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Résumé :

Les graines d’Acacia représentent des ressources alimentaires potentielles pour
les populations menacées par la pauvreté et la famine dans les régions arides des
tropiques. Elles sont des sources de potentiels molécules bioactives pouvant
améliorer la santé du systeme digestive et les performances du microbiote et des

probiotiques.

Dans ce travail nous avons entrepris plusieurs étapes expérimentales pour
établir un procédé de germination des graines de trois especes du genre Acacia
(Acacia macrostachya, Acacia senegal et Acacia dudgeonii) et d'évaluer les
propriétés prébiotiques de I’extrait gemmothérapeutique sur la croissance et la
formation du biofilm de trois bactéries lactiques (Streptococcus thermophilus,

Enterococcus durans et Pediococcus spp ) d’intérét probiotique.

D’abord, les graines ont subi une désinfection avec de ’H202 et de 1’éthanol.
Puis, trois procédés de levée de la dormance des graines ont eté évalués
(trempage des graines dans 1’acide sulfurique, trempage dans 1’eau bouillante et
scarification manuelle des graines). Les graines ont eté incubées a des
températures variables 22°C , 40°C et 70°C et 22°C a été identifie comme
température optimale pour la germination. Le traitement avec de 1’eau
bouillante a montré des taux de germination importants pour A. senegal et A.

dudgeonii.

Ce travail a permis d’amélioré le protocole de recherche sur la préparation

gemmothérapeutique des graines d’Acacia étudiés

Mots clés : Acacia — gemmothérapie — germination — probiotique.



Abstract

Acacia seeds represent potential food resources for populations threatened by
poverty and famine in the arid regions of the tropics. They are sources of
potential bioactive molecules that can improve the health of the digestive

system and the performance of the microbiota and probiotics.

In this work we undertook several experimental steps to establish a process for
the germination of seeds of three species of the genus Acacia (Acacia
macrostachya, Acacia senegal and Acacia dudgeonii) and to evaluate the
prebiotic properties of the gemmotherapeutic extract on growth and formation
of the biofilm of three lactic acid bacteria (Streptococcus thermophilus,

Enterococcus durans and Pediococcus spp) of probiotic interest.

First, the seeds were disinfected with H202 and ethanol. Then, three methods of
lifting seed dormancy were evaluated (soaking the seeds in sulfuric acid,
soaking in boiling water and manual scarification of the seeds). The seeds were
incubated at varying temperatures and 22 ° C was identified as the optimum
temperature for germination. Treatment with boiling water showed high

germination rates for A. senegal and A. dudgeonii.

This work has improved the research protocol on gemmotherapeutic preparation

of Acacia seeds studied.

Keywords: Acacia - gemmotherapy - germination - probiotic.
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INTRODUCTION

La flore microbienne est devenue une part entiére de I’organisme humain et est
dénommée « microbiote ». Ce microbiote intestinal suscite un intérét scientifique croissant. Il
représente une communauté microbienne abondante et variées (bactéries, virus,
champignons) colonisant le tractus digestif humain. Cette communauté a une implication
essentielle sur la santé de leur héte ou tout déséquilibre peut étre a I’origine de diverses
pathologies cliniques (Goulet, 2009). Afin de maintenir cet équilibre, les concepts de

probiotiques et prébiotiques ont été proposés et développés.

Les probiotiques peuvent se définir comme les suppléments alimentaires contenant des
bactéries vivantes qui peuvent étre bénéfiques pour I’hote en améliorant I’équilibre de sa
flore colique (Dupont, 2001). IIs sont capables d’enrichir le microbiote intestinal par
implantation ou par colonisation et ils peuvent étre présents ou introduits dans certains
aliments ou encore dans certains médicaments. Les bactéries lactiques (LABs), dont
Lactobacillus, Streptococcus et Lactococcus, sont les probiotiques les plus utilisés et connus
(Savadogo et Traore, 2011). En effet, il est désormais admis que les LABs améliorent la
défense immunitaire et protégent contre les troubles allergiques, les infections gastro-
intestinales, les tumeurs, les cancers, les maladies cardiovasculaires, et la dyslipidémie
(Mozzi, 2016).

Les prébiotiques doivent avant tout bien étre différenciés des probiotiques. En effet, ils ne
sont pas considérés comme des micro-organismes. Ce sont en réalité de simples molécules
non digestibles issues des aliments capables d’attiser la croissance et I’activité de certaines
souches bactériennes intestinales. Pour étre considéré comme prébiotique, I’élément
incriminé doit répondre a un certain nombre de criteres : ne pas étre dégradé dans la partie
haute du tube digestif, jouer le role de substrat spécifique pour certaines bactéries
commensales et stimuler par ce biais leur croissance et leur activité métabolique, améliorer la
composition de la flore intestinale favorable au bon état de santé de I’individu, induire des
effets locaux et systémiques bénéfiques a I’hdte (Schiffrin et al., 2014). Ce sont trés souvent
des sucres comme les fructo-oligosaccharides, mais aussi des peptides ou protéines, des
fibres, de I’inuline, et autres diverses biomolécules d’origine végétale qui représentent une
source d’énergie non négligeable pour les micro-organismes constitutifs de la flore intestinale

et pour les probiotiques (Milliot, 2015).

Les Acacia sont des légumineuses arborescentes qui se développent dans les régions

pantropicales (Benbrahim et al., 2014). lls sont bien adaptés a des conditions écologiques
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défavorables, notamment celles des zones arides et semi-arides. La croissance facile, la forte
adaptabilité a la rusticité, et la résistance a la sécheresse conferent a ces plantes une
importance éecologique. Les Acacia sont une source importante d’aliments, de substances
médicinales, et de revenues pour les populations rurales (Benbrahim et al., 2014). Les
populations ont été conduites vers ces ressources naturelles sauvages comestibles a cause de
I’insécurité nutritionnelle et la situation économique préoccupante de certains pays des

régions arides et semi-arides

En effet, les phyllodes, les jeunes pousses, gousses et graines, frais ou secs de cette plante
sont riches en protéines et non toxiques, ce qui leur donne un intérét alimentaire et socio-
économique direct (Benbrahim et al., 2014 ; Jouadi et al., 2016). Les différentes variétés
d’Acacia ont prouvés leurs utilités dans le domaine médical ; le traitement d’allergies
cutanées, du diabéte, de I’insuffisance de diurése, d’hypertension, contre les ulcéres de
I’estomac, les cedémes et la dysenterie. Sur le plan nutritionnel, (Benbrahim et al., 2014 ;
Jouadi et al., 2016). En vue de leurs propriétés recherchées par les industries
agroalimentaires (le contenu énergétique élevé et un faible indice glycémique...) ainsi que la
production du bois, de tanins (A. mearnsii), de gommes (A. seyal, A. senegal et A.
gummifera), de charbon, les Acacia constituent une importance particuliére (Benbrahim et
al., 2014 ; Jouadi et al., 2016).

Cette particularité a attiré I’attention des scientifiques permettant la mise au point des études
sur les caractéristiques nutritionnelles et pharmaceutiques des graines des différentes espéces
de cette plante, cas de notre étude; I’exploitation de I’extrait gemmothérapeutique. La
germination est une méthode naturelle qui peut étre utilisée pour améliorer les propriétés
nutritionnelles, fonctionnelles et sensorielles des graines. En effet, ce bioprocédé
s’accompagne par une hydrolyse des macromolécules telles que les protéines, les fibres, et les
polyphénols. De ce fait, la digestibilité et la biodisponibilité de ces molécules est améliorées.
De plus, lors de la germination, certaines vitamines et molécules bioactives sont synthétisées
(phénols, carotenoides...) (Jribi et al., 2018).

Au regard de la demande croissante pour une alimentation diversifié, saine et bénéfique a la
sante, cette étude a eu pour objectif d’établir un procédé de germination des graines d’espéces
sélectionnées du genre Acacia (Acacia macrostachya, Acacia senegal , Acacia dudgeonii) et

d’évaluer les propriétés prébiotiques et probiofilm des extraits gemmothérapeutiques
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CHAPITRE 1 Notions Bibliographiques

1. Notions scientifiques sur le biofilm

1.1. Définition

Un «film» est une couche mince et «Bio» fait référence a la nature vivante. Les biofilms
bactériens sont des amas structurés de cellules bactériennes enrobés d’une matrice
polymérique et attachés a une surface (Yannick Tremblay et al., 2014). Le biofilm protége
les bactéries et leur permet de survivre dans des conditions environnementales hostiles
(Yannick Tremblay et al., 2014).

1.2. Composants structurels des biofilms

Les mécanismes moléculaires qui régulent la formation de biofilm varient
considérablement entre les différentes espéces, et varient méme entre les différentes souches
de la méme espéce (Boubakeur et al., 2020). Cependant, certaines caractéristiques sont
reconnues comme des attributs généraux de la formation du biofilm. Par exemple, tous les
biofilms contiennent une matrice extracellulaire qui maintient les cellules ensemble. Cette
matrice est souvent composée d'un bio-polymere polysaccharidique avec d'autres composants
tels que des protéines ou de I’ADN. La nature de l'exopolysaccharide matriciel varie
considérablement en fonction des conditions de croissance, du milieu et des substrats
(Boubakeur et al., 2020).

1.3. Etapes de formation

Selon Jouenne (2008), la formation d’un biofilm se déroule en cinq grandes étapes,
representées sur la figure 1 :
e étapes 1-2 : des bactéries planctoniques isolées évoluant librement dans un milieu
liquide se fixent sur une surface (adhésion réversible) et s’organisent en amas
e ¢tape 3 : les bactéries s’ancrent de fagon irréversible sur la surface via des appendices
cellulaires et les exopolymeéres
e étape 4 : le biofilm arrive a maturation, il est traversé par des courants de liquides
(nutriments, molécules signal...)
e ¢tape 5 : en fin de maturation, un certain nombre de cellules retournent a 1’état

planctonique et peuvent former plus loin un nouveau biofilm.
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Figure 01. Etapes de la formation d’un biofilm bactérien (Yannick et al., 2014) .

1.4. Biofilm et santé humaine

Les biofilms ont un impact écologique et économique considérable. Ils jouent un role
dans la survie et la selection des bactéries dans I’environnement, mais ont aussi de nombreux
effets indésirables, notamment en santé publique (Roux et Ghigo, 2006). D’une part, les
biofilms sont responsables d’infections chroniques et posent de nombreux problémes dans le
domaine médical. En plus de leur résistance accrue aux antibiotiques, les biofilms sont
protégés vis-a-vis du systéme immunitaire des hotes infectés. D’autre part, la flore
commensale humaine peut étre considérée comme un biofilm qui protégé son hote contre les

attaques des bactéries pathogenes (Roux et Ghigo, 2006).

2 Notions scientifiques sur la gemmothérapie

2.1 Définition
La gemmothérapie, également connue sous le nom de phytoembryothérapie, est une
méthode homeéopathique moderne de drainage bio thérapeutique utilisant des extraits de divers
arbres et arbustes (Raiciu, 2019). La matiere premiére des bourgeons, des pousses
émergentes, des graines, des radicelles et de la seve est prélevée au moment le plus élevé de la
germination annuelle de la plante (Raiciu, 2019). Le terme gemmothérapie provient du latin
« gemmae » qui signifie a la fois bourgeon et pierre précieuse et du grec therapeia, soin. Donc,

de par son origine étymologique, la gemmothérapie correspond a une méthode de soin par les
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bourgeons de plantes. On peut ainsi considérer que la gemmothérapie est une branche de la
phytothérapie. De facon plus complexe et détaillée, la gemmothérapie est une méthode
thérapeutique qui utilise des bourgeons végétaux (foliaires ou floraux) mais également
d’autres tissus embryonnaires vivants en voie de croissance (jeunes pousses, radicelles). Ces
tissus sont obligatoirement recueillis frais et employés sous forme de macérates glycérinés
buvables (Viriot, 2015).

Aujourd'hui, la gemmothérapie fait appel a deux types de macérates : Le macérat glycériné
dilué ; 1l s'agit du premier macerat gemmothérapique a étre développé et le macérat glycériné
concentré ou encore macérat mere ; cette forme gemmothérapique est assez récente et ne

subit aucune dilution d'ou l'appellation de « macérat mére concentré » (Dursus, 2018).

L extrait gemmothérapique constitue un véritable concentre” d’information ; il renferme tout
le génie de I’arbre dont est issu le bourgeon (Andrianne, 2008). Le Docteur Pol Henry, dans
les années 1960 prouve que ces extraits de bourgeons trouvent leur intérét dans le domaine
thérapeutique puisqu'ils procurent une action lente et profonde sur le systeme immunitaire. Le
premier extrait de bourgeon étudié fat celui du bouleau pubescent. Il démontra que ce
maceérat glycériné active les macrophages du foie et permet le drainage des cellules de

Kupffer qui avaient stocké du carbone colloidal (Dursus, 2018)

Les graines d’Acacia représentent alors des ressources alimentaires potentielles pour la
diversification alimentaire, la promotion d’une alimentation saine et la réduction de la
vulnérabilité croissante a la famine. Cependant, elles restent des ressources alimentaires de

terroirs et sous-exploitées malgré leurs énormes potentielles nutritionnelles.

2.2. Principes actifs en gemmothérapie

Les principes actifs principaux, souvent presents dans les bourgeons, sont les
flavonoides, les acides phénoliques, les peptides, et les oligosaccharides (Andrianne, 2008).
Au fil des années, la gemmothérapie s'est avérée efficace dans de nombreuses pathologies,
aussi bien aigués que chroniques. Son action est profonde, ambivalente, de longue durée et
démontrable par des investigations para cliniques et de laboratoire. Les extraits
gemmothérapiques peuvent étre administrés en association avec dautres thérapies,

allopathiques ou naturelles, sans interférer avec leur action (Nitu, 2015).
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3.Notions scientifiques sur les graines d’Acacia

Les légumineuses y compris les gaines d’Acacia, jouent un réle clé dans l'alimentation
traditionnelle des étres humains a travers le monde. Elles sont d'excellentes sources de
protéines, d'amidon, de fibres alimentaires, de micronutriments et de composés bioactifs a
faible teneur en matiéres grasses. Une corrélation inverse est notée entre la consommation de
graines de légumineuses et l'incidence de plusieurs maladies chroniques telles que le cancer,
les maladies cardiovasculaires, I'obésité et le diabéte et d’autres pathologies liées au stress
oxydatif (Vadivel et al., 2011). Les avantages des graines de légumineuses sont attribués a la
présence de certains composés bioactifs tels que les acides phénoliques, les flavonoides et les
tannins (Singh et al., 2017).

3.1 Définition

Le genre Acacia est un grand groupe d'especes ligneuses appartenant a la famille des
Fabacées (sous-famille des Mimosacées) et le deuxieme plus grand genre de la famille des
legumineuses (Adiamo et al., 2019). L'Acacia comprend plus de 1350 espéces largement
réparties dans les régions tempérées chaudes, tropicales et subtropicales du monde telles que
I'Australie-Pacifique (993), les Amériques (185), I'Afrique (144) et I'Asie (89) (Adiamo et
al., 2019). . Les graines d'environ 40 especes d'Acacia sont utilisées comme source de
nourriture depuis des milliers d'années par les aborigenes d'Australie (Adiamo et al., 2019).
Les bourgeons et les graines de quelques especes sont egalement signalés dans I’alimentation

humaine en Afrique et en Asie (Drabo et al., 2020)

3.2. Profil nutritionnel

La composition chimique des graines des différentes especes d’Acacia révele qu'ils
peuvent servir des sources alternatives des protéines dans I'alimentation humaine. (Adiamo
etal., 2019)
Ces graines sont également riches en fibres brutes. La majorité des graines d’Acacia
contiennent de faibles quantités de graisses et de cendres, similaires a celles que I'on trouve
dans la plupart des légumineuses. Les glucides non fibreux sont les principaux
macronutriments trouvés dans les graines de quelques espéces d’Acacia. Ils sont riches en
minéraux, en particulier en potassium, calcium, magnésium et fer, les valeurs variant selon

les espéces (Adiamo et al., 2019)
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3.4. Composés bioactifs

Les graines d'Acacia, en plus d'étre consommées comme aliment par les humains en
raison de leur composition nutritionnelle favorable, sont également riches en composés non
nutritifs bioactifs connus sous le nom de composés phytochimiques qui peuvent offrir des
avantages pour la santé. Cependant, de I'acide succinique et I'acide gallique ont été trouvés en
abondance dans les graines de certains especes d’Acacia ( A. victoriae). L'acide gallique est
un acide phenolique doté d'une forte capacité antioxydant et a donc été considéré comme une
source potentielle d'ingrédients alimentaires fonctionnels (Sadiq et al., 2015 ; Adiamo et al.,
2019).

Les graines de plantes d'Acacia sont considérées comme une bonne source d'antioxydants
pour I'nomme. Différents classes de composés bioactifs et antioxydants ont éte trouvés dans
les graines d’Acacia en fonction des especes et des conditions d'extraction (Farid et al.,
2014 ; Sadiq et al., 2015 ; Adiamo et al., 2019). Les antioxydants naturellement présents
dans les plantes possedent diverses propriétés biologiques telles que des activités
thérapeutiques qui peuvent piéger les radicaux libres et réduire le stress oxydatif a I'origine de

diverses maladies cardiovasculaires.
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1. Thématique de recherche

Les problématiques de santé constituent un enjeu sociétal et économique majeur. Les
innovations dans ce domaine font largement appel a de multiples champs disciplinaires. Ce
secteur, qui est en rapide et constante évolution, est riche en opportunités de recherche de
stratégies innovantes permettant la résolution de ses problémes. La thématique de recherche
innovatrice proposée lors de cette étude permet d’offrir plusieurs solutions aux problémes de
la santé intestinale a travers le développement des stratégies permettant I’amélioration des
activités physiologiques des germes bénéfiques tout en réduisant celles des germes nuisibles
ou opportunistes constituant la microflore intestinale. L’axe de thématique repose sur une
conception globale de la santé qui touche tout particulierement la cause de principales
pathologies humaines, I’altération de I’¢quilibre du microbiote intestinal. Cette thématique
permet d’aborder les enjeux de I’exploitation des biomolécules et des constituants d’origine
végétale dans le domaine pharmaceutique et le traitement de la dysbiose intestinale. Les
études en ce domaine sont essentielles pour bien répondre aux besoins immeédiats et futurs de
la société souffrant de cette dysbiose. A la lumiére de I’effet considérable que les extraits
phénoliques, cas des extraits gemmothérapeutiques, a sur la santé, la qualité de vie et le
développement économique, il est peu surprenant de constater la nécessite de bien
comprendre ses mécanismes d’action et I’identification de leurs constituants ainsi que
I’amélioration de leurs effets positifs afin de donner des solutions durables aux problemes
sanitaires. Les extraits gemmothérapeutiques de trois espéces d’Acacia : senegal,
macrostachya et dudgeonii pouraient assurer une meilleure activité prébiotique et une grande
capacité de formation de biofilm des bactéries lactiques et de garantir ainsi leur survie lors du
passage gastro-intestinal et leur implantation au sein du colon ce qui confére a la flore

intestinale une meilleure activité et interaction avec son hote.

2.Hypothése

Les extraits gemmothérapeutiques de trois especes d’Acacia : senegal, macrostachya et
dudgeonii pourraient assurer une meilleure activité probiotique et une grande capacité de
formation de biofilm des bacteries lactiques et de garantir ainsi leur survie lors du passage
gastro-intestinal et leur implantation au sein du colon ce qui confere a la flore intestinale une

meilleure activité et interaction avec son hote
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3.0Objectifs du travail

Le rble protecteur des bactéries lactiques probiotiques contre les agents pathogenes, leurs
mécanismes fondamentaux d’action, le caractere GRAS et la diversité de ses métabolites
d’intérét pharmaceutique et sanitaire retiennent une attention particuliére. Cependant, ces
bactéries ont une faible production de certains métabolites d’intérét, une résistance
extrémement instable et une capacité de formation de biofilm et d’implantation moins accrue
que celles des bactéries néfastes. Cela représente un inconvénient majeur pour leur
implantation et intérét sanitaire. Les biomolécules et tout particulierement ceux obtenus a
partir des plantes d’intérét médicinal et riche en principes actifs, qui pourraient échapper a la
digestion de la partie haute du systéeme gastro-intestinal et atteindre le c6lon sous leur forme
native et exercer ainsi une action prébiotique au niveau de la microflore colique, pourraient
constituer des stratégies innovantes permettant I’amélioration des atouts pharmaceutiques et
sanitaires bactéries lactiques probiotiques et par conséquence la flore colique.

C’est dans ce contexte que, I’objectif général de ce travail vise I’évaluation de I’efficacité des
extraits gemmothérapeutiques de trois especes d’une plante comestible Acacia (Acacia

senegal, Acacia macrostachya et Acacia dudgeonii).

Pour ce faire trois objectifs spécifiques ont été fixes :

% Etablir un procédé de germination des graines d’espéces sélectionnées du genre
Senegalia (senegal, macrostachya et dudgeonii )

+ Optimiser le procédé de préparation des extraits gemmothérapeutiques : solvant,
température et durée d’extraction par maceration ;

+ Evaluer les propriétés prébiotiques et probiofilm sur des modeles probiotiques
bactériens :

v" Streptococcus thermophilus CNRZ 447 (provenance de France).
v Enterococcus durans isolé du blé fermenté et identifié par I’ensemble des tests
biochimiques et par une empreinte moléculaire (MALDI-TOF) (Drabo et al., 2019);

v Pediococcus spp (provenance de la Turquie).
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4. Etablissement d’un procédé de germination des graines d’Acacia

Il est le seul objectif spécifique a &tre accompli. Le travail a été réalisée au sein de laboratoire
pédagogique (biochimie) et le laboratoire de recherche de I’université Ibn Khaldoun de Tiaret

dans la période allant de 01 mars 2020 a 23 septembre 2020
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1. Matériels utilisés
1.1. Matériel végétal

Les échantillons des graines d’4cacia senegal, Acacia macrostachya et Acacia dudgeonii
ont été récoltés au Burkina Faso (13.09 Nord, 03.12 Ouest) dans la saison Décembre 2018 et
les spécimens ont été identifiés au Laboratoire d’Ecologie Végétale de I’Université Joseph Ki-

Zerbo. La Figure 02 illustres les différentes graines étudiées.

Acacia macrostachya Acacia senegal Acacia dudgeonii

Figure 02 : Illustration des graines d’Acacia macrostachya, senegal et dudgeonii
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1.2. Matériel du laboratoire

Le matériel du laboratoire nécessaire et qui devrait étre utilisé pour la réalisation de cette
étude est récapitulé dans le tableau N°01 :

Appareils Verreries et Produits chimiques Autres
consommables et colorants

- Autoclave - Béchers - Eau distillée - Papier ver

- Balance - Tubes a essai - Eau bouillante - Tamis

- Chronométre - Boites pétries - Eau oxygénée 16% | - Papier absorbant

- Etuve - Microplaques - Ethanol a 99% - Coton

- Micro-ondes - Acide Sulfurique - Bocaux

- Spectrophotometres 99% - Gants

- Milieux de culture

- Micropipettes
- Porte tubes
- Seringues

- Jetables stériles.

Tableau N°01 : Matériel de laboratoire utilisé lors de I’expérimentation
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2. Méthodes
2.1. Protocole expérimental

Les démarches expérimentales permettant la réalisation de ce travail sont illustrées dans

la figure 03 qui démontre les différents phases a suivre.

Graines

Figure 03 : Protocole expérimental
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2.2. Essais d’optimisation du procédé de germination
a. Prétraitement des graines

Les graines ont été désinfectés dans des boites de Pétri (9 boites pour chaque espéce, soit 10

graines par boite) tapissées a leur fond d’un papier absorbant

Les graines ont été desinfectées par H202 (10-30 ul pendant 2 min pour les deux surfaces),
rincées par la suite a I’eau distillée et mises dans d’autres boites contenant un papier absorbant
puis la désinfection a été effectuée par I’éthanol (10-30ul pendant 2 min pour les deux

surfaces), ensuite rincées par de I’eau distillée en utilisant un tamis, et en fin ces graines ont

été laissées pour le séchage. Nous avons appliqué les mémes procédures pour les 3 especes
d’Acacia(photol).

Photo 01. Désinfection des graines
b. Germination

Les traitements suivants ont été appliqués afin de lever la dormance des graines. Neuf (09)
boites de pétri ont été préparé pour chaque espéce et 10 graines ont été placées.. Ensuite trois
procédés de germination ont été effectués :

1. Trempage des graines dans I’acide sulfurique pendant 1 h (pour les 3 boites), elles sont
retirées de 1’acide puis lavées immédiatement a fond dans un courant d’eau distillée pendant
quelques minutes afin d’éliminer toute trace d’acide, ensuite on met des gouttes d’eau sur
chaque graine et on incube les trois boites chacune a une température différente (70c®, 40c® et
22 °C) (photo 2).

14
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Photo 02. Trempage des graines dans 1’acide sulfurique.

2. Trempage des graines dans de I’eau bouillante pendant 1 h (pour les 3 boites) ensuite on

met des gouttes d’eau sur chaque graine et on incube les boites a différentes températures
(70C®, 40C* et la température de laboratoire (22°C)) (photo 3).
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Photo 03. Trempage des graines dans de 1’cau bouillante

3. Scarification manuelle des graines (pour les 3 boites qui restent) a 1’aide d’un papier
abrasif, ensuite 1’ajout des gouttes d’eau sur les graines puis I’incubation des boites a des

températures différentes (40 °C et 22 °C).

NB : le traitement a été fait pour les trois espéces d’Acacia et une humidification a été
procédée chaque jour en ajoutant a I’aide de la micropipette des gouttes d’eau distillée chaque

jour jusqu’a la germination des graines.
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SISISEECISISENCISES
|
|

Désinfection par H202 et I’éthanol ( 10 —-30pl pendant 2 min )

Trempage dans Trempage dans une o s
. . . Scarification
Iacide sulfurique eau bouillante HEpe
(01h) (01h)
- =] =] Tco o o TCO o o Tco
70C 40C° o biante 70C 40C" o iibiante 70C 4W0C° bt

S8 oege 88
|

Observation et humidification
des graines jusqu’au
germination

Figure 04 : schéma récapitulatif des prétraitements appliqués et les conditions de germination
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2.2.1. Résultats de I’optimisation du procédé de germination

Les résultats de I’effet de la scarification mécanique, le choc thermique et 1’abrasion

acide sur I’aptitude germinatives des graines de A. senegal, macrostachya et dudgeonii sont

présentés comme suit dans les figures 05, 06, 07 :

4,5 -
4
3,5 -
3
2,5 -
2
1,5 -
1
0,5 -

Taux de germination

m Scarification
Eau bouillant

Acide Sulfurique

0

T°C70 T°C40

T°C22

' Température (°C)

Figure 05 : Effet de scarification mécanique, le choc thermique et I’abrasion acide sur le taux

de germination d’A.macrostachya

La germination des graines d’A. macrostachya s'est produite & deux températures :

A 44°C avec un taux de germination de 10% pour le traitement manuelle

(Scarification) des graines. Aucune germination n’est enregistrée aux autres procédés

a cette température.

22°C avec un taux de germination de 20% pour le traitement avec de 1’eau bouillante

et 40% pour le traitement avec de 1’acide sulfurique. Le procédé de scarification n’a

pas permet une germination.
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12 4 Taux de germination

10 -

8 - m Scarification

6 - ® Eau bouillant

4 m Acide Sulfurique
2 -

0 . ' ' Température (°C)

T°C70 T°C40 T°C22

Figure 06 : Effet de scarification mécanique, le choc thermique et I’abrasion acide sur le taux
de germination A. dudgeonii

La germination des graines d’A. dudgeonii s'est produite dans les deux températures :

e 44°C avec un taux de germination de 10% pour le traitement manuelle (scarification)
des graines et 10% pour le traitement avec de 1’eau bouillante.

e 22°C avec un taux de germination de 100% en utilisant le procedé de scarification
manuelle et 90% pour le traitement avec de 1’eau bouillante et 90% pour le traitement

avec de I’acide sulfurique.

10 1 Tauxde germination
9 |
8 4
7 |
¢ m Scarification
> = Eau bouillant
4 » Acide Sulfurique
3 4
2 |
1 .
0 . . . Température (°C)

T°C70 T°C40 T°C22

Figure 07 : Effet de scarification mécanique, le choc thermique et I’abrasion acide sur le taux
de germination A. senegal
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La germination des graines d’A. senegal s’est produite a deux températures :

e 44°C avec un taux de germination de 40% pour le traitement manuelle (scarification)
et 10% pour le traitement avec de 1’acide sulfurique.

e 22°C avec un taux de germination de 50% pour le traitement manuelle (scarification)
et 90% pour le traitement avec de 1’eau bouillante.

La germination des variétés des graines d’Acacia (A. macrostachya, A. dudgeonii, A. senegal)
n'est observée qu'a des températures de 22°C et 40°C avec des taux de germination variés
(germination aprés 5 jours). En comparaison, aucune germination n'a eu lieu a 70°C. Pour
toutes les temperatures auxquelles la germination a eu lieu, il n'y avait pas de différence
notable dans le temps nécessaire pour atteindre la germination maximale, qui a duré en
moyenne 5 jours. Toutes les graines non germées étaient brunes et marquées comme non

viables.

La Température optimale déduite pour la germination des trois variétés (macrostachya,
dudgeonii, senegal) des graines d’Acacia est 22°C. Ce qui est cohérent avec les résultats
trouvés par (Reichman et al., 2006), qui ont étudiés I’effet de la température sur Acacia
harpophylla ou la germination optimale a été observée a des températures de 15 a 38°C, et

aucune germination au-dela de 45°C (Reichman et al., 2006),

On ce qui concerne les traitements effectués pour les essais d’optimisations du procédé de
germination, le traitement avec de I’eau bouillante sur les deux variétés ; Acacia dudgeonii,
Acacia senegal a montrés des taux de germination importants 90% (pour les deux) sauf pour
Acacia macrostachya le taux obtenue est 20% ou la mortalité des graines attribuable au sur-
traitement est plus observée, données confirmées par I’étude effectue de (Clemens et al.,
1977) en étudiant I’effet des traitements des graines sur la germination d’Acacia , ils ont
montrés que les taux de germination élevées sont obtenue avec un traitement a I’eau
bouillante a 80°C et 100°C pour tous les variétés des graines d’Acacia étudiees ( A. falcata ,
A. myrtifolia , A. longifolia , , A. terminalis ) , sauf A. suaveolens . En général, un traitement
de 80°C pour des durées allant de 1 & 10 min fournit des conditions optimales pour surmonter
la dormance, Il est intéressant de spéculer si un temps de traitement moins ou long a 100° C

donnerait un taux plus élevé pour cela plus d’essais sont nécessaire.
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Selon (Burrows et al., 2009 ; Ghassali et al., 2012) la scarification chimique par l'acide
sulfurique concentré donne des taux de germination élevees par rapport a la scarification a
I'eau bouillante ou la scarification manuelle avec le papier verre, ce qui confirme les résultats
de germination obtenue dans le cas de A. macrostachya, mais ce n’est pas le cas en ce qui
concerne A. dudgeonii et A. senegal probablement di au type de dormance caractéerisant cette
espéce. Le seuil et le type de dormance différe d'une espéce a l'autre (Bradford et al, 2008),

ce qui expliquerait nos résultats.

Les graines des trois especes étudiées ont présentés des comportements variées vis-a-vis le
traitement a l'acide sulfurique au moment de leur germination. Ce qui est cohérant au résultats
trouvé par (Kheloufi et al., 2017) qui ont montré que les effets du traitements sont tres
significatifs sur la vitesse et le temps moyen de germination de (A. cyanophylla, A.

farnesiana, A. decurrens).

En récapitulant, les résultats obtenus mettent en évidence I’importance de l'effet du
prétraitement dans la germination des graines. La dormance des graines a une relation avec
I’espéece et varie selon le stade de maturité des graines et le degré de séchage des graines (Li
et al., 2013). Ainsi, le prétraitement doit étre ajusté en fonction de I'état de dormance des
graines (Azad et al., 2010).

2.3. Préparation des extraits gemmothérapeutiques

Plusieurs travaux, qui ont été réalisés dans le sens d’optimisation des procédés d’extraction
de ces métabolites, ont montrés que le rendement et la composition des extraits est fortement
influencé par la technique, le solvant, la température et la durée d’extraction (Jordan et al.,
2009 ; Khan et al., 2010 ; Da portor et al., 2013 ; Boubakeur et al., 2016). Ainsi le but de
ce test est I’optimisation du solvant et de la durée d’extraction des molécules bioactives a

partir des graines germées des trois especes :

+ Selon le protocole de Boubakeur et al., (2016). un macérat sensé étre préparé en

utilisant un mélange du solvant : 30% d’eau distillée, 70 % du méthanol (a 80°)

+ Selon le protocole de Douma et al (2019), un macérat sensé étre préparé en utilisant un
mélange du solvant: 70% d’eau distillée, 10 % du méthanol (a 99%), 20% de

glycérine
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Les deux protocoles de macération devraient étre testés a deux différentes durée : 7 jours et 21

Jours (durées optimisées par Douma et al., (2019)).

Trois paramétres devraient étre pris en considération pour la sélection du meilleur extrait qui
devrait étre choisi pour I’activité prébiotique et probiofilm : rendement d’extraction, la teneur

en polyphénols et la teneur en flavonoides (Boubakeur et al., 2016).

2.4. Evaluation de I’effet prébiotique et probiofilm des extraits

Pour I’évaluation de I’effet prébiotique et probiofilm, les protocoles décrits par
(Boubakeur et al., 2015 ; Boubakeur et al., 2016 ; Boubakeur et al., 2020 ; Khadem et
al., 2020) devraient étre adoptés respectivement pour I’effet de I’extrait gemmothérapeutique
sur la croissance, I’effet sur I’agrégation, effet sur le biofilm total et I’effet sur la production
des EPS selon les demarches ci-dessous :

+ Effet sur la croissance : une cinétique de croissance des candidats probiotiques
est proposée en présence de I’extrait sur milieu liquide. La croissance devrait

étre mesurée apres 12, 24 et 48h

+ Effet sur Dagrégation: une décantation d’une culture des bactéries
préalablement réalisée en présence de I’extrait devrait étre utilisée. Apres
récupération et lavage de la biomasse bactérienne, une décantation devrait étre
suivie pendant Sh a la température de laboratoire. L’agrégation devrait étre
mesurée en pourcentage par rapport a la densité initiale (avant décantation) et

la densité optique prise aprés chaque heure de décantation

+ Effet sur le biofilm total : une culture des bactéries probiotiques de 24h en
présence de I’extrait gemmothérapeutique devrait étre effectuée en milieu
liquide sur tubes a essais. Aprés incubation, les cultures devraient étre jetées et
les tubes devraient étre lavés et coloré au cristal violet. Une coloration plus au
moins foncée indique une bonne formation du biofilm. Pour la mesure du
biofilm, un détachement des bactéries adhérées a la surface des tubes et
colorées devrait étre réalisé en utilisant un solvant de détachement (acide
citrique a 30%) et une lecture de la densité optique devrait étre réalisée a une

longue d’onde optimisée pour chaque bactérie.
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+ Effet sur la production des exopolysaccharides: une extraction par
précipitation a 1’éthanol et un dosage des sucres totaux devraient étre réalisés a
partir des cultures de bactéries faites en présence des extraits
gemmothérapeutique sélectionnés des trois espéces d’Acacia. En utilisant une
courbe d’¢talonnage (préalablement préparée par le glucose comme standard),
la quantité des EPS produites en présence des extraits est déterminée pour
chaque bactérie.
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CHAPITRE IV Conclusions et perspectives

Conclusions et perspectives

Les résultats préliminaires de cette proposition de recherche indiquent que les graines
d’Acacia répondent différemment aux traitements pour la levée de la dormance. Cela suggéere
que pour I’optimisation de la germination, le type de dormance des graines devraient étre
préalablement identifié. Ce travail permettra alors de reformuler les procédes d’optimisation
de la germination des différentes graines.

Malheureusement, dans le contexte de la crise sanitaire que connait le monde et I’Algérie, la
recherche n’a pas pu étre finalisée. Par conséquent ce travail a été reformulé sous forme de

proposition de recherche et propose des pistes de correction du projet.
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Annexe

llustrations des graines apres 5 jours de germination :

1. Germination de A. senegal traiter par I’eau bouillante incubé a 40 °C
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4. Germination de A. senegal traiter par I’eau bouillante incubé a 22 °C

6. Germination de A. senegal traiter par I’acide sulfurique incubé a 22 °C
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7. Germination de A. dudgeonii traiter par I’acide sulfurique incubé a 22 °C

9. Germination de A. dudgeonii traiter par la scarification manuelle incubé & 22 °C
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10. Germination de A. dudgeonii traiter par I’acide sulfurique incubé a 40 °C
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13. Germination de A .macrostachya traiter par la scarification manuelle incubé & 22 °C

15. Germination de A.macrostachya traiter par ’acide sulfurique incubé a 22 °C

16. Germination de A.macrostachya traiter par la scarification manuelle incube & 40 °C
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