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Résumé

Les probiotiques, prébiotiques et symbiotiques sont des meédiateurs potentiels du maintien
d'une flore intestinale saine. lls ont fait I'objet de nombreuses recherches au cours des
derniéres années. La présente étude a pour but d’évaluer I’effet prébiotique de la gomme
arabique (GA) sur quelques souches probiotiques. A cet effet, la croissance de trois souches
probiotiques (Lactobacillus rhamnosus, Leuconostoc mesenteroides strain Imn4 (MS11) et
Leuconostoc mesenteroides strain 1-15 (MR4)) dans le milieu basal de fermentation (bouillon
MRS sans glucose) a différentes concentrations (0,5% et 1%) de GA et de glucose (témoin), a
été évaluée par mesure de la densité optique. Les résultats obtenus montrent que Lb.
rhamnosus fermente la GA mieux que les souches de Ln. mesenteroides dans les deux
concentrations de GA 0,5% et 1%. De plus, ’augmentation de la concentration de la GA n’a
pas un effet significatif sur la croissance de la plupart des souches testées. L’effet de 1’ajout de
différentes concentrations de la GA (0,5% et 1%) sur les pH des laits inoculés par chaque
souche probiotique a été également évalué. Les résultats montrent que 1’augmentation de la
concentration de la GA était significative que chez MS11. On peut conclure que la GA est un
bon probiotique pour Lb. rhamnosus mais elle n’améliore pas considérablement sa

fermentation lactique.

Les mots clés : Acacia, acidification, croissance, gomme arabique, prébiotiques, probiotiques.



Abstract

Probiotics, prebiotics and symbiotics are potential mediators of the maintenance of a healthy
intestinal flora and have been the subject of much research in recent years. The present study
evaluate the prebiotic effect of gum arabic on some probiotic strains. Thus, the growth of
three probiotic strains (Lactobacillus rhamnosus, Leuconostoc mesenteroides strain Imn4
(MS11) and Leuconostoc mesenteroides strain 1-15 (MR4)) in the basal fermentation medium
(MRS broth without glucose) at different concentrations (0.5% and 1%) of GA and glucose
(control) was evaluated by optical density measurement. The results obtained show that Lb.
rhamnosus ferments gum arabic better than Ln. mesenteroides strains in both concentrations
of 0.5% and 1% GA. Moreover, increasing the concentration of GA does not have a
significant effect on the growth of most of the tested strains. The effect of adding different
concentrations of GA (0.5% and 1%) on the pH of the milks inoculated with each probiotic
strain was also evaluated. The results show that the increase in the concentration of GA was
significant only in MS11. It can be concluded that GA is a good probiotic for Lb. rhamnosus

but it does not improve considerably its lactic fermentation.

Keywords: Acacia, acidification, growth, gum arabic, prebiotics, probiotics.
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Introduction

Les probiotiques sont des suppléments nutritionnels composés de micro-
organismes vivants. Les principaux groupes microbiens probiotiques sont les bactéries
lactiques, spécifiquement celles qui appartiennent aux genres Lactobacillus et
Bifidobacterium (Desreumaux et al., 2000).

Les bactéries probiotiques peuvent étre intégrées dans different types de produits, y
compris les produits alimentaires tels que les produits laitiers, les produits carnés, les
cornichons et les légumes fermentes, les médicaments et les suppléments alimentaires
(Niamah et al., 2016).

En effet un rapport de la FAO (Food and Agriculture Organisation) et I’OMS
(Organisation Mondiale de la Santé) en 2001 décrit que ces microorganismes,
lorsqu'ils sont ingérés en quantité suffisante, exerceraient des effets bénéfiques sur la
santé de I'hdte, comme la diminution de la diarrhee, la réduction de la constipation,
I'immunomodulation et la réduction de I'nypercholestérolémie (FAO/OMS, 2001).

Les probiotiques peuvent abaisser le pH du célon, ce qui rend I'environnement moins
favorable aux bactéries pathogenes et influencent le systeme immunitaire en
favorisant la fonction de barriere intestinale et en augmentant la réponse
inflammatoire.

Ces microorganismes sont capables de survivre dans le tractus digestif. La
maintenance de cette viabilité au niveau intestinal fait appel a des substances de
nature polysaccharidiques qui sont considérées eux méme comme additifs

alimentaires et qui sont agrées sous le nom de prebiotiques (Benguiar et al., 2015).

En 1995, Gibson et Roberfroid ont défini les prébiotiques comme des composants
indigestibles des aliments qui ont un effet bénéfique sur I’hote par le biais d’une
stimulation de la croissance et/ou de D’activit¢é d’un nombre limité d’especes
bactériennes déja présenté dans le tractus gastro-intestinal, ce qui peut contribuer a
I’amélioration de la santé de I’hote (Gibson et Roberfroid, 1995).

Certaines formes de prébiotiques sont naturellement présentes dans les aliments par
exemple : les biscuits, les céréales, le chocolat, la pate a tartiner e d’autres produits

alimentaires.

Les prébiotiques sont des fibres et des sucres naturels qui stimulent la croissance et
l'activit¢ de la microflore intestinale commensale, notamment les bactéries
probiotiques (Gibson et al., 2004).
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Les prébiotiques les plus couramment utilisés sont : Les galacto-oligosaccharides
(GOS), Les fructo-oligosaccharides (FOS), Les xylo-oligosaccharides, L’inuline et Le
lactulose (Niamah et al., 2016).

La présence des prébiotiques dans 1’alimentation peut entrainer de nombreux
avantages pour la santé, tels que ; la stimulation du systéme immunitaire,
augmentation de I’absorbance du calcium, le maintien de la valeur du pH intestinal, la
réduction de taux des LDL dans le sang, etc.

Une troisieme facon d’envisager de moduler la composition et ’activité métabolique
de la flore colique est d’associer pré et probiotiques dans le concept dit de la
symbiotique (Gibson et Roberfroid, 1995). L’agent microbien bénéfique (le
probiotique) est administré en méme temps que son substrat spécifique (le
prébiotique) pour I’objectif d’améliorer la survie et l'activit¢ de ’organisme et
d’accroitre ses propriétés biologiques. Ceci est par exemple le cas pour I’association
bifidobactéries/fructo-oligosaccharides ou lactobacilles/lactitol.

L’effet symbiotiques est la combinaison d’un probiotique et d’un prébiotique dont
I’objectif est d’augmenter la durée de survie du microorganisme en lui fournissant un

substrat pour sa fermentation (Collins et Gibson, 1999).

Parmi les prébiotiques naturels ; la gomme arabique qui est également connue sous le
nom de gomme d'acacia ou de gomme de senegal. Elle appartient a la famille des
Fabaceae mais le terme " gomme arabique " n'indique pas une source botanique
particuliere. La GA est un produit naturel qui consiste en un jus solide dérivé des
exsudats des espéces d'Acacia. Lorsque I’arbre subit des atteintes physiologiques
pendant la période la plus chaude et la plus séche de I’année. La production de la
gomme se déclenche ainsi lorsque les tissus sont mis en contact avec 1’extérieur par
suite de la saignée a des fins commerciales, ou de blessures causées par le vent
(particules siliceuses), la sécheresse, 1’homme, les animaux, les plantes parasites,
ou encore par suite d’une attaque d’insectes foreurs. La production peut toutefois
étre trés variable selon les arbres, elle est en moyenne de 250 g par arbre (Assaf et al.,
2005; Al-Baadani et al., 2021).

Acacia est un arbre qui peut atteindre jusqu’a une quinzaine de meétres de haut. Le
tronc est fin et I’écorce est marron-grise et fine. Les branches sont fines, épineuses et
tres nombreuses, 1’arbre ressemble presque a un arbuste. Les fleurs sont jaunes a la

floraison et les fruits se présentent comme des gousses avec des graines a ’intérieur.
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Les feuilles sont composées de folioles petites, de 1 a 9 mm de long et 0,3 a 3 mm de
large. Les sols sont souvent sableux et/ou limoneux et 1’Acacia pousse souvent la ou il
n’y a pas beaucoup de végétation. Le climat reste sec et sahélien (de 300 a 400 mm
d’eau de pluie annuelle en quantité optimale mais se trouve dans des régions ou la
pluie varie entre 150 et 950 mm). Les températures peuvent atteindre jusqu’a 50°C.
Acacia n’est pas une espéce protégée par 1’union internationale pour la conservation
de la nature. C’est un arbre en général bien géré par les populations locales étant
donné sa valeur economique. Différentes insectes peuvent le menacer : des abeilles,

des guépes, des araignées, des sauterelles (Rongead, 2014).

L’Acacia s’étend dans pratiquement tout le continent africain. Cependant, les gros
pays producteurs se situent principalement en Afrique saharienne Mali, Sénégal,
Tchad, Egypte, Soudan (Rongead, 2014).

Egalement tres résistant a la sécheresse, Acacia est le genre caractéristique dans les
parties les plus seches du Soudan anglo-égyptien et du Sahara septentrional et se
retrouve dans toute la vaste région allant du Sénégal a la mer Rouge et a l'est de
I'Inde. Il s'étend vers le sud jusqu'au nord du Nigeria, en Ouganda, au Kenya, en
Tanzanie et en Afrique australe. A I'état sauvage est cultivé principalement sur des
collines sablonneuses, mais il pousse aussi bien dans le coton sol. L’arbre est
associé a un large éventail de types de végétation, des prairies semi-désertiques
aux foréts d'Angoissas. Il préfere les plaines d'argile et les pentes rocheuses. Il peut

facilement devenir une mauvaise herbe sérieuse (Orwa et al., 2009).

Il existe plus de 1000 espéces dans le genre Acacia, mais seulement deux ont des fins
commerciales significatives - Acacia senegal et Acacia seyal (A. seyal). L' A. senegal
produit une gomme de haute qualité, tandis que I' Acacia seyal produit une gomme de
qualité inférieure (Al-Baadani et al., 2021).

L’utilisation de la gomme arabique (GA) remonte au deuxiéme millénaire avant J-C
lorsque les égyptiens I’utilisaient pour assurer la cohésion des bandages de momies
(Montenegro et al., 2012). Au Moyen-Orient les medecins arabes ont traité avec la
gomme arabique une grande variété d’affections (Abdelkareem, 2018). Au fil du
temps, la GA a trouvé son chemin vers I'Europe et elle a commencé a étre appelée
"gomme arabique” car elle était exportée depuis les ports arabes (Montenegro et al.,
2012).
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Sur le plan pharmacologique, la GA a été utilisée en médecine traditionnelle pour
traiter l'inflammation de la muqueuse intestinale, les surfaces enflammées et les
maladies rénales, et elle a des propriétés antibactériennes et antioxydantes. Elle a
également des propriétés hypoglycémiques, antidiabétiques, immunomodulatrices et

antiulcereuses (Al-Baadani et al., 2021).

La Fedération des sociétes américaines de biologie expérimentale a préparé un rapport
(Food and Drug Administration des Etats-Unis en mars 1973), sur le profil de sécurité
de la gomme d'Acacia. Ce comité a examiné la sécurité de la GA lorsqu'elle est
utilisée dans les aliments. La GA est "généralement considérée comme sdre" (GRAS)
et acceptée comme additif alimentaire dans I'Union européenne (E414) (directive
99/77ICE) et par le Codex Alimentarius (Sin414). Elle est utilisée dans l'industrie
alimentaire comme stabilisateur et émulsifiant. La gomme arabique est maintenant
aussi officiellement reconnue comme une fibre alimentaire dans I'UE directive
2008/100/CE (Alarifi, 2016).

La GA contient une fibre soluble non visqueuse constituée d'un mélange de
polysaccharides complexes, d'oligosaccharides, de glycoprotéines,
d'arabinogalactanes et de monosaccharides tels que le galactose (389 g/kg), le
rhamnose (95 g/kg) et larabinose (257 g/kg), ainsi qu’un acide organique,
principalement I'acide glucuronique (215 g/kg). La GA a une structure chimique
complexe de chaines ramifiées de D-galactopyranosyl (1-3) liées contenant du L-
arabinofuranosyl, du L-rhamnopyranosyl, du D-glucuronopyranosyl, et du 4-O-

Methyl-D-glucuronopyranosyl (Al-Baadani et al., 2021).

La GA est fermenté par le microbiote intestinal en acides gras a chaine courte
(SCFAs) qui jouent un réle important dans le maintien de I'noméostasie, de la structure
et de la fonction du tractus gastro-intestinal (Al Baadani et al., 2021).

Certains auteurs considere que la GA augmente significativement la viabilité des
probiotiques, en milieu intestinal et améliore les propriétés rheéologiques des produits
fermentés, ce qui donne des effets symbiotiques bénefiques pour la santé de 1’hote (Al
Baadani et al., 2021; Calame et al., 2008; Rawi et al., 2021).

En outre, la GA est utilisée, comme prébiotique naturel, surtout en raison de sa

résistance a la digestion gastrique et intestinale. Dans certaines recherches la GA a un



Introduction

effet significatif sur I’augmentation du nombre de Bifidobactéries et Lactobacilles en
comparant avec celui de I’inuline (Calame et al., 2008).

Les études réalisées dans la littérature sur 1’effet prébiotique de la GA restent trés peu.
Pour cela, on a réalisé ce travail afin d’évaluer 1’effet prébiotique de la GA sur des
souches probiotiqgues comme Ln. mesenteroides qui n’ont jamais été étudiees
auparavant.

Notre manuscrit est articulé en trois parties:

- La premiere partie comporte une introduction sur les probiotiques,
prébiotiques, symbiotiques, quelques caractéristiques de la GA et de I’arbre
producteur.

- Dans la deuxiéme partie, le protocole expérimental prévu est démontré.

- et la troisitme c'est la partie d'analyse des articles sélectionnés ou sont
discutées les différentes méthodes et les résultats obtenus par rapport a ceux

obtenus par la présente étude.
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1. Matériel et Méthodes
11.1. Matériel

11.1.1. Matériel biologique
Les souches bactériennes utilisées dans cette étude sont :

- Lactobacillus rhamnosus, isolée a partir d’un produit lyophilisé sous forme des
sachets (Ultrabiotique infantile, laboratoire Nutrisanté, France), complexe de deux
probiotiques (Bifidobacterium lactis et Lactobacillus rhamnosus) et qui contient 6
milliards de microorganismes vivants. Il est utilisé pour améliorer le fonctionnement
digestif et immunitaire chez les enfants.

- Leuconostoc mesenteroides: deux bactéries probiotiques faisant partie de la
collection des souches du laboratoire de Microbiologie appliquée — Université de Sétif
1-. Elles ont été isolées du lait camelin et sont identifiées génétiqguement (ARNr 16S)
(Tab. 1)

Tableau 1. Détails sur les souches de Leuconostoc mesenteroides (Bouguerra, 2021).

Code des souches  Origine Affiliation phylogénétique
MS11 lait camelin Leuconostoc mesenteroides strain Imn4 (95 %)
MR4 lait camelin Leuconostoc mesenteroides strain 1-15 (99 %)

11.1.2. Matériel végétale
La GA est un exsudat de seve solidifié. Elle est produite naturellement ou a la suite

d’une incision sur le tronc et au pied de 1’arbre. Dans notre étude, on a acheté une
quantité de la GA qui provient selon I’étiquette affichée sur la boite du produit de

Soudan.

Les cristaux de I’échantillon de la GA sont caractérisés par une couleur jaune qui tend
a étre brune, elle dispose d’une couleur brillanté et caractérisés par leur dureté

(Photo1l)


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=23YKF3RK01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_1435074990
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=23XBA8DK01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_1129842111
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Photol. Les cristaux de la gomme arabique.
Préparation de la poudre de la GA : la GA sous forme de cristaux a été récupéré
puis lavée par I’eau distillée. Apres, les cristaux ont été trés bien séchées puis broyés

en fines particules et tamisés pour obtenir une farine de gomme brute.

11.2. Méthodes

11.2.1. Revivification des souches de Leuconostoc mesenteroides

Les souches lactiques ont été obtenues a partir du laboratoire de Microbiologie
appliquée -Université de Sétif 1- dans des tubes eppendorfs contenant chacun une
culture bactérienne conservée dans le bouillon MRS additionné de 30% de glycérol et
qui ont été maintenue a -20°C. Un volume de 100pl de chaque culture a été transféré
dans le bouillon MRS puis incubé a 30°C. Apres 24 a 48h, les souches lactiques se

développent ce qui indique leur réactivation.

11.2.2. Isolement et confirmation de la pureté de Lactobacillus rhamnosus

On a isolé la souche de Lactobacillus rhamnosus a partir du produit commercialisé
sous le nom Ultrabiotique infantile aprés déversement stérile d’une petite quantité du
sachet vers le milieu MRS bouillon. Ce milieu permet la sélection de la souche
Lactobacillus rhamnosus. Apreés incubation a 30°C pendant 48h, un trouble apparait,
ce qui indique la croissance de la souche probiotique. Sa pureté a été confirmee apres
ensemencement par stries sur le milieu MRS solide et incubation des boites a 30°C
pendant 24 a 48h. A I’aide d’une loupe binoculaire, on a caractérisé I’aspect des

colonies. L’homogénéité des colonies a été confirmée apres description de la forme, le
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type de Gram ainsi que 1’arrangement cellulaire de chaque souche par la coloration de

Gram (voir Annexe II).

11.2.3. Conservation des souches lactiques
La conservation a court terme de toutes les souches a été réalisée dans des tubes

contenant la gélose MRS inclinée et maintenues a 4°C.

11.2.4. Evaluation de I’effet de la gomme arabique sur la croissance des souches

probiotiques

11.2.4.1. Croissance des bactéries lactiques dans le milieu de fermentation basal a
différentes concentrations (0,5%, 1%) de la gomme arabique

Dans des tubes contenant 10 ml du milieu basal de fermentation (bouillon MRS sans
glucose) (Annexe I1) supplémenté par la poudre de la GA a 0,5% et 1% (p/v) ou de
glucose (0,5% et 1%) utilisé comme témoin. 100 pl de chaque culture bactérienne
jeune sont inoculés (10* & 10° UFC/ml). Aprés incubation pendant 24 h & 30 °C, la
croissance des souches a €été examinée en mesurant les densités optiques par
spectrophotometre réglé a 600 nm et équipé d’une cuvette de 1 cm. L’expérience a été
répétée 3 fois et les valeurs moyennes de DO ont été calculées (Kneifel et al., 2000;
Bouguerra, 2021).

11.2.4.2. Croissance des bactéries probiotiques dans le lait additionné de
différentes concentrations (0,5%, 1%) de la gomme arabique

La détermination du pH du lait est une facon simple, rapide et directe de suivre le

développement des cultures des LAB dans ce milieu.

11.2.4.2.1. Préparation des laits prébiotiques

Dans des flacons contenant 100 ml lait écrémé (0% MG) (Candia silhouette),
differentes concentrations de la GA (0,5% et 1% (p/v)) ont été ajoutées. Ce milieu a
été stérilisé en autoclave 115°C pendant 15 min (Shatha et al., 2014).

11.2.4.2.2. Suivie de la cinétique d’acidification

Des cultures bactériennes de la phase exponentielle sont inoculées a raison de 2%
(v/v) dans des flacons contenant 100 ml du lait écremé stérile (témoin) ou les laits
prébiotiques. Les valeurs de pH ont été mesurées a Oh et aprés 2h, 4h, 6h, 24h, 48h
d’incubation a 30°C (Fguiri et al., 2017).
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Traitement statistique des résultats
Les résultats obtenus sont exprimés en moyennes + sd de trois répétitions et traités par
I’analyse de variance (Anova) en utilisant le logiciel R version 3.5.1 suivi par le test

de Tukey. Le seuil de signification de 0.05 est retenu.

La comparaison entre la croissance des souches probiotiques dans le milieu basal de
fermentation additionné de 0,5% et 1% de la GA a été faite par le test de Student par

le logiciel SPSS statistiques 25. Le seuil de signification de 0.05 est retenu.
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I11- Résultats et discussion

111.1. Examen macroscopique des souches probiotiques
Apres ensemencement des cultures bactériennes sur la surface seche de la gélose MRS et

incubation & 30°C pendant 24h, les colonies de toutes les souches probiotiques testées
apparaissent homogenes ce qui indique leur pureté. Les colonies de Leuconostoc
mesenteroides sont de tres petites tailles, blanchéatres et arrondies (photo 2). Les colonies

de Lactobacillus rhamnosus sont petites, d’une couleur blanche et arrondies (photo 3).

Photo 3. Aspect des colonies Lactobacillus rhamnosus sur la gélose MRS.
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111.2. Examen microscopique des souches probiotiques
L’examen microscopique et la confirmation de la pureté des souches lactiques a été faite

apres coloration de Gram. Toutes les souches sont & Gram positif. La forme des cellules
et leur arrangement sont résumés dans le tableau ci-dessous.
Tableau 2. Caractéristiques microscopiques des souches probiotiques.

Souches lactiques Lactobacillus MR4 MS11
rhamnosus
Gram + + +
Forme des bacteéries bacillaire coccoide coccoide
Arrangement cellulaire Petites Chaines chaines Dhip_locoques eten
chaines

Photo 4. Vue microscopique des cellules de Lactobacillus rhamnosus (x1000)

Photo 5. Vue microscopique des cellules de Leuconostoc mesenteroides (x1000)
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111.3. Croissance des bacteéries lactiques dans le milieu de fermentation basal a
différentes concentrations (0,5%, 1%) de la gomme arabique

Les résultats de mesure des DO reflétant ainsi la croissance des trois souches probiotiques
dans le milieu basal de fermentation (bouillon MRS sans glucose) dans différentes

concentrations de GA (0,5% et 1%) et de glucose (0,5% et 1%) sont résumés dans la Fig.1

La comparaison entre les moyennes des valeurs de DO des trois souches probiotiques dans
les différentes concentrations de la GA (0,5% et 1%) a éte faite par le test de Student (les

résultats de I’analyse sont montrés dans 1’annexe 111).
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Figure 1. Mesure des DO des trois souches probiotiques dans différentes concentrations
(0,5% et 1%) du prébiotique (GA) et de glucose (contrdle).

D’aprés la Fig. 1, toutes les souches probiotiques préférent le glucose comme source de

carbone et d’énergie pour leur croissance, car il est facilement métabolisé.

Lb. rhamnosus fermente la GA mieux que les souches de Ln. mesenteroides dans les deux
concentrations de GA 0,5% et 1%. Ceci peut étre associé a la présence des enzymes
B.galactosidase et l'a- arabino-furanosidase chez Lactobacillus qui  dégrade
I'arabinogalactane contenu dans la GA, ce qui lui confére son potentiel prébiotique (Obaid
et al., 2020).
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L’augmentation de la concentration de la GA a significativement affecté la croissance de la
souche MR4. Néanmoins, elle n’avait aucun effet sur la croissance des souches MS11 et

Lb. rhamnosus.

Bouguerra, (2021) a mentionné que les souches MS11 et MR4 ont de faibles niveaux de
fermentation de FOS (1%) par rapport au glucose (4.73% et 12.4% respectivement).
D’aprés les résultats obtenus pour ces deux souches, MS11 et MR4 fermentent la GA
mieux que le FOS avec des pourcentages de 14,78% et 15,76% respectivement.

Shatha et al., (2014) ont étudié I'utilisation de la gomme arabique comme prébiotique
lorsqu'elle est ajoutee a deux niveaux de 0,5%, 1.0% a certains produits laitiers fermentés,
en utilisant deux types de bactéries probiotiques Lactobacillus plantarum (LBP) et
Lactobacillus acidophillus (LBA). Les résultats montrent que le logarithme du nombre de
bactéries LBP était plus élevé que le logarithme du nombre de bactéries LBA (cfu /ml) au
traitement de 0,5, 1,0% GA. lls ont constaté que la GA a été un bon prébiotique pour les
Lactobacilli en augmentant leur nombre, ceci est en accord avec les résultats obtenus pour

la souche Lb. rhamnosus utilisée dans notre étude.

Ahallil et al., (2019) ont démontré qu’une fermentation in vitro de la GA dans un modele
de cblon a favorisé la croissance de bactéries probiotiques telles que les genres
Bifidobacterium, Lactobacillus et la famille des Bacteroidaceae chez I'homme.

Bien que, le mécanisme d'action de la GA n'est pas clair, des études antérieures ont montré
que la GA peut étre fermenté par les bactéries commensales de I'intestin en acides gras a
chaine courte (SCFASs). Les SCFASs jouent un role essentiel dans le maintien de l'intégrité
structurelle et fonctionnelle de I'intestin en inhibant la colonisation par les pathogénes et en
diminuant le pH (Al-Baadani et al., 2021).

I11.4. Croissance des bactéries probiotiques dans le lait écremé additionné de
différentes concentrations (0,5%, 1%) de la gomme arabique

Pour selectionner une culture starter pour la fermentation lactique du lait, la capacité de
production d'acides par les souches lactiques est une propriété importante (Bouguerra,
2021).
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Les figures 2, 3, 4 montrent les cinétiques d’acidification du lait écrémé et des laits
prébiotiques (0,5% et 1% de GA) chez les souches Lb.rhamnosus, MR4 et MS11

respectivement.

- T
- 0.5%
—A— 1%

Temps (h)

Figure 2. Evolution des cinétiques d’acidification de Lactobacillus rhamnosus sur le lait

écréme (0% MG) en absence et en présence de la gomme arabique.
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Figure 3. Evolution des cinétiques d’acidification Leuconostoc mesenteroides strain 1-15

(MR4) sur le lait écrémé (0% MG) en absence et en présence de la gomme arabique.
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Figure 4. Evolution des cinétiques d’acidification de Leuconostoc mesenteroides strain

Imn4 (MS11) sur le lait écrémé (0% MG) en absence et en présence de la gomme arabique.

Le tableau ci-dessous montre ’effet de I’ajout de différentes concentrations de la GA

(0,5% et 1%) sur les pH des laits inoculés par les trois souches probiotiques.

Tableau 3. Effet de I’augmentation des concentrations de la GA sur les valeurs de pH des
trois souches probiotiques

Lactobacillus Leuconostoc Leuconostoc
rhamnosus mesenteroides strain  mesenteroides
Imn4 (MS11) strain 1-15 (MR4)
Lait 0% GA (T) 5,71 +0.83 6,22% +0.16 6,19 +0,13
Lait+0.5% GA 5,60% £0.83 6,1 +0.12 6,072 £0,12
Lait+1% GA 5,55 +0.85 6,03 +0.22 6,07% +0,11

Les comptages des bactéries viables sont présentés comme la moyennes + sd de 3 répétitions.
Les valeurs avec différentes lettres dans la méme colonne sont significativement différentes (P<0,05)
(Anova).
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D’apres les figures 2, 3 4, dés I’inoculation des laits par 2% de chaque culture probiotique
(@0 h), le pH de tous les échantillons (y compris le témoin) est voisin de 6,30.

Il a été signalé que le pH apres 6 h d’incubation est important car il permet la distinction
entre les différentes souches et fournit quelques indications sur la cinétique d’acidification
(Demirci et Hemme, 1995, Bouguerra, 2021). Chez toutes les souches testées, la

diminution du pH aprés 6h d’incubation a 30°C n’était pas considérable (pH proche de 6).

D’aprés la figure 2 et aprés 24 h d’incubation, la réduction du pH était importante chez Lb.

rhamnosus (1,05 (lait écrémé (0% GA), 1,07 (lait+0,5% GA), 1,14 (lait+1% GA).

Le point d’acidification (pH 4,6) (Sodini et al., 2002) a était atteint avant 48h
d’incubation. Tous les échantillons du lait ont été coagulés par Lb. rhamnosus qui est
considérée comme acidifiante et peut étre utilisée comme starter dans les fermentations
lactigues du lait. Cette souche est une bactérie homofermentaire qui produit
essentiellement de I’acide L(+) lactique a partir de différentes sources carbonées. Elle est
thermophile et résiste a de grandes concentrations en acide lactique d’ou son trés grand
intérét pour I’industrie (Djidel, 2007).

Selon le tableau 3, I’ajout de différentes concentrations de la GA n’a pas un effet
significatif sur la diminution de pH par Lb. rhamnosus. Ces résultats ne concordent pas
avec ceux mentionnés par Shatha et al., (2014) qui ont rapportés que les valeurs de pH des
traitements sont diminuées en raison de l'augmentation de la concentration de gomme
arabique pour les deux types de bactéries du genre Lactobacillus (Lactobacillus plantarum
(LBP) et Lactobacillus acidophillus (LBA)). Ainsi les valeurs du pH des traitements de
bactéries LBA 0.5, 0.1 % AG sont (4.1 ,4.0) respectivement, par rapport au contrdle qui est
de (4,3) tandis que les valeurs de pH des bactéries LBP sont (4,0, 3,8) respectivement, pour

les traitements (0,5, 1,0)% AG par rapport au controle (4.2).

D’apres les figures 3 et 4, aprés 48h d’incubation a 30°C, les pH de tous les échantillons du
lait est supérieur a 5,5. On constate que les souches MS11 et MR4 ne sont pas acidifiantes.
Ces résultats confirment ceux obtenus par Bouguerra (2021). Ce résultat peut étre expliqué
par le développement lent des souches de Ln. mesenteroides dans le lait. De plus, les
souches du genre Leuconostoc ont métabolisme hétérofermentaire qui produit de l'acide
lactique, du CO; ainsi que de I'éthanol ou de I'acétate. Pour cela, les isolats de Leuconostoc

devraient étre combinés avec des Lactococcus spp. Producteurs d'acides dans les cultures
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mixtes pour la production des fromages vu les ardbmes et la texture qu’ils développent

(Demirci et Hemme, 1995 ; Morandi et al., 2013 ; Bouguerra 2021).

Néanmoins 1’augmentation de la concentration de la GA a 1% avait un effet trés
significatif (p<<0,01) sur I’acidification du lait par la souche MS11 (Tab.3).

A partir des résultats obtenus, il s’avére que ’effet prébiotique de la GA sur les bactéries
lactiques est souche dépendant.
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Conclusion

Conclusion

La GA est considéré comme la gomme la plus importante, utilisée dans des applications
alimentaires et médicinales, car c’est un végétal naturel contenant des fibres solubles ou
prébiotique qui augmente l'endurance des bactéries probiotiques dans les conditions
physiologiques de I'intestin.

Cette étude a démontré un effet prébiotique in vitro de la GA surtout chez Lactobacillus

rhamnosus en comparant avec celui obtenu chez les souches de Ln. mesenteroides.

Par ailleurs, en augmentant les concentrations de GA 0,5% et 1%, elle n’aucun effet

significatif sur la croissance de la plupart des souches probiotiques testées.

La croissance des souches probiotiques dans le lait et les laits additionnés 0,5% et 1% de
GA a été également suivie par diminution des pH. Les résultats montrent que
I’augmentation de la concentration de la GA diminue les pH des laits inoculés par toutes
les souches mais pas significativement sauf chez la souche MS11. La GA est donc un bon
prébiotique pour Lb. rhamnosus mais elle n’améliore pas considérablement sa fermentation

lactique.
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Annexe

Annexe | : Composition des milieux liquides et gélosés utilisés
Bouillon MRS (Man Rogosa et Sharpe)

Composition QUANTITE ....... ..ottt e g/l
PEPLONe ... 10g
Extrait de viande ...........oooiiiiii e 10g
EXtrait de [eVUIe. ...t 5¢g
GIUCOSE vttt ettt et e et ettt et ettt et et e et e 20g
TWEEI 80 ..o Iml
Phosphate dipotasSiqUe. .. ......eueerinienietetet ettt et e e eaaens 2g
Acétate de SOAIUM . ......o.int e S5g
Citrate triamMMONIQUE . .....ueetne ettt ettt et ettt et ettt et et e e e e e aeeneeaans 2g
Sulfate de MagNESTUM ......ouiinii e 200mg
Sulfate de MANGANESE .. ....oneineiei e 50mg
Eau diStillée QP -« neneneeneeniit et 1L

Ph final 6,5+0,02

Autoclavé a 120°C pendant 20 minutes

Gélose MRS

Composition QUANTITE .........iutirint ittt ettt et et et te e ete e enennaan g/l
PP ONE ..ttt 10g
Extrait de viande ...........coouiitiiii e 10g
EXtrait de IeVUIE .....voeie e Sg
GIUCOSE. ottt ettt ettt et e e e s 20g
TWEEN B0 .ttt Iml
Phosphate dipotasSIQUe ........oueiritiet ittt ettt e e et et eeeeeaaans 2g

ACEtate de SOAIUIML .....ouit it et e e eaas 5¢g
Citrate triamMmMONIQUE. ... ..vet ettt ettt etetet et etee et eteeteeereeereareeeneaeaans 2g

Sulfate de MagnESIUM. ........viiriii i ae e 200mg
Sulfate de MaNGanEse...........ouiuinitiiiii i 50mg
A AT . e 15¢
Eau distillée gSP. .. cuveneeeiii et e 1L

Autoclavé a 120°C pendant 20 minutes.



Annexe

Annexe |l

La coloration de Gram

* Réalisation du frottis

Une goutte d’eau distillée stérile est déposée sur une lame, a 1’aide d’une pipette pasteur stérilisée, on préléve
une colonie isolée et on I’ajoute a la goutte d’eau, puis on étale et on fixe au bec bunsen.

* Réalisation de la coloration

Apreés réalisation du frottis, la coloration de Gram est réalisée :

- Recouvrir le frottis de quelques gouttes de violet de gentiane (VG) ; laisser en contact pendant 1 mn ; puis
jeter ’excés de VG.

- Recouvrir de Lugol, laissé en contact pendant 1 mn, jeter I’excés de Lugol.

- Décolorer a I’éthanol a 70 %, goutte a goutte, en inclinant la lame jusqu’a décoloration.

- Rincer a I’eau rapidement (avec un jet de pissette) ;

- Recolorer avec la fuschine, laissé en contact pendant 1 mn ;

- Rincer a I’eau ;

- Sécher la lame rapidement au bec bunsen ;

- Observez avec une goutte d'huile a immersion objectif 100 (grossissement x1000).

* Observation

Les Gram + apparaissent en violet.

Les Gram — apparaissent en rose.
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Annexe 111

Résultats du test de Student

Lactobacillus rhamnosus
Test des échantillons appariés
Différences appariées
Intervalle de confiance de la

Moyenne erreur différence a 95 %

Moyenne Ecart type standard Inférieur Supérieur t dd| Sig. (bilatéral)
Paire 1 GA 0.5% - GA -.03437- .02994 .01728 -.10873- .04000 -1.988- 2 .185
1%
Leuconostoc mesenteroides (souche MR4)
Test des échantillons appariés
Différences appariées
Intervalle de confiance de la
Moyenne erreur différence a 95 %
Moyenne  Ecart type standard Inférieur Supérieur t ddl Sig. (bilatéral)
Paire 1 GA 0.5%- GA -.04653- .01287 .00743 -.07851- -.01456- -6.261- 2 .025
1%
Leuconostoc mesenteroides (souche MS11)
Test des échantillons appariés
Différences appariées
Intervalle de confiance de la
Moyenne erreur différence a 95 %
Moyenne  Ecart type standard Inférieur Supérieur t ddl Sig. (bilatéral)
Paire 1 GA 0.5%- GA -.03940- .01576 .00910 -.07854- -.00026- -4.331- 2 .049

1%




Annexe

Annexe IV

Origine de la souche Lactobacillus rhamnosus

Ultabiotique infantile par le laboratoire Nutrisanté (France).




Résumé

Les probiotiques, prébiotiques et symbiotiques sont des médiateurs potentiels du maintien d'une
flore intestinale saine. Ils ont fait I'objet de nombreuses recherches au cours des derniéres années.
La présente étude a pour but d’évaluer I’effet prébiotique de la gomme arabique (GA) sur quelques
souches probiotiques. A cet effet, la croissance de trois souches probiotiques (Lactobacillus
rhamnosus, Leuconostoc mesenteroides strain Imn4 (MS11) et Leuconostoc mesenteroides strain 1-
15 (MR4)) dans le milieu basal de fermentation (bouillon MRS sans glucose) a différentes
concentrations (0,5% et 1%) de GA et de glucose (témoin), a été évaluée par mesure de la densité
optique. Les résultats obtenus montrent que Lb. rhamnosus fermente la GA mieux que les souches
de Ln. mesenteroides dans les deux concentrations de GA 0,5% et 1%. De plus, I’augmentation de
la concentration de la GA n’a pas un effet significatif sur la croissance de la plupart des souches
testées. L’effet de 1’ajout de différentes concentrations de la GA (0,5% et 1%) sur les pH des laits
inoculés par chague souche probiotique a été également évalué. Les résultats montrent que
I’augmentation de la concentration de la GA était significative que chez MS11. On peut conclure
que la GA est un bon probiotique pour Lb. rhamnosus mais elle n’améliore pas considérablement
sa fermentation lactique.

Les mots clés : Acacia, acidification, croissance, gomme arabique, prébiotiques, probiotiques.

Abstract

Probiotics, prebiotics and Symbiotics are potential mediators of the maintenance of a healthy
intestinal flora and have been the subject of much research in recent years. The present study
evaluate the prebiotic effect of gum arabic on some probiotic strains. Thus, the growth of three
probiotic strains (Lactobacillus rhamnosus, Leuconostoc mesenteroides strain Imn4 (MS11) and
Leuconostoc mesenteroides strain 1-15 (MR4)) in the basal fermentation medium (MRS broth
without glucose) at different concentrations (0.5% and 1%) of GA and glucose (control) was
evaluated by optical density measurement. The results obtained show that Lb. rhamnosus ferments
gum arabic better than Ln. mesenteroides strains in both concentrations of 0.5% and 1% GA.
Moreover, increasing the concentration of GA does not have a significant effect on the growth of
most of the tested strains. The effect of adding different concentrations of GA (0.5% and 1%) on
the pH of the milks inoculated with each probiotic strains was also evaluated. The results show that
the increase in the concentration of GA was significant only in MS11. It can be concluded that GA
is a good probiotic for Lb. rhamnosus but it does not improve considerably its lactic fermentation.

Keywords: Acacia, acidification, growth, gum arabic, prebiotics, probiotics.
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