du travail

L’objectif de ce travail est 1’évaluation des propriétés bioactives prébiotiques de I’extrait
des graines de fenugrec (Trigonella foenum-graecum) vis-a-vis de Streptococcus thermophilus et

Enterococcus durans.
11.2. Lieu et période du travail

Ce travail a été réalisée a partir du 10 février 2019 jusqu’au 02 mai 2019 au sein des
laboratoires pédagogiques (microbiologie, biochimie, technologie alimentaire) et le laboratoire
de recherche « valorisation et amélioration des productions animales locales » de 1’université 1bn
Khaldoun de Tiaret.

11.3. Matériel utilisé
11.3.1. Matériel végetal : graines du fenugrec

Les graines de fenugrec ont eté utilisées pour ce travail, elles ont été achetées du

marché.
11.3.2. Souches lactiques
Deux bactéries lactiques ont été utilisées :

v Streptococcus thermophilus CNRZ447 (provenance de France).
v" Enterococcus durans NCBI 53345 isolé du blé fermenté et identifié par I’ensemble des tests
biochimiques et par une empreinte moléculaire : MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser

Desorption lonisation - Time of Flight) .

11.3.3 Matériel du laboratoire

Le matériel du laboratoire utilisé lors de cette étude est récapitulé dans le tableau N°01
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Tableau N°01 : Matériel de laboratoire utilisé lors de I’expérimentation

Appareils Verreries et | Milieux de | Produits chimiques et | Autres
consommables | culture colorants
-A -Béchers -Gélose -Acide gallique poudre | -Barreaux
gitateur magnétique | -Eprouvettes Mueller - gquercitine magnétiques
- Autoclave graduées Hinton -Cristal violet a 1% -Becs Bunsen
-Balance -Erlenmeyers -Gélose et | -Eau distillee -Embouts
-Centrifugeuse - Lames bouillon -Eau oxygénée a 100% | - Filtres
-Chronometre -Pipettes M17 -Ethanol a 99% -Micro-filtre
-Conggélateur graduées -Gélose et | -Fushine -Gants
-Etuve -Pipettes Pasteur | bouillon -Lugol -Micropipettes
-Microscope optique | -Tubes a essai MRS -Méthanol a 99% -Porte tubes
—Réfrigerateur -Boites pétries -Tampon phosphate | -Poires
-Spectrophotometre -PBS -Seringues
uv-visibe -Violet de gentiane jetables stériles.
-Vortex -Glycérine -Bocaux
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11.4. Méthodes

11.4.1. Protocole expérimental

Démarches expérimentales suivies lors de cette étude sont illustrées dans la figure N°02

Bactéries

A

Fenugrec

Préparation des extraits de plante

Extraction

aqueuse

Confirmation de la pureté, préparation des

aliquotes et standardisation de 1’inoculum sur

0.5 Macfarland

Extraction

méthanolique

Analyse phytochimique
et sélection du solvant

v
Effet de I’extrait aqueux sur les atouts probiotiques des deux bactéries lactiques
Y Y v Y
( 4. Activite (3 Effet sur le ) fz Effet sur les caracteristiques (1 Test de viabilité )
antibactérienne biofilm total membranaires: (Concentration optimale
o L imulatri
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11.4.2. Partie phytochimique

11.4.2.1. Entretien des graines

Les graines du fenugrec achetées ont été nettoyees, triées et conservées par réfrigération.
11.4.2.2. Désinfection des graines

Les graines du fenugrec ont été plongées dans une solution d’eau oxygénée (H202)

pendant 10 minutes pour leur désinfection puis lavées avec de 1’eau distillée.
11.4.2.3. Préparation des extraits
- Préparation des solvants d’extraction

Deux solvants d’extraction ont été utilisés ; eau distillée et un melange méthanol/ eau

distillée.
-Extraction

Les extraits ont été préparés par macération de 50g de graines du fenugrec dans 100ml du
solvant d’extraction. Aprés 1’écoulement de la durée de macération, les macéras sont récupérés

par filtration et conserveés par réfrigération.

NB : le protocole d’extraction et les pourcentages de différentes matrices d’extraction ont été

choisis suite a une optimisation faite par Boubakeur et ses collaborateurs (données non publiées).
11.4.2.4. Dosage des polyphénols et des flavonoides
- Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux de deux extraits a été déterminée en adoptant la technique
du Folin- Ciocalteu décrite par Lister et Wilson (2001); 100ul de chaque dilution (D2, D4, D5)
sont mélangés avec 500ul d’une solution 1/10 du réactif Folin—Ciocalteu et 1000ul d’eau
distillée. Aprés 1min d’incubation a la température de laboratoire, 1500ul d’une solution de
carbonate de sodium (Naz2 COs) a 20% sont ajoutés au mélange. L’absorbance a été mesurée a

A=760nm apres incubation a la température de laboratoire pendant 2 h et a 1’abri de la lumicére.
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Les résultats sont exprimés en mg d’acide gallique (GEA)/g de I’extrait obtenu en utilisant

une courbe d’étalonnage établie par Boubakeur et al. (2016) dont I’équation est :
Y =0.856X+0.239
- Dosage des flavonoides

Le taux des flavonoides a été determiné par la technique Brighente et al. (2007); 2 ml de
chaque dilution (D2, D4, D5) sont mélangés a 2 ml d’une solution de 2%, d’AlICls. Apres
incubation a la température de laboratoire a 1’abri de la lumicre pendant 1 h, I’absorbance du
mélange a été prise a 415 nm. Les résultats sont exprimés en mg de quercitine (EQ)/g de I’extrait

obtenu selon la courbe d’étalonnage de Boubakeur et al. (2016) dont 1’équation est :
Y =14.21X+0.46

I1.5. Propriétés bioactives de I’extrait aqueux du fenugrec

11.5.1. Standardisation de I’inoculum

Avant chaque test, I’inoculum bactérien a été standardisé sur 1’échelle 0.5 MacFarland a

partir d’une culture jeune (Andrew et al., 2008). La taille de I’inoculum est variable selon le test.
11.5.2. Effet sur la viabilité en milieu liquide des souches

L’effet de I’extrait sur la viabilité des deux bactéries lactiques a été évalué selon le
protocole décrit par Boubakeur et al., (2015), une gamme de concentrations croissantes a été

testée.

Les cultures ont été incubées a une température de 42°c pendant 18 heures. Les densités
optiques ont été lues a 558 nm et converties en nombre du germe selon la corrélation de
Lambine et German (1969) : 70% de lumiére absorbée est I’équivalent de 1,5*10%germes/ml

pour les bactéries a Gram positif.
11.5.3. Effet de ’extrait sur la perméabilité membranaire

Pour tester I’effet de I’extrait sur la permeabilité bactérienne, des cultures bactériennes
de Enterococcus durans et de Streptococcus thermophilus avec et sans extrait ont été préparées

avec un inoculum de 108 et incubées & 42°C pendant 18h.
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Les cultures sont ensuite récupérées et centrifugées a 3000 rpm/20min pour récupérer le
surnageant. Apres dilution, les densités optiques (DO) ont été lue a 260 et 280nm pour quantifier
respectivement les protéines et 1’acide désoxyribonucleique (ADN) excrétés par les bactéries

dans leurs milieux.
11.5.4. Effet de ’extrait sur I’agrégation

Des cultures de Enterococcus durans et Streptococcus thermophilus, & un inoculum de
108, ont été préparées en présence de 1’extrait & des concentrations de C6 et de C2
respectivement pour S. thermophilus et E. durans, puis elles sont incubées durant 18h a une

température de 42°c.

Les tubes sont récupérés et une premiere centrifugation est réalisée a 5000g pendant

15min pour récupérer la biomasse. Cette derniére a été lavée trois fois par le PBS.

Aprés la 4éme centrifugation le culot est solubilisé dans 10 ml de PBS. Aprés
homogeénéisation, la biomasse est ajustée pour avoir un nombre de 108 sur 0.5MacFarland a

578nm pour chague suspension bactérienne.

Pour évaluer I’effet de 1’extrait sur 1’auto-agrégation, une série de tubes est remplie avec
7ml de PBS et 3ml de I’inoculum pour chaque bactérie. La densité optique a été lue apres 1,4 et
5 heures de decantation & la température de laboratoire. Les resultats sont exprimés en
pourcentage en appliquant la formule de Kos et al. (2003) :

A% = (1-Ad/A0) *100 ; soit A:: absorbance apres décantation, A : absorbance

avant décantation.

Pour I’effet de I’extrait sur la co-agrégation, une série de tube est remplie avec 2ml de
chaque suspension bactérienne pour avoir une co-culture de 4ml. Les densités optiques sont lues
apres 1, 4 et 5heures de décantation a la température de laboratoire. Les résultats sont exprimes
en pourcentage en appliquant la formule de Kos et al. (2003) :

% = [2-[(Ax+AY)] /[((Ax+y) *1) /((Ax+Ay) /2)]] *100 ; soit Ax : absorbance de
S. thermophilus, Ay : absorbance de E. durans.
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11.5.5. Effet de I’extrait sur la formation de biofilm total

L’effet de 1’extrait sur la propension des deux bactéries a s’organiser en biofilm a été
effectué en adoptant le protocole de Boubakeur et al. (2016) ; une série de culture a été

effectuée en présence de concentration croissante de 1’extrait.

Apres incubation a 42°C pendant 18h et centrifugation a 5000g/15min, les cultures ont été

récupérées et lavées trois fois avec de 1’eau distillée.

La formation du biofilm a été révélée par coloration au cristal violet (durée

d’exposition au colorant est de 15min).

Apres la prise de photo, les tubes sont décolorés par exposition a 1’acide acétique a
30% pendant 15min. Les résultats ont été exprimés en densités optiques qui ont été prise a 578

nm.
11.5.6. Effet de ’extrait sur le pouvoir antibactérien des bactéries lactique

L’effet antibactérien des deux bactéries lactiques a été déterminé en présence de 1’extrait
selon le protocole de Das et al. (2010) ; des cultures jeunes de probiotiques (S.thermophilus et E.
durans) et pathogénes (S. aureus et E. coli) ont été préparées en présence de 1’extrait et incubées
a 37°C pendant 18h.

Aprés incubation, le surnageant de chaque bactérie probiotique a été récupéré par

centrifugation a 15000g/10min a 4°C et traité a la catalase pour supprimer 1’effet de 1’'H2Oo.

L’interaction entre le surnageant des probiotiques, traité ou non a la catalase, avec les
bactéries pathogeénes a été faite selon deux méthodes : spots et disques ; 0.5ml de I’inoculum de
chaque bactérie pathogene en culture pure sont étalés sur la gélose Muller Hinton, aprés 10

minutes 1’excés de la suspension a été jeté.

Pour la méthode des spots 10l du surnageant des deux souches bénéfiques sont déposeés.

Alors que pour la méthode des disques ; des disques contenant 35l du surnageant sont deposes.

Les cultures sont ensuite incubées a 37°C/18h. Les résultats ont été exprimés en

pourcentage d’inhibition en utilisant la formule de Marzouk et al. (2012) :
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e Coefficient d’inhibition (1%) =(Dz/Dsoite) *100 ; D, : diamétre de la zone
d’inhibition, D : diametre de la boite utilisée.
e Activite du germe (A%)=100-I
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Chapitre III: RESULTATS ET DISCUSSIONS

I11. Résultat
I11.1. Partie phytochimique

Le fenugrec (Trigonella foenum-graecum L.) est une riche plante herbacée annuelle bien
connue qui est largement répandue dans le monde entier, et tres largement consommeé sous forme
de graines ou macérat pour ses caractéristiques hypoglycémiques et hypercholestérolémiques
évidentes. Cette matrice végétale est le support d’importantes biomolécules fonctionnelles, cas

des polyphénols. Cependant, le procédé d’extraction reste un facteur déterminant de cette riche.

L’extraction des composes phénoliques, qui a été réalisée en utilisant deux solvants : eau
distillée et mélange méthanol/eau distillée, a montré que le solvant d’extraction a un effet
hautement significatif (comparaison interne par test posthoc : Sig=0.377F5) sur les teneurs en
composés phénoliques; I’extraction aqueuse permet d’obtenir les meilleures teneurs en
polyphénols, soit 910,957 mg d’EAG/ml d’extrait et 225,868 respectivement pour les
polyphénols et les flavonoides (FIGURE 03).
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m Extrait méthanolique

Polyphenols Flavonoides

FIGURE N°03: Teneurs en polyphénols et en flavonoides des extraits du fenugrec

Cette richesse en composés phénoliques est justifiée par plusieurs travaux, ainsi Li et al.
(2018) ont montré que les graines du fenugrec sont une source de polyphénols (stilebénes) a

16



Chapitre III: RESULTATS ET DISCUSSIONS

activités biologique importante. Muhson et Mashkor (2014) ont montré que la teneur des

extraits des graines du fenugrec est fortement influencée par le solvant d’extraction.

Norziah et al. (2015) affirment que l'utilisation d'eau comme solvant d'extraction est
plus souhaitable que l'utilisation de solvants organiques en raison de ses caractéristiques
écologiques et non toxiques et que d’apres leur résultat il est évident que I'eau est un bon solvant
pour extraire une quantité non négligeable de composés phénoliques et flavonoides a partir de

graines de fenugrec germées.

I11.2. Activité prébiotique de I’extrait aqueux du fenugrec

Les bienfaits-santé et les propriétés médicinales des produits alimentaires a base de
plantes sont connus depuis l'antiquité. Le fenugrec est une épice de graines utilisée pour
améliorer la saveur, la couleur et la texture des aliments, elle est utilisée a des fins médicinales
dans plusieurs systémes traditionnels. Un certain nombre d'études épidémiologiques et de
recherches en laboratoire ont mis en évidence l'action biologique du fenugrec (Yadav et
Baquer, 2014).

111.3. Effet sur la croissance des bactéries lactiques

La figure N°04 montre I’effet des différentes concentrations de I’extrait aqueux de
fenugrec sur le développent des deux souches Enterococcus durans et Streptococcus
thermophilus en milieu liquide. La croissance des deux souches a été améliorée significativement
a ces différentes concentrations (C6 - S. thermophilus Sig= 0,0080687 C2- E. durans Sig=
0,0147149), la meilleure croissance a été enregistrée a une concentration de C6 pour S.

thermophilus et de 22,22mg/ml pour E. durans.
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FIGURE N°04: Croissance d’Enterococcus durans et streptococcus thermophilus en présence
de I’extrait aqueux de fenugrec

Plusieurs travaux ont discuté 1’effet stimulateur des composés phénoliques purs et en extraits
sur les bactéries lactiques. Dans leurs études, Alberto et al. (2007) ont démontré la capacité des
bactéries lactiques a modifier la concentration des polyphenols dans les milieux de culture, ils
confirment que la variabilité d’effet des composés phénoliques sur la croissance bactérienne
observée chez différentes especes et souches de bactéries lactiques est liée a la physiologie de la

bactérie elle-méme et sa capacité de métabolisation des polyphénols.

De leur part Boubakeur et al. (2015, 2016, 2018) ont montré 1’action prébiotique intéressante

des polyphénols sur la croissance des bactéries lactiques in vitro et in vivo.

L’effet positif des extraits de plante sur la croissance des bactéries lactiques est attribué a leur
richesse en polyphénols. Ainsi Alberto et al (2007) ont montré que les polyphénols sont utilisés
comme substrats permettant 1’ajustement du pH et le maintien de 1’équilibre osmotique pendant
la fermentation microbienne. Khalil et al. (2010) et Borge et al. (2013) ont montré que les
polyphénols, cas d’acide gallique, peuvent affecter le métabolisme bactérien ; ils s’adsorbent a la
surface bactérienne, diffuse passivement dans le cytoplasme et forme des complexes solubles

avec les protéines.
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D’autre biomolécules peuvent étre aussi impliquées. Malago et al (2011) ont montré que
nombreuses plantes comestibles contiennent des fibres alimentaires jouant un réle prébiotique, la

plupart de ces fibres sont détectés dans des extraits aqueux de matiere premiere végétales.

I11.4. Perméabilité membranaire

L’établissement du quorum sensing est une étape primordiale pour déclencher le
processus de la formation de biofilm chez les bactéries. Certaines voies de détection du quorum
nécessitent la diffusion passive des molécules de signalisation a travers les membranes
cellulaires, cette diffusion est fortement influencée par la perméabilité membranaire (Fitzgerald
et al., 2018).

Le tableau N°02 repréesente les résultats de 1’effet de 1’extrait aqueux du fenugrec sur la
perméabilité membranaire. Ces résultats montrent que la perméabilité membranaire des protéines
chez la souche Enterococcus durans est trés importante 85.42% par rapport a la perméabilité
membranaire de la souche Streptococcus thermophilus ce qui explique sa forte capacité de
s’organiser en biofilm. Kamaraju et al. (2011) ont montré que la sécrétion de petites molécules
autoréducteurs (Al-1: N-(3-oxodecanoyl) -L-homoserine lactone) a forte concentration est la
conséquence d’une bonne perméabilité membranaire par rapport aux protéines, ces auto-
inducteurs de nature protéique sont tres essentielles pour le phénomene de la communication
cellulaire chez les bactéries.

Cependant la perméabilité membranaire de I’ADN des deux souches est trés faible voir
négligeable chez les deux souches, ¢a peut expliquer ’effet protecteur des polyphénols sur

’altération de la membrane chez les bactéries lactiques.

Tableau N°02: Résultats de perméabilité membranaire

Perméabilité des protéines Perméabilité de I’ADN
E. durans 85.42%+2.95% (-------- ) trace
S.thermophilus 4.86%+1% (-------- ) trace

L’effet des polyphénols sur la perméabilité membranaire n’a pas été élucidé clairement. Par
contre plusieurs travaux ont signalé la forte relation entre la perméabilité et la communication
cellulaire (Hegde et al., 2011 ; Kamaraju et al., 2011 ; Yap et al., 2013).
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Toutefois un traitement physique sublétal, tel qu'une sonication, ou chimique, traitement au
lysozyme, est recommandé pour augmenter la perméabilité de la membrane cellulaire des
bactéries probiotiques et donc maximiser la libération de la concentration de Al-1 (Hor et al.,
2014).

111.5. Effet sur ’agrégation

L’agrégation des souches microbiennes entre elles est une étape essentielle qui
conditionne la formation de biofilm (Kos et al., 2003 ; Thomas et al. ,2018), pour une meilleure
adhesion aux cellules épithéliale intestinales, une auto-agrégation est nécessaire (del Re et al,
2005).). Les deux souches lactiques S. thermophilus et E. durans regroupées en chainette, sont
reconnues pour leurs capacités agrégatives (Tuncer et Tuncer, 2014 ; Sesal et Kekeg , 2014).
Sous I’effet de I’extrait du fenugrec, I’amélioration de 1’autoagrégation de E. durans est plus
notable chez E. durans (FIGURE N°05) ou une autoagrégation considérable (Sig= 0,02085077) a
été observée vers 4h de décantation 63.78% vs 41.4%. Cependant, S. thermophilus a perdu
certaines capacités d’autoagrégation en présence de 1’extrait, 45.50% vs 59.08% aprés cing
heures de décantation, une perte significative aprés 4heures (Sig= 0,00074677) (FIGURE N°06).
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FIGURE N°05 : Résultats d’agrégation de la souche Enterococcus durans en présence de
I’extrait aqueux
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FIGURE N°06 : Résultats d’agrégation de Streptococcus thermophilus en présence de 1’extrait
agueux

Ces résultats ne concordent pas avec les travaux de Boubakeur et al., (2016) qui ont montré
que D’extrait méthanolique de Thymus fontanesii a un effet positif considérable sur 1’auto
agrégation. Cette différence d’effet pourrait étre expliquée par la différence de la partie végétale
utilisée pour la préparation de 1’extrait et donc les concentrations en polyphénols de ces derniers.
Par nos résultats sont accord avec ceux obtenus par la méme équipe en utilisant 1’acide gallique
pur, ces résultats indiquent que 1’effet de 1’acide gallique sur I’agrégation reste variable selon la
fermeté de la paroi cellulaire des différentes bactéries lactiques (données non publiées). Les
travaux de Cho et al. (2010) rapportaient aussi ’effet des polyphénols de 1’extrait de thé sur la
capacité d’agrégation bactérienne, ils ont indiqué que la résistance des parois des Gram + a la
modification de ses propriétés physicochimiques sous 1’effet des polyphénols est a I’origine de
stabilité de son agrégation.

La co-agrégation des deux souches a ét¢ améliorée en présence de 1’extrait, le meilleur
taux est enregistre apres 5 heures de décantation (Sig= 0,0004768) (FIGURE 07). Ces résultats sont
en accord avec les travaux de kos et al. (2003) et Boubakeur et al. (2016) qui ont noté une
augmentation considérable de la coagrégation entre les bactéries lactiques en présence de ’acide

gallique et I’extrait polyphénolique de Thymus fontanesii respectivement.
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FIGURE N°07 Co-agrégation mixte des deux souches Streptococcus thermophilus et
Enterococcus durans en présence et en absence (témoin) de I’extrait aqueux

111.6. Biofilm

La formation des biofilms part du principe que les matrices bactériennes s’adhérent les
unes aux autres aux surfaces ou interfaces (Costerton et al., 1995), cette formation est une étape

clé de la colonisation des supports par les micro-organismes (Pratt et Kolter,1998).

La FIGURE N°08 illustre I’effet des différentes concentrations en extrait aqueux de
fenugrec sur la formation de biofilm des deux souches Enterococcus durans et Streptococcus
thermophilus en milieu liquide. Ces résultats montrent que ’extrait a exercé un effet négatif
apparent sur la formation de biofilm total chez les deux bactéries, une réduction significative a
été notée (S. thermophilus-C6 Sig=0,00502525 ; E. durans- C2 Sig= 0,00426993).

Cet effet peut étre expliqué par la faible production des exopolysaccharides en présence de
I’extrait, ces polysaccharides sont des constituants essentiels et majeur du biofilm bactérien
(Tremblay et al., 2014 ; Payne et Boles, 2015). Ainsi Borges et al. (2013) ont signalé une

faible production d’exopolysaccharide en présence des polyphénols.
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FIGURE N°08 : Effet de I’extrait sur la formation du biofilm des LAB testées

Selon GHIGO et ROUX (2006), la formation et la résistance accrue des biofilms revient aux
conditions défavorables ou se trouvent les bactéries afin de faire face aux différentes agressions
de I’environnement. On suggére que la formation élevée du biofilm des souches probiotiques en
absence d’extrait aqueux revient a son état de stress qui est 1ié au milieu alors que 1’addition de
I’extrait aqueux permet au deux souches d’étre dans un milieu enrichi et adéquat ce qui conduit a

une faible formation de biofilm.
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111.7. Effet de I’extrait sur le pouvoir antibactérien des bactéries lactique

La (FIGURE N°09) représente I’activité antibactérienne (en pourcentage 1%) en
présence de I’extrait aqueux apres neutralisation par la catalase, sans neutralisation les deux
bactéries ont une activité antibactérienne notable vis-a-vis de S. aureus tout particulierement. S.
thermophilus reste sans effet contre E. coli. Par contre la neutralisation a la catalase permet aux
deux souches lactiques d’inhiber les deux bactéries pathogenes testées. Pour comprendre et
pouvoir interpréter I’effet de la catalase, un travail complémentaire approfondi doit étre établi.
Un témoin sans extrait est aussi recommandé pour bien cerner I’effet des polyphénols sur

I’amélioration de 1’activité antibactérienne des LAB.
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FIGURE N°09: Activité antibactérienne en présence et en absence de catalase

24



Conclusion



Conclusion

Les bactéries lactiques ont un intérét croissant en technologie et en pharmacie ; elles
ont diverses fonctions biologiques importantes. Mais leurs effets santés restent limités par leur
capacité d’implantation. Ainsi notre propos était d’utiliser des prébiotiques d’origine végétale,

polyphénols extraits de bourgeons de fenugrec, afin d’améliorer leurs atouts probiotiques.

Il ressort de ce travail que des concentrations équilibrées de 1’extrait de fenugrec
améliorent 1’agrégation, la co-agrégation et la croissance des germes. Le biofilm, convoité, de
Streptococcus thermophilus et Enterococcus durans a été réduit sans provoquer un stress
inducteur de leur développement ou leur performance a former le biofilm. Ainsi, cet effet peut
étre associé a Dactivité prébiotique des polyphénols, qui donnent une plus grande force

compétitive de probiotiques.

L utilisation des polyphénols devrait étre jaugée en prenant en compte que I’objectif
premier de leurs applications concerne des niches (exemples du systeme digestif, des implants,

des produit alimentaires) partagées autant par les germes cibles et leurs colocataires.

Les résultats de cette étude laissent suggérer que 1’extrait peut étre requis pour
influencer la croissance et les propriétés adhésives des bactéries lactiques ce qui permet
d’améliorer la colonisation et I’implantation de ces bactéries et par conséquence améliorer leurs

fonctions physiologiques.

L’agrégation et la formation de biofilm sont dépendantes des structures de surface
des cellules ou I’incorporation des prébiotiques dans le milieu peut améliorer ou altérer la
physiologie métabolique du germe. Il est intéressant d’étudier le mécanisme moléculaire d’action
des polyphénols sur I’hydrophobicité et les propriétés physicochimiques de la paroi cellulaire et
de déterminer la consistance et la structure chimique de biofilm sous microscope électronique
afin de comprendre I’impact de ces biomolécules végétales sur la propension des bactéries a
s’organiser en biofilm. Une caractérisation moléculaire de I’extrait est aussi recommandée pour

bien comprendre ses mécanismes d’action.
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ANNEXE

Annexe

Préparation des milieux de culture et solution chimiques

M17 (solide)

I8 10 TP 2,59
Peptone papaiNiqUE A€ SOJa ....icuvieieiiiiieeiiiiee et e e e etieeessieeeeeesieeeeessseeasasneeeaannes 509
Peptone pepsique de VIANAE ...........eeeieiiiiiiiiie et e e e e eer e e e s e snaneeeees 2,59
EXErait de VIaNde ......oooeeeeeee s 509
Extrait autolytique de IEVUIE .........c.eeveiiee e 2,59
Béta-Glycérophosphate de SOdiUM ...........ccceeveiiiiirieiieiie et 19,0 g
Sulfate de MAagNESIUM ..........eiiiiiiie e 0,25¢g
=T o L= PP 5049
JaYel T [ TTalo] g o] 1o [N =P PPPP 0,5¢g
Agar-agar bacteriolOGIGUE ..........ceiueiueeieiiieerieeteetieeteeeeeteseeesseeaseasesseessesseesessesseeaseans 15,0 g
R 7,1£0,2
MRS (Gélose de Man, Rogosa, Sharpe), (solides)

1< 0] e =P 10,0g
EXErait de VIANAE ..o e e e e e e e e e anee s 8,09
EXErait @ IEVUFE ...t e e e et eeenr e e e st e e enaaeanneesneaeanneaens 4,09
LG8 ol L= PP 200g
Acétate de sodium trihydraté ..o 5049
Citrate d'amMONIUM ...t e st e et e e st e e b e e sneeesbeesnneenesneesrneeneens 20g
TWEEN B ...iiiiiiiii ittt e ettt e e et s e e s et eeeeeeesaaaantbreeeeaeaeaaantbrrereaaeeaeaannrrreeaaeaaaannnneen 1,0 ml
hydrogénophosphate de PotassiUm ..........ccciiiiiiiiiiiiieiesieses s s e sre e ee e eseesaeneenns 20g
Sulfate de magnésium heptahydrate ..o 0,2g
Sulfate de manganese tétrahydraté ...........ccccooiiiiiiiiiicece e 0,05¢g
Ja Y L= | T TP PP PP P PP P PP PP PPPPPPPPTPR 10,0 g
o PP PPPP 6,2
Mueller Hinton (solide)

Infusion de viande de DOBU ........ccuiiiiiii e e e e 0,29
Hydrolysat de CaSEINE .........oeciiiuiiieieeieeiieete e et ettt ettt et et e eresresnearesreanaenneans 17.5g
A 01T T o PP 159
Fa Y L= L PP PP PPPPPPPPPIT 10g
9] P PPPPPR 7.4
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ANNEXE

Préparation du PBS (phosphate buffer saline)

1L de PBS (pH=7,5)

(@10 8T =Ko (=T oo 11 o 4 1 PPN 8g

Chlorure de POtasSiUm ......c..eeeiiiiieiiiie et e st e s st e s eesnreaeesnnneeas 0,29
Phosphate DISOQIQUE .........ccciuiiiiei et e e e e e e e e s e e e e e e ssnneeeeaaeeenannns 1,449
Phosphate MonopotasSiQUE .............cccuuuiieeiiiiiiiieee e e e e e e e e e e 0,249




ANNEXE

Photos des appareils utilisés
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