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Introduction générale



Les bactéries lactiques jouent un réle important dans la production d’aliments fermentés.
Elles contribuent a I’amélioration de gotit, de ’apparence et de la sécurité microbiologique
des aliments. Ces bactéries partagent des caractéristiques physiologiques et métaboliques
communes, mais sont caractérisées par une faible homologie d’acide nucléique. Elles
produisent une variété de composés antimicrobiens tels que les acides organiques, les
peroxydes d’hydrogene, et les bactériocines. Elles sont des cellules vivantes, procaryotes (De
Roissart, 1986), sont un groupe des bactéries a Gram-positif, immobiles, asporulées,
hétérotrophes, dépourvues de catalase, de nitrate réductase et de cytochrome oxydase
(Dellaglio et al, 1994 ;Atlan et al, 2008). Elles sont omniprésentes ; cohabitent différentes
niches écologiques telles que le lait et les produits laitiers, les 1égumes, la viande, le poisson,
les muqueuses humaines et animales et le tube digestif (Drouault et Corthier, 2001) et ne se
trouve presque nulle part ailleurs que dans leur habitat naturel (De Roissart, 1986). Les
bactéries lactiques utilisées dans les industries agroalimentaires sont considérées comme non
pathogeénes et ont obtenu le statut d’organisme anglo-saxon GRAS (généralement considéré
comme sur) (Adams et Marteau, 1995 ; Aguirre et Collins, 1993). Cependant, certains
membres des genres Streptococcus et Enterococcus, ainsi que d’autres bactéries lactiques,

sont considérés comme des pathogenes opportunistes (Aguirre et Collins, 1993).

Les especes du genre Lactococcus sont isolées du lait ou des plantes. Au sein du genre
Streptococcus, streptococcus thermophilus a été isolé a partir de lait pasteurisé, du matériel

laitier et de levure artisanale (Jones, 1978).

Les especes de Leuconostoc ont été isolées du lait et des produits laitiers, les fruits, les
légumes, les légumes fermentés tels que la choucroute, les produits de boulangerie (Suhigara,
1985) et les confiseries (Devoyod et Poullain, 1988). Les espéces du genre Leuconostoc se
trouvent principalement chez les humains, les animaux et les oiseux. D’autre part, le genre

Pediococcus ne se trouvent en fait que chez les végétaux (Hermier et al, 1992).

Les especes de Lactobacillus se trouvent dans plusieurs milieux différents ; lait et

fromages, lait fermenté, produits végétaux fermentée (Desmazeaud, 1996).

Les thermophiles lactiques, cas de Streptococcus thermophilus, sont des cocci
anaérobies facultatifs immobiles a Gram positif. Elles sont présente dans le lait fermenté et le
fromage (Dellagio et al, 1994 ; Roussel et al, 1994). Streptococcus thermophilus est une

bactérie du groupe sans antigéne, résistante a la chaleur, elle peut résister a 60°C pendant 30



minutes, sensible au bleu de méthyléne (0 ,1) et aux antibiotiques (Dellagio et al, 1994).Elle
est isolé du lait et des produits laitiers sous forme de coques disposées en chaines ou paires de
différentes longueurs. Sa température optimale de croissance varie entre 40 et 50°C et son
métabolisme est homofermentaire (Lamoureux, 2000). Elle joue un rdle principal dans
I’acidification de I’aliment fermenté, elle est responsable de la texture du lait fermenté, et de
sa viscosité en produisant des polysaccarides (composés de galactose, de glucose et de petites

quantités de rhamnose, d’arabinose et de mannose (Bergamaier, 2002).

En plus d’étre traditionnellement utilis€é dans les yaourts en cultures mixtes avec
Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus est également utilisé dans la fabrication
de nombreux fromages tels que : Emmental, Parmesan, Provolone, Mozzarella et Asiago. Il a
¢galement été récemment utilisé avec d’autres ferments mésophiles dans la production de
fromage cheddar (Awad et al, 2005). L’un des principaux rdles joués par Streptococcus
thermophilus dans I’industrie laiticre est d’assurer une acidification rapide du lait lors de la
fermentation lactique. Le taux d’acidification dépend de la souche utilisée (Mora et al, 2004).
Cependant, I’utilisation de Streptococcus thermophilus repose non seulement sur sa capacité
de production d’acide lactique, mais également de formiate, d’acétone, d’acétyle et
d’acétaldéhyde qui contribuent a la saveur du produit fini. D’autres aspects techniques
importants sont également cités, comme la production d’exopolysaccharides (EPS) et de

bactériocines (Mora et al, 2004).

Les bactéries lactiques sont utilisées dans de nombreuses formulations cosmétiques
comme humectants, émulsifiants et stabilisants. Il a été démontré qu’elles pourraient
améliorer la texture de la peau. L’acide lactique est aussi utilisé pour hydrater la peau et traiter
ses maladies (Banbar et al, 2022). Le lactate d’éthyle est I’ingrédient actif des traitements

contre I’acn¢ (Wee et al, 2006).

La surface des bactéries lactiques est recouverte de plusieurs molécules, dont les
polysaccarides font partie. Ils peuvent étre associés a certaines molécules de surface sous
forme de capsules qui enveloppent la cellule, ou ils peuvent étre completement détachés de la
paroi cellulaire et secrétées dans le milieu environnant. (Sutherlans, 1990 :Mozzi et al, 2001
;Fanning et al, 2012 ;Hidalgo Canatabrana et al, 2014) d’ou leur appellation

« exopolysaccarides- EPS ».



Les EPS des bactéries lactiques ont attiré une attention particuliere, sont considérés
comme sir et peuvent &tre utilisés dans les produits alimentaires. Ils ont été prétendus avoir
une large gamme de bénéfice vis-a-vis de la santé, y compris les propriétés cardioprotecteurs
tels que les activités hypocholestérolémiantes, antioxydantes et immunomodulatrices, en plus
des activités prébiotiques et antitumorales (Ahmed et al, 2013 ; London et al, 2016). Les
exopolysaccharides sont des polymeres a longue chaine et de poids moléculaire élevé qui sont
secrétés principalement par les micro-organismes et les microalgues dans leurs milieux

environnants en cours de croissance (Ismail et Nampoothiri, 2010 ; Souza et al, 2012).

Selon leur composition chimique, les EPS des bactéries lactiques sont classés en
homopolysaccharides composés d’un seul type de monosaccharide et en
heteropolysaccharides de plusieurs monomeres (Sutherland, 1990 ; Zidani, 2015 ;Tahoun et
al. ,2015 ;2017) .Leur propriétés biologiques dépendent de la taille des macromolécules. de
leur composition en sucres et de la nature des liaisons sucres présentes (B/e ,1-2, 1-3 ,...)

(Benhadria et al, 2017).

Les EPS issus de bactéries lactiques présentent des critéres intéressants, ce qui rend leur
application dans divers domaines tels que 1’agroalimentaire, cosmétique, biotechnologique et
médical (Hidalgo-Cantabrana et al, 2014 :Kouassi, 2017) . Dans ’industrie alimentaire, les
EPS Sont utilisés pour leur action épaississante ou gélifiante, Ils agissent également comme
biostabilisants, émulsifiants et agents de viscosité (Ruas-Madiedo, 2010 ; Loper et al, 2012 ;
Benha ria, 2017) . Les exopolysaccharides microbiens synthétisés par les bactéries lactiques
jouent un réle important dans la production de produits laitiers fermentés .11 existe une grande
variation dans la production en termes de composition chimique, de quantité, de taille
moléculaire, de charge, de présence de chaines latérales et de rigidité moléculaire (Jolly et al,
2002). Les EPS sont produises par de nombreuse especes de bactéries lactiques : Lactococcus,
Leuconostoc, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus sont des bactéries qui sont utilisées

dans la fabrication de divers laits fermentés (Ruas-Madiedo et al, 2002) .

Lors de cette étude, nous avons envisagé ’aspect parapharmaceutique et cosmétique
des EPS de Streptococcus thermophilus a travers 1’évaluation de leur activité antioxydant in
vitro et donc leur potentielle utilisation comme préparation cosmétique permettant de traiter et

prévenir le vieillissement cutanée résultant du déséquilibre du statut oxydatif dans la peau.

Les objectifs spécifiques fixés lors de cette expérimentation sont :



Screening des bactéries lactiques productrices d’EPS ;

Etude de corrélation entre la capacité de formation de biofilm et la quantit¢ d’EPS

produite ;

Evaluation in vitro de I’activité antioxydant de I’EPS produit et de la souche bactérienne

elle-méme (Streptococcus thermophilus);

Essai de préparation d’un sérum cosmétique a base d’EPS de Streptococcus

thermophilus ;

Etude in vitro de 1’activité microbienne du sérum vis-a-vis de la flore cutanée ;

Etude in vitro de I’activité antioxydante du sérum préparé ;

Evaluation de la capacité de rétention de 1’eau du sérum préparé pour une éventuelle

utilisation comme sérum nourrissant et hydratant.

Le manuscrit de ce projet est structuré en trois parties ; la premicre s’intéresse a englober
I’ensemble des démarches expérimentales adoptées suivie par une discussion des résultats et

en fin un chapitre sur ’aspect institutionnel et économique du projet (BMC).



CHAPITRE I : PARTIE
EXPERIMENTALE



I.1. Objectifs du travail

La présente étude s’inscrit dans le cadre de projet start-up, elle envisage en premier

lieu la :

v'Sélection de souches a fort potentiel sécrétoire d’exopolysaccharides,

v'Evaluation de ’activité antioxydante de la souche sélectionnée

v'Détermination du potentiel antioxydant de I’EPS produit par le test DPPH, TCA.

v'Formulation d’une préparation pharmaceutique a effet anti-vieillissant en utilisant
comme ingrédient principal I’EPS produit.

I.2. Lieu et période de travail

Le travail expérimental s’est déroulé sur une période de deux mois (allant du 30
Janvier au 06 Mars) dans les laboratoires de microbiologie et de biochimie de la faculté des

sciences de la nature et de la vie de "université IBN KHALDOUN de Tiaret.
1.3. Matériel et produit
L.3.1. Souches lactiques testées

Le genre Streptococcus fait partie de la famille des Streptoccocaceae de l'ordre des
Lactobacilles, Elle regroupe des especes dont les cellules ressemblent a des coques organisées

en chaines (Hardie et Whiley, 1997 ; Sun et al, 2014) ,
1.3.2.Matériel

Le matériel utilisé est représenté dans le tableau ci-dessous.

Tableau 01 : Matériel de laboratoire utilisé.

- Autoclave

- Bec bunsen

- Balance

- PH-metre

- Centrifugeuse

- Agitateur magnétique thermique
- Incubateur

- Plaque chauffante

Appareillage

- Microscope

- Spectrophotometre(UV)
- Bain mari

- Vortex

Verrerie - Boite de Petri




Bécher

Pipette pasteur
Burette

lames

Tube a essai

Produits chimiques

Ethanol

Acide sulfurique

Phénol

PBS (Phosphate buffered saline)
Alcool

NaOH

Hecl

Solution DPPH (Diphenyl-2-Pyridyl-
Hydrazine Free Radical Scavenging Assay)
Molybdate d’ammonium

Sulfate de sodium

Milieux de culture

M17 bouillon et gélose
Hypérsachcarosé

Les colorants

Fuchsine.

Bleu de méthylene.
Lugol

Violet de gentiane
Rouge-Congo
Cristal violet

Tableau N°1: Matériel employ€ au cours de 1’expérimentation.

1.4. Méthode

1.4.1. Protocol expérimental

La démarche expérimentale avec toutes ses étapes est illustrée dans le schéma ci-

dessous




Screening et sélection de la souche lactique
A/Analyse phénotypique de la production d’EPS
B/ Test du rouge Congo

NS

Estimation quantitative et qualitative du biofilm total

NS

Analyse quantitative de la production d’EPS (test du cristal violet)

NS

Evaluation du potentiel antioxydant des cellules bactériennes enti¢res

NS

Evaluation du potentiel antioxydant du biopolymeére (EPS) - Test TCA et Test DPPH

Figure N°1 : Protocole expérimentale

1.4.2. Vérification de la pureté de la souche et préparation des aliquotes

La souche lactique testée dans la présente étude a subi une conservation pour plus
d’une année, cela a exigé une vérification de sa pureté avant d’entamer les différentes
analyses microbiologiques. En effet, aprés revivification de la souche en inoculant le bouillon
M17 par un volume de la suspension, et en réalisant des ensemencements en stries sur gélose
M17. Apres incubation a 37°C pendant 24H, des observations macroscopiques (Aspect des
colonies, leur couleur et leur forme) ; et microscopique (coloration de Gram) ont été réalisées

pour confirmer la pureté de 1’espéce étudice.



1.4.3. Screening et sélection de la souche lactique
1.4.3.1. Détermination phénotypique de la production d’EPS : Test du rouge Congo

Plusieurs souches lactiques ont été testées pour leur production d’EPS dont
Streptococcus thermophilus, Enterococcus durans et Pediococcus spp. Le test du rouge

Congo a été réalisé en adoptant le protocole de Freeman, et Falkiner (1989)

La seule souche retenue pour cette ¢tude est S. thermophilus, les deux souches
lactiques dont Enterococcus durans et Pediococcus spp ont été écartées a cause les
contaminations subites lors des manipulations, la difficulté de leur purification (non
disponibilité de milieux de culture sélectifs et certains facteurs de croissances) et la limite du

temps accordée.
1.4.3.2. Préparation de I’inoculum

Les cellules de S. thermophilus provenant d’une culture pure ont été transférées
dans un milieu M17 et ont été incubées a 37 °C pendant 24 h. Ensuite, la culture a été
inoculée dans M17 bouillon dans des tubes a essai, incubée pendant 24 h a 37°C et utilisée

pour les différents tests.

1.4.4. Estimation quantitative et qualitative du biofilm total

L'inoculum de la souche est préparé dans un milieu liquide M17 est normalisé en
densités optiques (DO) de 0,112(10%). En série de tubes nous ajoutons : 2,25 ml de
milieu(M17) et 0,25 ml de I'inoculum. La série est incubé a 45°C pendant 24h.

L’estimation de biofilm a été faite selon le protocole d’O’Toole (2011).

Apres incubation, le milieu est éliminé puis un ringage triple a été réalisé sur les
culture en tube. Pour visualiser le biofilm total, une coloration a été réalisée en utilisant le

cristal violet.

Aprées prise de photo, le biofilm a été détaché afin de le mesurer. Le biofilm est

détaché en utilisant I’acide acétique a 30%.

La densité optique des cellules bactériennes formant le biofilm a été mesuré a I’aide

d’un spectrophotométre a une longueur d’onde de 490 nm.



1.4.5. Analyse quantitative de la production d’EPS

La production d’EPS a ¢été effectuée dans des conditions optimales (Milieu
hypérsaccharosé, pH4.5, 37°C, 24H) selon le protocole de Ricciardi et al
(2002). Brieévement, une suspension jeune de S. thermophilus a été thermisée dans un bain
marri a 80°C pendant 15 min avec une agitation chaque 5 min, les tubes sont ensuite
centrifugés a 5000 g par minute pendant 15 min et le surnageant récupéré a été ensuite
stérilisé en utilisant un filtre millipores de 45um e diamétre. Un volume d’éthanol a été ajouté
dans le but de précipiter I’EPS. Apres une précipitation de 12h, le mélange a été centrifugé a -
4 °C, 12000g, 20 min. La précipitation en utilisant 1’éthanol a été faite trois. L’EPS en culot a
été récupéré et solubilis¢ dans de 1’eau distillée stérile. Il a été conservé au froid pour une

utilisation ultérieure.
1.4.5.1. Dosage et quantification d’EPS

La méthode de Dubois et coll (1956) a été adoptée pour la quantification de I’EPS
produit, elle consiste & introduire dans un tube un volume de 0.5ml de la solution mére d’EPS
ou de ses dilutions (1/10, 1/100), 0.5 ml de phénol et 2.5ml d’acide sulfurique, aprés agitation
du mélange, la DO a été lue a 490nm contre un blanc (ou I’échantillon a été remplacé par

I’eau distillé).

1.4.6. Evaluation du potentiel antioxydant des cellules bactériennes entiéres
1.4.6.1. Test DPPH

1.4.6.1.1. Cellule entiére

Le potentiel antioxydant de S. thermophilus a été évalu¢ comme décrit par
Mansouri et al (2005). Une culture jeune de 18h a été centrifugée a 4000 tours par minute
pendants 5 min, le culot récupéré a ensuite été solubilisé dans le PBS et a subi un lavage trois
fois dans les mémes conditions. La charge cellulaire a finalement été ajustée a 578nm pour

obtenir une DO=1.

2ml de la suspension ajustée a ét¢ mélangé a 1ml DPPH, la mixture a été incubée
a I’obscurité¢ pdt 30 min, et une prise de la DO a 517 nm a été faite contre un blanc (en
remplagant I’échantillon par le PBS), Le potentiel antioxydant a ensuite été calculé selon la

formule suivante :



[(1— Ae) +~ Ab] X 100

- Ae=absorbance de 1’échantillon

- Ab=absorbance du blanc.

1.4.6.1.2. EPS produit

Le méme protocole (détaillé dans la section 1.4.6.1) a été adopté pour 1’évaluation du
pouvoir antioxydant de I’EPS produit par S.thermophilus. La DO du mélange a été lue a 517

nm.
1.4.6.2 Test TCA (The total antioxidant capacity)

Le test TCA décrit par Koracevic et al (2001) a été aussi adopté pour évaluer le
pouvoir antioxydant de I’EPS Produit. Une solution de TCA a été préparée en mélangeant
1.235 g de molybdate d’ammonium (4mM), 0.9942 g du sulfate de sodium (28mM) dans 250
ml d’eau distillée. A 0.1 ml de la solution mére de I’EPS et de ses dilutions (107 a été ajouté
1 ml de TCA, la DO du mélange a été prise a 695 nm contre un blanc. La capacité antioxydant

a été estimée en utilisant la formule suivante :

[(Ab — Ae) + Ab] x 100

- Ae=absorbance de I’échantillon

- Ab=absorbance du blanc

1.4.7. Traitement des données

Tous les tests ont été réalisés en duplique et les moyennes +/- écart-types standards
sont présenté dans les graphes. La significativité des données sont obtenu par le test ANOVA,
une direction et le test post-hoc de Bonferroni et au moins une confirmation (répétition) est

conduit pour chaque test. Le logiciel utilisé est SPSS.
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Chapitre II : Reésultats et discussion



II .1 .Vérification de la pureté de la souche

Les résultats de l'examen macroscopique et microscopique sont résumés dans le
tableau N°2 et les figures N°2.

Tableau N°2 : Résultats de I’aspect macro et microscopique de la souche étudiée.

souche
S.th hil
Test étudié ermophilus
A t . . 1 ‘
Spect macroscopique (repiquage sur le Colonies rondes de couleur blanche
M17)
Aspect microscopique (coloration de Coques a Gram positif, groupés en paires ou
gramme) en chaines

Figure N°2 : Observation microscopique de S. thermophilus aprés coloration de Gram
(x1000).

I1.2. Détermination macroscopique de la production d’EPS : Test de rouge Congo

Streptococcus thermophilus est apparu sous forme de colonies blanchatres et visqueuses
sur la gélose hypersaccharosée additionné du colorant rouge congo (Figure N°3) ce qui

indique sa capacité de la production des EPS.

Figure N° 3: Production d’EPS par la souche 8. thermophilus sur la gélose hypersaccharosée

10



Cet aspect, qui indique une bonne production d’EPS, est comparable a celui trouvé par
Freeman et Falkiner (1989).

I1.3. Estimation quantitative et qualitative du biofilm total

Les résultats de la formation de biofilm par la souche S. thermophilus en fonction du
temps (24h -48h) obtenus aprés la lecteur au spectrophotométre ont permis de
tracer 1’histogramme ci-dessous (figure N°4) .Le biofilm formé apres 48h d’incubation (1.25
D O) est supérieure a celui obtenu apres 24h ( 0,1295 DO). Cette différence significative (p-
value 0.043) de quantité de biofilm formé est expliquée par la tendance de la cellule
bactérienne a s’organiser en biofilm lorsque le milieu de culture s’épuise en nutriment et
devient défavorable a la croissance. Ces résultats sont en parfaite concordance avec les
travaux de Mgomi Yuan (2021) et Boubakeur et al (2022) qui ont montré que le biofilm se
forme sur différente surfaces au fil du temps aprés épuisement de milieu de culture en

nutriment permettant une croissance planctonique.

1,6 -
14 -
1,2 -

0,8 -
0,6
04 -
02 -

Biofilm total (DO)

24h 48h  Temps

Figure N°4 : Capacité de formation du biofilm total par S. thermophilus.

IT .4. Analyse quantitative de la production d’EPS

La figure N°5 représente la quantité d’EPS excrétée par S. thermophilus. L’ examen

macroscopique d’EPS indique un aspect visqueux de couleur blanchatre.
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Figure N°5 : EPS produit par S. thermophilus

Nos résultats sont en accord avec I’étude de Pham et al (2000); Broadbent (2003) qui
ont reporté une premiere démonstration que Streptococcus thermophillus peut produire les
EPS sur un milieu hypersaccharosé ou lactosé¢ ou le saccharose ou le lactose est la seule

source du carbone.

Le rendement maximal d’EPS de S. thermophilus, obtenue apres fermentation de 24 h,
est de 254.5 mg équivalent de glucose/L. Cirrincione et al (2018) et De De Vuyst et al
(2001), lors de leurs études sur la production d’EPS des bactéries lactiques, ont démontré une
production qui se varie entre 10 — 400 mg/l dans des conditions non optimales et peut étre
multiple dans des conditions idéales. De leur part Boubakeur et al (2018) ont enregistré une

efficience de 200 mg equivalent de glucose/ml.

Une corrélation significative (p-value=0.001) a ¢été¢ enregistré entre la formation de

biofilm et la quantité d’EPS produite (figureN°6).

M [EPS]/24h  m Biofilm total/24h

FigureN©6 : Corrélation entre I’EPS et le biofilm en fonction de temps de 24h
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Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Khadem et al (2020) et Boubakeur
et al (2022) qui ont montré que la production des EPS de S. thermophilus semble étre associée

a la formation de biofilm.

Les biofilms bactériens sont des amas structurés de cellules bactériennes enrobés dans
une matrice polymérique (EPS) et attachés a une surface (Yannick Tremblay et al 2014).

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 espece (Boubakeur et al 2020). Cependant, certaines caractéristiques sont
reconnues comme des attributs généraux de la formation de 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 I'exopolysaccharide matriciel varie
considérablement en fonction des conditions de croissance, du milieu et des substrats
(Boubakeur et al 2020). Cette particularité explique clairement la corrélation exprimée entre

la formation de biofilm et la quantité d’EPS produite.

IL.S. Evaluation du potentiel antioxydant des cellules bactériennes entiéres
I1.5.1. Test DPPH

I1.5.1.1. 1a cellule et PEPS produit

Dans la figure N°07, L’activité antioxydant de la souche utilisée avec son EPS produit

ont des pourcentages de 50.41% et de 20.44% respectivement.

@l

3

Bimmasse EPS

Figure N°07 : Test DPPH avec la cellule bactérienne et I’EPS.
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La biomasse s’est révélée plus active, elle a exprimé une activité antioxydante tres

significative (p-value= 0.001) en utilisant le test DPPH.

L’étude de Shengjie Li et al 2014 et Xiangna Lin et al 2018 a confirmé les résultats
obtenus dans nos travaux de les activités antioxydants des bactéries lactiques et leurs

métabolites (EPS) .

11.5.2. Test TCA avec ’EPS

Les résultats de ce test sont représentées dans la figure N°08, les pourcentages de la
capacité antioxydante en fonction de la concentration de I’EPS synthése et ’acide ascorbique

sont Ci= 0.3 mg/ml (19.8 %) et C2=0.375 mg/ml (94.42 %) et [AA] =0.176 mg/ml (66.84%).

R %

100 -

80 -

60 -

40 -

20

AA[0,176g/ml] EPS [0,3g/ml] EPS [0,375g/ml]

Figure N° 08 : Capacité antioxydant d’EPS de la bactérie S. thermophilus et I’acide
ascorbique
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Adebayo et al (2020) et Zheng et al (2006) ont démontré le pouvoir antioxydant ¢levé des
EPS produit par les bactéries lactiques. Ils ont noté une relation proportionnelle entre le

pouvoir antioxydant et la concentration des EPS.

Deux mécanismes pourrait expliquer e pouvoir antioxydant des EPS ; la forte capacité des
EPS de se complexer avec certains minéraux essentiel a la génération des radicaux libres et la
possibilité de neutralisation directe des radicaux libres. Ces deux mécanismes sont liés a la

présence des groupement OH.
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CONCLUSION



CONCLUSION

Divers effets santé ont été attribués aux exopolysaccharides des bactéries lactiques
(hypocholestérolémiant, immunomodulateur, antimoral, antioxydants, antiadhésifs et
antimicrobiennes). Ainsi notre propos était d’évaluer 1’activité antioxydante des EPS pour une
potentielle utilisation des EPS comme une préparation cosmétique permettant de prévenir le

vieillissement du a stress oxydatif cutané.

A Dinstar des résultats obtenus, un rendement maximale d’EPS a ¢été enregistré dans des
conditions de culture optimales (milieux de culture hypersaccharosé la température
d’incubation 37°C et PH 4.5), soit une quantit¢ de 254.5 mg équivalent de glucose/ml.
Néanmoins une optimisation rigoureuse de I’ensemble des conditions de la production des

EPS est fortement recommandée.

Une forte corrélation a été enregistrée entre la production d’EPS et la formation de biofilm.
Plus de 70% d’EPS ont été produits par une communauté bactérienne de 26%. Il est
intéressant d’étudier le mécanisme de corrélation entre la production d’EPS produite et les
différentes étapes de formation de biofilm afin de comprendre les conditions globales liée a la

bonne efficience en EPS.

Un pouvoir antioxydant trés prononcé a été enregistré pour les EPS et la souche elle-méme

en utilisant les deux Test ; DPPH et TCA.

Les résultats préliminaire de cette ¢tude laissent suggérer que les EPS de S. thermophilus
pourraient étre requis pour la protection contre les dommages oxydatifs permettant ainsi de
prévenir le vieillissement de la peau lié au stress oxydatif. Pour tirer de conclusion
concernant leur utilisation comme préparation cosmétique contre le vieillissement, il est

fortement recommandé de tester plusieurs protocoles (in vitro et in vivo).
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Résumé

Les EPS des bactéries lactiques ont attiré une attention particuliere et sont considérés
comme sir et peuvent étre utilisés. Néanmoins, les fonctions physiologiques des EPS
bactériens sont encore inconnues et seulement quelques EPS bactérien ont été exploités a des
fins et applications pharmaceutiques. Ils ont été prétendus avoir une large gamme de bénéfice
vis-a-vis de la santé, y compris les propriétés cardioprotecteur telles que les activités
hypocholestérolémiantes, antioxydantes et immunomodulatrices, en plus des activités
prébiotiques et antitumorales. Ainsi le but de notre étude était, sur le premier plan,
I’estimation de la capacité d’une bactérie lactique Streptococcus thermophilus a produire les
EPS tout en estimant I’impact du temps sur le rendement et de la formation de biofilm. En
deuxieme plan, nous étions intéressés a 1’utilisation potentiel des EPS comme préparation
cosmétique a travers 1’évaluation de leur activité antioxydante. La production des EPS a été
faite dans des conditions de culture préalablement déterminée ((milieu hypérsaccharosé,
pH4.5, 37°C). Une corrélation entre la quantité d’EPS produite et le biofilm formé a été
enregestrée. L’activité antioxydante a été évaluée par la technique de DPPH et de TCA. Les
résultats indiquent une production maximale d’EPS d’ordre de de 254.5 mg équivalent de
glucose/ml et une activité antioxydante notable. Ces résultats laissent suggérer que les EPS de
S. thermophilus pourraient €tre utilis€és comme préparation cosmétique afin de prévenir le

vieillissement cutané li€¢ au stress oxydatif.

Mots clés: Exopolysaccharide , Streptococcus thermophilus , Activité antioxidante, DPPH ,

bactéries lactique , vieillissement cutané .



Abstract

The EPS of lactic bacteria have attracted special attention and are considered safe and can
be used. Nevertheless, the physiological functions of bacterial EPS are still unknown and only
a few bacterial EPS have been exploited for pharmaceutical purposes and applications. They
have been claimed to have a wide range of health benefits, including cardioprotective
properties such as hypocholesterolemic, antioxidant and immunomodulatory activities, in
addition to prebiotic and antitumor activities. Thus the aim of our study was, in the
foreground, to estimate the capacity of Streptococcus thermophilus to produce EPS while
estimating the impact of time and biofilm formation. Second, we were interested in the
potential use of EPS as a cosmetic preparation through the evaluation of their antioxidant
activity. Production of EPS was done wunder pre-determined culture conditions
(hyperosaccharosed medium, pH4.5, 37°C). A correlation between the amount of EPS
produced and the biofilm formed was recorded. The antioxidant activity was evaluated by the
DPPH and TCA technique. The results indicate a maximum EPS production of 254.5 mg
glucose equivalent/ml and a noticeable antioxidant activity. These results suggest that S.
thermophilus EPS could be used as a cosmetic preparation to prevent skin aging due to

oxidative stress.

Keywords: Exopolysaccharide , Streptococcus thermophilus , Antioxidant activity, DPPH ,
lactic bacteria , skin aging
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Préparations cosmétiques a base d’exopolysaccharide des bactéries lactiques

I. Premier axe

Préparation d’un sérum anti-age a base d’exopolysaccharide de bactéries lactiques

LI. Valeurs suggérées
a. Valeurs scientifiques

L'intérét scientifique pour I'é¢tude des bactéries lactiques comme sources de nouveaux
composés pour leur transformation en agents thérapeutiques et cosmétiques a considérablement
augmenté. Nombreuses ¢tudes ont documenté 'efficacité des métabolites de ce groupe bactérien
y compris les exopolysvvharides (EPS).

L’effet stimulateur des exopolysaccharides, testé par Boubakeur et ses collaborateurs, sur la
croissance et le métabolisme des bactéries bénéfiques constituant le microbiome intestinal était
trés notable. Les EPS se sont révélés trés utile pour la diversification du microbiome et pour la
restauration de son équilibre.

L’étude que nous avons menée sur 1’activité antioxydante in vitro des EPS d’une bactérie
lactique d’intérét a ét¢ évalué a I’état pur et en synergie avec la cellule bactérienne productrice en
utilisant deux protocoles. L’extrait a exercé un effet stimulateur de la croissance, 1’adhésion et la

formation de biofilm des probiotiques. Les EPS ont exercé un effet antioxydant notable.

b. Valeurs innovantes et nouvelles

Ce Sérum cosmétique a base de produit naturel, issue de bactérie lactique, nous permet de
remplacer les produits synthétisés par voie chimique qui pourraient avoir des effets secondaires
indésirables. Sa composition ainsi que la matiére premicre utilisée constituent un grand atout
permettant une réduction importante des couts de production. Le produit sera destiné aux

populations de différents ages.
c¢. Valeur personnalisée
L’extraction du principe actif « EPS » se fait a partir des bactéries lactiques suite a un
screening rigoureux de bactéries formatrices de biofilm et productrice d’EPS.
d. Valeur par conception

Le produit se distingue par un design simple similaire aux produits disponibles sur le marché.
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e. Valeur de prix

Le produit visé sera moins couteux par rapport a la matiére premiére utilisé pour la

production du principe actif, le lactosérum enrichi.

f. Valeur de haute performance

Le principe actif, EPS, a montré une forte activité prébiotique vis-a-vis une large gamme
de bactéries bénéfiques et une grande capacité de rétention de 1’eau et une affinité vis a vis
des radicaux libres (activité antioxydante ¢levée) ce qui rend le produit trés efficace comme
un agent thérapeutique rééquilibrant permet de reconstituer la flore cutanée, renforcer les
barrieres naturelles de 1’épiderme, d’hydrater la peau et de prévenir son vieillissement sous
I’effet du stress oxydatif. En effet le projet pourra atteindre une envergure nationale et

internationale avec la possibilité de ’exporter a I’étranger.

1.2. Equipe de travail

Actuellement, 1’équipe de travail est composée des étudiantes Dobab Tahani et
Mahroouz Fadhila inscrites en master 2 Toxicologie et sécurité alimentaire sous la direction
des docteurs Boubakeur Badra et Khadem Hafidha, spécialisée en microbiologie et tout
particulierement [’utilisation des biomolécules d’origine microbienne comme alternatives
innovantes permettant de générer des produits d’intérét pharmaceutique et médical de haute

performance tout en réduisant les frais de la production.

1.2.1. Objectifs du projet
Notre mission est le développement, la fabrication, le conditionnement et la

commercialisation d’un produit bio d’intérét cosmétique.
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a. Chronologie de réalisation du projet

Pour une quantité d’EPS de 250g/1000 L préparant environ 1000 ampoules de
6 ml de sérum Hydra-LABSlime

La mission Temps
Préparation et caractérisation de la souche 7 jours
productrice

Collecte de mati¢res premicres 500 a 01 jour
1000 litre

Analyse physicochimique et 5 jours

microbiologique de la matiére primaire

Enrichissement de la matiére primaire et 01 jour

préparation de la cuve de fermentation

Remplissage de la cuve (fermenteur) 01 jour

Déroulement de la fermentation 05 jours
Récupération du produit « EPS » 03 jours
Purification du produit 03 jours
Contrdle des EPS récupéré 03 jours
Préparation du produit final « Sérum » et 02 jours

conditionnement (emballage)

Total 27 jours
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II. Deuxiéme axe

Aspects innovants

Les microorganismes ont la propriété de synthétiser des polysaccharides ou polyosides,
ces composés constituent jusqu’a 60% du poids sec du corps cellulaires. Les bactéries
lactiques produisent ces polysaccharides en tant que composants de la paroi cellulaire et des
polymeres de stockage. De point de vue technologique, les exopolysaccharides peuvent
agir comme viscosifiants, stabilisants, gélifiants et /ou agents de rétention d’eau, adsorbants
sélectifs, et additifs rhéologiques dans les aliments, les médicaments, et les produits
industriels. De point de vue pharmaceutique, les EPS sont associés aux propriétés
physiologiques diverses ; prébiotiques, anti-tumuroales, anti-cholestérol, anti-inflammatoire,
antioxydante, immuno- modulatrice, antibiofim. De point de vue cosmétique, les EPS
constituent aujourd’hui une matrice innovante pourrait équilibre le microbiome cutané,
hydrater la peau, et prévenir le stress oxydatif cutané. La peau sera donc amélioré et

nourrie et plus lumineuse.

III. Troisiéme axe : Analyse stratégique du marché
ITI.1. Main d’ceuvre

IIL.1. 1. Collecte et entretient de la matiére primaire

Le personnel chargé de la collecte et de 1’analyse physicochimique et
microbiologique de la matiére primaire devrait étre constitué de personnes qualifiées en

microbiologie et biochimie.

Le personnel chargé du transport devrait étre qualifié en termes de conduite et

responsabilité a I’égard du maintien de la qualité de la matiére primaire.

I11.2.2. Production et emballage

Le personnel chargé de la production des EPS et de 1’analyse physicochimique et
microbiologique de produit fini devrait étre constitué de personnes qualifiées en
microbiologie industrielle.

Le personnel chargé de I’emballage devrait étre qualifié en chimie des matériaux.
II1.3. Commercialisation

Le personnel chargé de la commercialisation du produit fini devrait €tre qualifié en

marketing
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I11.2. Concurrent

Il existe des industries et pharmaceutiques et institutions cosmétique dans le méme
secteur a I’échelle mondiale, ou les EPS pourraient étre utilisés comme ingrédient dans la
préparation des crémes et sérums anti-dge et hydratantes. Nous ambitionnons de renforcer
notre position a travers 1’adoption d’une stratégie permettant d’assurer une forte pénétration
du produit dans la peau. Plus leurs fortes activités et fonctionnalités élevés (comme texturant,
hydratant, antioxydant), les EPS sont aussi caractérisés par leur nature qui facilite la réduction
maximale de leur poids moléculaire, une propriété trés recherché dans les différends produits
d’intérét cosmétique. Nous visons aussi la mise a disposition aux clients un produit bio a
usage cutané de haute qualité et efficacité tout en reduisant tout éventuel effet indésirable vis-
a-vis de la santé et de I’environnement.

Concernant le prix en alignant notre stratégie sur celle de notre pays, en matiére de
développement socio- économique durable et de notre politique pharmaceutique nationale,
nous visons un accroissement de capacité de production ainsi que I’élargissement de notre
gamme de sorte que notre produit trouve un succes et une popularité a un prix raisonnable.

Les produits anti-ages hydratants sur le marché international oscillent entre 50- 100 $,
estimé entre 700 -20000 DA.

Nos analyses et stratégie sur le marché national aboutissent que notre produit sera d’un
prix concourrait de 3000 DA.

II1.3. Marché cible

Les laboratoires pharmaceutiques et parapharmaceutiques et les institutions
cosmétiques : Les interactions et les transactions se déroulent majoritairement entre deux

entreprises(business to business) et pourraient aussi concerner des consommateurs individuels.

II1.4. Exigences légales
Le responsable du systéeme management de la qualité doit s’assurer que des processus
appropriés de communication soient €tablis au sein de 1’entreprise et que la communication

concernant I’efficacité du systéme management de la qualité ait bien lieu.
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IV. Quatriéme axe : plan de production et organisation.

IV.1. Plan d’organisation

La chaine de formulation du produit final se résume par une description générale des
étapes impliquées dans la chaine de production:

a-Prétraitement et controle

Apres I’ Acquisition, la matiére premicre devrait d’abord subir un contréle physicochimique

et microbiologique et enrichissement par des facteurs de croissance minéraux.

b-Fermentation
La matiére primaire prétraitée devrait étre ensuite placées dans de grandes cuves ou
fermenteurs de capacité allant de 500 a 1000 L et inoculée par une quantité précise de la culture

starter « inoculum industriel ».

Fermenteur a grande échelle.

c-Récupération
Les EPS sont ensuite extraits de la culture en procédant a des centrifugation et précipitation

selon le protocole décrit dans la partie matériel et méthodes.

d. Analyse de purification

Une fois purifiés, les EPS sont ensuit subit un contrdle physicochimique et contrdole de

stabilité afin de s’assurer de leur pureté.

10
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Systeme HPLC

e. Séchage
Une fois purifiée, les EPS généralement déshydratée pour enlever I'exceés d'humidité. Cela

eut se faire par séchage a l'air, lyophilisation (séchage sous vide) ou séchage par pulvérisation.
p p g yop g ge parp

Sécheur a pulvérisation

f. Conditionnement en poudre
Les EPS destinés aux laboratoires et institutions cosmétiques sont en poudre ensuite
conditionnée dans des emballages appropriés, tels que des sacs ou des boites, préte a étre

expédiée et distribuée pour une utilisation ultérieure.

g. Préparation du sérum Hydra- LABSlime « HLS »
Le sérum est préparé a base d’EPS majoritairement et en utilisant d’autres ingrédients utilisés

dans la préparation des sérums a usage cosmétique.

IV.1. Plan De Financement

Pour soutenir les activités de l'entreprise. Notre plan de financement comprenant les
¢léments clés suivants :

a-Investissements initiaux

On berge notre projet sous la direction de fond national d’investissement.Préts initiaux : Montant
emprunt¢ auprés de banques pour financer les investissements de démarrage

11



Préparations cosmétiques a base d’exopolysaccharide des bactéries lactiques

b-Investissements a moyen/long terme

Equipements et immobilisations : Montant nécessaire pour acquérir des équipements, des locaux
ou d'autres actifs a moyen/long terme.

Tableau de Financement de I’équipement. Moyen terme

Les machines / produits chimiques Prix

Fermenteur de laboratoire 15 a 20 million de centime

Fermenteur industriel De 30 a 70 million de centime

o 73 million de centime
Sécheur a pulvérisation

Systéeme de HPLC : chromatographie a haute pression 180 million de centime

Autoclave 36 million de centime

Spectrophotometre UV/ Visible

Réfrigérateur et congélateur 20 million de centime

Tableau de Financement de 1’équipement /long terme.

La machine Temps

Automobile 250 million de centime
Infrastructure 2 milliard de centime
Terrain dans la zone industrielle

. Le Bénéfice de I’entreprise

Au dépend de plusieurs facteurs, notamment les revenus, les coflits et les dépenses. Et selon la
formule universelle pour calculer le bénéfice d'une entreprise :

Bénéfice =  Revenus totaux - Colts totaux -  Dépenses  totale

12
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Les revenus totaux correspondent a l'ensemble des revenus générés par notre entreprise

pour un début :

1 000 kg d’EPS peut établir environs 1000 ampoule pendant environs 10 jours.
RT=1000x3000DA (prix d’une seule ampoule)= 3000000DA/ mois.

Cout Totaux

Désignation

Nombre/ quantité

Cout

Matiéres premiéres

1000 L

Substrat bon marché

« Lactosérum »

Main-d'ceuvre directe

Deux laborantins et
guatre agents

polypvalents

- Salaire des Laborantin=
2x35000= 70000/2= 35000 ;

- Salaire des agents
polyvalents=4x20000=
80000/2= 40000.

Total 150 000 Da

Frais de production :

- Ethanol

- Emballage

milieu) ;

des flacons en verre ;

- 3000 L (pour 1000 L de

- Le sérum sera rempli dans

-Prix 1000 L : 150000 Da. ;

- Prix par unité : 100 Da, soit
40000 Da pour 4000

ampoule.

Couts totaux = 340000 Da

Dépenses totales

- Electricité et gaz ;

-Eau

150000 Da/ 6= 25000 ;
40000/6= 6600.

Dépenses totaux= 31600 Da

Bénéfice HLS / mois =

Soit

3000000 — 340000- 31600= 2628400 Da
Bénéfice HLS / mois = 2628400 Da

Revenus totaux - Co(its totaux - Dépenses totales.

Bénéfice HLS / année = 25,71 x 2628400= 67576164 Da/ans

25, 71 est calculé comme suit : 360/14
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Pour déterminer les bénéfices potentiels au cours des trois premieéres années De notre startup
r »fabriquant de la gélatine pharmaceutique, il est important de prendre en compte plusieurs facteurs
tels que les revenus prévus, les colits de production, les investissements initiaux et les dépenses
opérationnelles. Veuillez noter que ces chiffres sont hypothétiques et peuvent varier

considérablement en fonction de la situation réelle du startup.

Investissements initiaux et les dépenses opérationnelles s'¢levent a 67576164
Da pour la premiere année.

Revenu de la deuxiéme Année
Espérons une croissance de 20 %, ce qui corresponds a des ventes de :

3000000+3000000%20/100=3600000Da/ans.

Coiits de production

Les cotits de production peuvent augmenter en raison de 1'expansion de l'activité.

Supposons que les cofits de production s’¢levent a 380000 DA.
Dépenses opérationnelles : les dépenses opérationnelles augmententlégérement pour atteindre

35000 DA.

Bénéfice
Le bénéfice brut pour la deuxieme année serait donc :
3600000-380000 - 35 000 = 3185000 Da / mois
soit
4385000% 25,71= 113548215 Da/ ans.
Revenu de la troisieme Année
Supposons une croissance continue : La startup poursuit sa croissance en consolidant sa

clientéle existante et en attirant de nouveaux clients.

Espérons pour la troisiéme année une croissance de 25 %, ce qui signifiedes ventes
de :
3800000 + (3800000%25/100)= 4750000 Da/ mois.
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La startup continue a innover pour rester compétitive, en introduisant de nouvelles
fonctionnalités, en explorant de nouveaux marchés ou en développant de nouveaux produits.

Qui va augmenter les dépenses au méme temps les couts de production.
La Production s'élévent a 400000 DA et les dépenses 45000 DA.
Le bénéfice de la troisieme année serait de :

4750000 — 400000- 45000= 4305000 Da/ mois

Soit
725000 x25.71= 142819050 Da/ ans

La figure ci-dessous illustre I’évolution du bénéfice durant trois ans.

Bénéfice Da

142819050

112738350
93170469

Année 01 Année 02 Année 03

Evolution du bénéfice durant trois a
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