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Introduction

La génération des Especes réactives de I'oxygene (ERO) telles que I'anion superoxyde
(O2-) le peroxyde d'hydrogéne (H20-) et le radical hydroxyle (OH) au cours du métabolisme
cellulaire est un métabolisme normal et nécessaire. Elles jouent un rdle important dans la
signalisation cellulaire, I'apoptose, I'expression des genes et le transport des ions (Liu et al.,
2011). Cependant, lorsqu’elles sont produites en quantité excessive et non controlée, les ERO
peuvent devenir toxiques pour les composants de la cellule, les lipides, les protéines et les
acides nucléiques (Sanchez, 2017) et par conséquent conduit au stress oxydatif (Valko et al.,
2004).

Ce phénomene oxydatif est définit comme un déséquilibre de la balance
oxydants/antioxydants en faveur des oxydants. Ce dernier est largement impliqué dans le
développement de certaines pathologies telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires,
I’obésité et le diabéte (Al-Dalaen et Al-Qtaitat, 2014).

Pour se protéger aux effets néfastes des ERO, I’organisme dispose d’un ensemble
complexe de défenses antioxydantes puissantes (Haleng et al., 2007). On distingue deux
sources d’antioxydants. L’une est endogeéne et se compose d’enzymes notamment : la
superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase (Ighodaro et Akinloye, 2018).
L’autre est exogéne non enzymatique et est apportée par I’alimentation. Ce sont les
polyphénols, les caroténoides, les oligo-éléments (cuivre, zinc, sélénium, magnésium et
manganése), ainsi que les vitamines A, C et E. Ces antioxydants agissent en inhibant a la fois

la formation et le développement des radicaux libres (Shah et Modi, 2015).

Afin de reduire les dommages oxydatifs induits par les radicaux libres, des antioxydants
synthétiques ou naturels sont utilisés. Bien que, il s’est avéré récemment que ces antioxydants
synthétiques disposent des effets indésirables sur la santé de I’homme. De nombreuses études
ont dévoilé que ces antioxydants synthétiques sont toxiques voire cancérigenes (Panicker et
al., 2014 ; Socrier, 2017 ; Kornienko et al., 2019). Au vu de leur impact sur la santé leur
utilisation est donc compromise. Pour cela, les chercheurs donnent beaucoup d’intérét aux
antioxydants de nature biologique a I’instar des bactéries benéfiques essentiellement les
probiotiques. Ces derniers sont largement vantés pour leurs effets bénéfiques sur la santé,
ainsi que leur réle dans le domaine agroalimentaire (Liu et al., 2018). Leur efficacité repose
en grande partie sur le choix de I’espece et méme de la souche bactérienne sélectionnée.
Parmi les souches bactériennes vivantes sélectionnées en raison de leur importance
contribution au maintien de I'écosysteme intestinal, on distingue les bactéries lactiques
(Yadav et Shukla, 2017).
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Les bactéries lactiques sont utilisées depuis plusieurs siécles comme des agents
protecteurs, sont caractérisés par la synthése des métabolites antimicrobiens ; en raison de
leurs propriétés, elles jouent divers roles tels que la conservation des aliments (Ajao et al.,
2021), la stimulation immunitaire et la compétition pour les sites d’adhésion aux parois de
I’intestin ~ (Djadouni, et al., 2013). Elles peuvent se retrouver a 1’état libre dans
I’environnement ou vivent en association avec un hote, dans des divers produits alimentaires
comme les produits laitiers fermentés et méme sur la surface des végétaux (plantes, fruits et
légumes, ...) (Makhloufi, 2011). Récemment, de nombreuses études ont montré que certaines
souches de bactéries lactiques exercent des activités antioxydantes et anti-inflammatoires
(Jain et Mehta, 2017 ; Khan et al., 2021).

D’autre part, les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation des matieres
végétales et animales. Elles ont un réle important dans la préparation et la conservation de
nombreux aliments fermentés, leur conférant le statut Généralement reconnu comme sans
danger (GRAS) (Ayyanna et al., 2018). Parmi les aliments fermentés les plus riches en
bactéries lactiques, le blé fermenté traditionnel (hamoum). En effet, les grains de blé
conserves plusieurs années en silos souterrains, cette conservation permet la prolifération de

nombreux microorganismes qui entrainent leur fermentation naturelle.

Les bactéries lactiques isolées du blé fermenté peuvent étre considérées comme une
solution prometteuse, dans les applications médicales et alimentaires, de ce fait, diverses
études se sont intéressées a trouver des méthodes de valorisation de ce produit fermenté en
I’utilisant comme source d’isolement des bactéries lactiques a caractére probiotique et
antioxydant puissant, deux facteurs déterminants d’un potentiel thérapeutique important.
Dans cette optique, l’objectif de cette étude consiste a évaluer, in vitro, Dactivité
antioxydante de quatre bactéries lactiques isolées du blé fermenté. Cette activité a
été évaluée par le biais de la réduction du fer et la détermination des taux en

glutathion réduit et en protéines a groupement thiols (SH).
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I.1. Objectifs de I’étude

Cette présente étude s’intéresse a évaluer [activité antioxydante de quatre

bactéries lactiques isolées du blé fermenté.

Le pouvoir antioxydant de ces isolats a été mesuré via leurs capacités a réduire
le fer ferrique (Fe*) en fer ferreux (Fe?") ainsi que leurs aptitudes a synthétiser le
Glutathion réduit et les groupements thiols. Et ce afin de sélectionner parmi eux la
souche ayant le potentiel antioxydant le plus important et susceptible d’étre utilisé
dans le domaine biotechnologique ou bien dans les stratégies nutritionnelles
préventives contre les pathologies chroniques a stress oxydatif et ce en les utilisant

dans les préparations nutraceutiques.

L’activité antioxydante des 4 isolats a ¢été comparée a celle d’une souche
lactique, choisie comme  référence, isolée d’un complément alimentaire

commercialisé sous le nom de Lactibiane ®.
1.2. Lieu et durée de travail

La demarche expérimentale relative a cette étude a eté réalisée durant la période allant
du 08/02/2022 jusqu’au 30/03/2022. Elle a été effectuée au sein des Laboratoires suivants :

%+ Laboratoire d’Amélioration et de Valorisation des productions animales locales
Université Ibn Khaldoun- Tiaret
% Laboratoire de Microbiologie de la Faculté des Sciences de la Nature et de la

Vie « Université Ibn Khaldoun- Tiaret ».
1.3. Matériel et produits chimiques

Le matériel, les produits chimiques et les milieux de culture nécessaires a

I’accomplissement de ce travail sont cités dans le tableau 1
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Tableau 1 : Matériel, milieux de culture et produits chimiques utilisés.

Matériel et Appareillages

Réactifs et produits chimiques

Milieux de culture

-Spectrophotomeétre
(SHIMADZU)

-Vortex (TECHNO KARTELL)
-Balance analytique (OHAUS)
-Agitateur magnétique
(ROTMAG)

-Bain marine (MEMMERT)
-Broyeur (ULTRA TURRAX
T25)

-Sonicateur (BANDELIN
SONOREX TK52)
-Centrifugeuse (SIGMA)
-Boite de Pétri

-Autoclave

-Incubateur (MEMMERT)

-Acétate de sodium (C,H3;NaO, ;
PH=3,6 ; PM=82,034g/mol)
-Chlorure de fer 111 (FeCls;
PM=162,2g/mol)
-2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine
(TPTZ ;C1sH12Ng ;PM=312,34g/mol)
-Acide chlorhydrique (HCL ;
PM=36,45g/mol) (1N)

-Sulfate ferreux (FeSO, ;
PM=151,908g/mol)

- Acide gallique (C7HeOs;
PM=170,12g/mol)

- Acide ascorbique (CgHgOg ;
PM=176,12g/mol)

- Quercétine (C15H1007 ;
PM=302,23g/mol)

-Catechine (C15H140s ;
PM=290,26g/mol)
-Hydrogénophosphate de sodium
(Na;HPO, ; PM=141,98g/mol)

- Phosphate de potassium dibasique
(K2HPOg4; PM= 228,23 g/mol)

- Phosphate de potassium
monobasique (KH2PO4; PM= 136,09
g/mol)

-Serum albumine bovine (BSA)
-Réactif de Bradford

-Chlorure de sodium (NaCl;
PM=58,44g/mol)

-Chlorure de potassium (KCI ;
PM=74,55g/mol)

-Sodium phosphate dibasique
dodécahydraté (Na,HPO, 12H,0 ;
PM=358,14)

-Chlorure de magnésium (MgCl, ;
PM=203,31g/mol)

-Chlorure de calcium (CaCl, ;
PM=110,98g/mol)
-N-acétylcystéine (CsHoNOsS ;
PM=163,195g/mol)

-Glutathion réduit (C1oH17N30¢S ;
PM=307,32g/mol)

-MRS (Bouillon)
-MRS (Gélose)
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I.4.Matériel biologique
1.4.1.Matrice végétale

Au cours de cette présente étude, 1’isolement des bactéries lactiques a €té réalisé a partir
d’un aliment fermenté traditionnel (le blé fermenté naturellement), ce dernier a été
gracieusement fourni par un agriculteur de la région de Relizane. Le choix d’utiliser le blé
fermenté pour I’isolement est justifié par le fait que cet aliment a un potentiel bénéfice sur la
santé, il est historiquement et traditionnellement utilisé contre certaines complications
digestives, il est considéré comme un aliment fonctionnel ayant des propriétés médicinales
dans la prévention et le traitement de nombreuses complications physiopathologiques
intestinales. Ses vertus sont dues a sa composition et sa grande diversité en microorganismes
essentiellement les bactéries lactiques issues de la fermentation naturelle, a potentiel
probiotique, caractérisées par des effets protecteurs bénéfiques sur le microbiote intestinal et

des propriétés nutritionnelles diététiques sur la santé de I’intestin.
1.4.2.Souches bactériennes étudiées
1.4.2.1.Mélange de probiotiques

Le mélange bactérien utilisé pour I’isolement d’une bactérie probiotique, est
un complément alimentaire lyophilisé et commercialisé sous le nom de Lactibiane
Tolérance® développé par le laboratoire Pilele, France, ce complément est
constitué d’un mélange de ferments lactiques dosés a 4.10° UFC /g de poudre
lyophilisées, il est constitué de souches suivantes: Bifidobactérium lactis LA303,
Lactobacillus acidophilus LA201, Lactobacillus plantarum LA301, Lactobacillus
salivatus LA302, Bifidobacterium lacis LA304 (voir annexe ). Ces souches ont
fait I’objet de plusieurs recherches garantissant et certifiant leurs effets bénéfiques
santé, leurs innocuités, leurs viabilités et survie dans le tube digestif et leur adhésion

aux cellules épithéliales intestinales (Drouault-Holowacza et al., 2006)
1.4.2.2.1solats lactiques

Quatre bactéries lactiques ont été isolées a partir du blé fermenté.

I.5.Procédure expérimentale

La démarche expérimentale globale concernant cette étude est illustrée par

I’organigramme suivant :
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Figure 1 : Organigramme récapitulatif de la démarche expérimentale
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1.5.1. Isolement, purification et pré-identification des isolats lactiques

L’isolement et la purification des isolats a fait ’objet d’un projet de fin d’étude,
complémentaire a notre projet, intitulé « Interaction entre bactéries probiotiques et bactéries
pathogénes » De maniére tres succincte cette partie consiste a prélever une quantité de
probiotique lyophilisé ou I’aliment fermenté et de la mettre dans un bouillon MRS, ce dernier
a été incubé a 37°C pendant 24h afin d’assurer une revivification des bactéries lactiques
présentes dans le lyophilisat et le blé fermenté. Ainsi aprés incubation, cing isolats typiques a
Gram positif et a catalase négative ont été retenus a savoir quatre provenant du blé fermenté
et un isolat du mélange probiotique.

La purification de ces isolats a été effectuée par plusieurs repiquages successifs sur le
milieu MRS (liquide-solide/solide-liquide). Avant une conservation a court terme a 4°C, dans
une gélose MRS inclinée, ces derniers ont subi une pré-identification basée sur des
caractéristiques morphologiques (examen macroscopique, microscopique) et divers tests
biochimiques (catalase, mannitol-mobilité, citrate de Simmons, type fermentaire...).

1.5.2. Revivification des isolats lactiques

A partir des cultures précédemment conserveées dans le milieu MRS incling, des
prélevements des isolats ont été inoculés dans un bouillon MRS. Ces inoculations ont été
suivies d’une incubation, soit en aérobiose ou anaérobiose, pendant 18h et a 37°C et ce afin

d’obtenir des cultures jeunes.

1.5.3. Evaluation de I’activité antioxydante des isolats lactiques

1.5.3.1. Préparation des suspensions des isolats lactiques (cellules intactes)
selon Su et al., (2015)

Des cultures jeunes de chaque isolat lactique, issus de l’aliment fermenté et le
mélange de probiotique, ont été utilisées pour préparer les suspensions des cellules
intactes destinées a 1’évaluation de I’activité antioxydante. Apres centrifugation (a
6000 rpm durant 10 min et a 4°C) des isolats en culture sur bouillon MRS, le
surnageant a été éliminé et les culots des cellules bactériennes ont subi trois rincages
successifs avec 500 pl de PBS stérile (a 20 mM, pH 7,4). Ces derniers ont été remis
en suspension dans 500 pl du tampon cité précédemment. Le nombre total des
cellules bactériennes obtenues a été ajusté a 10° UFC/ml ce qui correspond & une
densité optique de 1,2. Cette concentration est largement utilisée dans les différents

tests d’évaluation des propriétés probiotiques in vitro.
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1.5.3.2. Evaluation du pouvoir réducteur du fer (Technique de FRAP)
e Principe

La méthode de FRAP développée par Benzie & Strain. (1996) est basée sur la
réduction d’un complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(lIl)-TPTZ)2] en un complexe
tripyridyltriazine ferreux [(Fe(l1)-TPTZ) 2] par un antioxydant, a un pH 3,6 pour maintenir la
solubilité du fer (figure 2). Lors de la réduction du complexe ferrique en complexe ferreux
une coloration bleue intense apparait trés rapidement avec un maximum d’absorption a 593
nm. Le pouvoir réducteur est proportionnel a la formation de la couleur bleue, plus la couleur

bleue est intense, plus 1’échantillon peut étre considéré comme un bon réducteur

Fe(I)-TPTZ

Figure 2 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
tripyridyltriazine ferrique Fe(l11)-TPTZ et un antioxydant (AH) (Benzie & Strain, 1996).

e Mode opératoire

Ce test peut étre utilise comme un index du pouvoir antioxydant des défenses non
enzymatiques. Il est basé sur la mesure de la réduction par les suspensions bactériennes et
dans des conditions d’acidité¢ (pH 3,6), d’une solution comprenant du tampon acétate ; 2,4,6
Tripyridyl-s-triasine (TPTZ) (Sigma-Aldrich, USA), et un sel ferrique (FeCls, 6H20), ce qui
provoque la formation du complexe TPTZ-Fe*™, de couleur bleue. Une gamme étalon est
obtenue a partir d’une solution mére de FeSO4, 7H20 a 1000uM (les courbes de la gamme
d’étalonnage figurent en Annexe VII). La solution FRAP a été préparée a partir des trois
solutions initiales : tampon acétate (C2HzNaOz, 3H20) a pH 3,6, TPTZ a 10 mM et FeClz a 20
mM) et placée a 37°C pendant toute la durée de I’analyse. Pour effectuer cette analyse 100 pL

de chaque suspension bactérienne ou de la solution-gamme, sont ajoutés a 900 uL de la
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solution FRAP. La lecture des échantillons se fait aprés 30 min d’incubation & une
température ambiante par spectrométrie a 593 nm.

La concentration de pouvoir réducteur du fer pour chaque suspension bactérienne a été
calculée par I’utilisation d’une gamme d’étalonnage effectuée avec le FeSO4 (annexe VII).
1.5.3.3. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits cellulaires des isolats lactiques
par la détermination des taux du glutathion réduit (GSH) et des groupements thiols
(SH).

1.5.3.3.1. Préparation des extraits cellulaires des isolats lactiques (lysat cellulaire)
selon Su et al., (2015) modifie.

Des cultures jeunes de chaque isolat lactique ont été utilisées pour obtenir les lysats
cellulaires destinés a 1’évaluation des concentrations du Glutathion réduit et des protéines a
groupements Thiols. Apres centrifugation de 6000 rpm pendant 10 min et a 4 °C et apres
élimination du surnageant, les culots cellulaires ont subi trois ringage successifs avec 500uL
de PBS steérile (2 20 mM, pH 7,4). Le nombre total des cellules bactériennes a été ajustées a
10° UFC/ml. Ces derniéres ont été remises en suspensions dans 3 ml du tampon de lyse ayant
un pH de 7,2 (voir annexe V) les suspensions cellulaires ainsi obtenus ont été broyées a
I’aide d’un ultra turrax T25x (pendant 5 min et a une vitesse de 8000 rpm). Ensuite les
broyats obtenus ont subi dans un bain de glace, quatre cycles de sonications de 3 min
(10s/30s). Afin de récupérer les extraits cellulaires, cette procédure a été complétée par cing
cycles congélation/décongelation pendant 50 minutes. Ces extraits ont été utilisés pour

effectuer le dosage des protéines totales, GSH et groupements SH.
1.5.3.3.2. Dosage des protéines par la méthode de Bradford
e Principe

La méthode de Bradford est une méthode d’analyse spectrophotométrique utilisée pour
déterminer la concentration des protéines en solution. Cette méthode repose sur la propriété
du bleu de Coomassie a se lier, en milieu acide, aux protéines et de former ainsi un complexe
de couleur bleu qui absorbe a 595 nm. La concentration des protéines dans les échantillons est
déterminée par comparaison a une gamme étalon, réalisée dans les mémes conditions, avec

une solution standard d’albumine de sérum bovin (Bradford ,1976).
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e Mode opératoire
100 pL de chaque suspension bactérienne ont été homogénéisé avec 2 mL de réactif de
Bradford de couleur rouge. Le mélange obtenu a été agité et laissé a température ambiante et &
I’obscurité pendant 15 min. La lecture d’absorbance a été lue a 595 nm. La concentration de
protéine a été déterminée par I'utilisation d’une gamme d’étalonnage d’albumine de sérum

bovin (BSA) (voir annexe 1X).

1.5.3.3.3. Dosage du glutathion réduit (GSH) et des groupements thiols (SH) par le
réactif d’Ellman (DTNB).

e Principe

La mesure des groupements thiols (SH) des protéines et du Glutathion réduit a été effectuée
en utilisant le réactif d’Ellman ou bien DTNB acide dinitro-2,2-dithio-5,5-benzoique (Faure
et Lafond, 1995). Le DTNB est une molécule possedant un pont disulfure interne. Ce pont
disulfure est clivé en présence de molécules thiolées, libérant ainsi deux molécules de TNB
(5-thiol-2-nitrobenzic acide), un composé chromogénique absorbant la lumiere a 412 nm la
concentration en thiols est déterminée par spectrophotometres (figure 3).
e Technique

500 pL d’extrait cellulaire des isolats lactiques ou de gamme ont été ajoutés a 750 puL
de tampon phosphate (0,05N, pH 8) et 250uL de réactif d’Ellman. Le mélange a été incubé a
une température ambiante pendant 15 min et a I’obscurité. La lecture d’absorbance a été
effectuée a 412 nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions expérimentales et en
remplacant I’extrait cellulaire par 1’cau distillée. La concentration de GSH pour chaque isolat
lactique a eté déterminée en utilisant une gamme d’étalonnage de GSH réduit (voir annexe
VI). Alors que le taux des groupements thiols a été évalué en utilisant une gamme

d’étalonnage de N-Acétyl-Cystéine (NAC) (voir annexe V1)

--O
/ O\\ N O Mixed protein disulfide TNB (yellow)
Protein free thiol SN w2 O O
S
S + =S =
O

O 2\
o o
K DTNB /
Figure 3 : Réaction d’Ellman avec une protéine de thiols libre (Rudyk et
Eaton, 2014
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I.6.Analyse statistique

Les résultats ont été exprimes sous forme de moyenne + erreur standard a la moyenne.
L’analyse des données a été réalisée a 1’aide du logiciel Statistica Statsoft, (version 6.1,
Statsoft, Tulsa. OK). L’ANOVA a un facteur a été utilisée pour effectuer la comparaison des
moyennes (comparaison entre les cing bactéries lactiques). Cette analyse a été suivie par le
test Post-hoc Duncun afin de déterminer les différences significatives et comparer les

moyennes.

Les différences ont été considérées comme statistiquement significatives pour un p value
inférieur a 0,05 dans I’ensemble des analyses statistiques. Les constations suivantes ont été

retenues :
> Pour un p<0,05 la différence est significative (*)
> Pour un p<0,01 la différence est tres significative (**)

> Pour un p<0,001 la différence est hautement significative (***)
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Chapitre 11

Résultats et Discussions

11.1. Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

Les résultats de pouvoir réducteur du fer concernant les cing bactéries sont représentées

dans la figure 4.
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Figure 4 : Pouvoir réducteur du fer des isolats lactiques étudiés

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + ES de six essais indépendants)

(*):LB4 vs Lactobacillus; (***):LB1, LB2, LB3 vs Lactobacillus

Ces résultats indiquent que 1’isolat LB4 présente une activité antioxydante, reflétée

par la capacité réductrice du fer, plus élevée et significative avec une concentration de 285,18

+ 1,58 umol/L en comparaison aux autres isolats lactiques du blé fermenté (LB1, LB2 et

LB3) et ce avec des concentrations de 1’ordre de 171,36 + 17,77 et 200,18 + 6,05; 146,97

+ 1,25 pumol/L, respectivement.

Néanmoins, ce pouvoir réducteur reste faible par rapport au pouvoir réducteur de la

souche Lactobacillus sp. (Utilisée comme probiotique de référence).Cette derniere montre

une activité réductrice puissante estimée a 311,99 £ 1,55 pumol/L.

Ces résultats sont en accord avec Zago et al., (2021), qui ont étudié I’activité

antioxydante de différentes souches de Lactobacillus helveticus isolées a partir du fromage

Italien, ces auteurs ont constaté que ’activité réductrice du fer varie entre 189 et 216 pmol/L.
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D’autres étude a rapporté que les souches d’Oenococcus oeni isolées a partir de vin,
présentent un pouvoir réducteur trés élevé ainsi que cette activité est dépende de la souche et

la composition du milieu de culture (Su et al., 2015).

Nos valeurs restent largement supérieures a celles trouvées par Shokryazdan et al.,
(2017) soient 135,28 et 136,96 ug trolox/mL pour I’activité réductrice du fer chez différentes
souches de Lb. pentosus ITA23 et Lb. acidipiscis ITA44 et a celles de Kim et al., (2020) (80
a 120uM) pour P’activité antioxydante des différentes bactéries lactiques (Lactobacillus
acidophilus (LA-5) ; Lactobacillus paracasei (DKGF1) ; Lactobacillus casei (DKGF8) et
Lactobacillus plantarum (DKGF9) isolées a partir d’une kimchi (aliment traditionnel Coréen).

Alors que des travaux réalisés sur des souches de Lactobacillus isolées a partir de la
matiére fécale des enfants, ont trouveé des concentrations largement supérieures aux notres
soient 1734,3 pmol/L. Pour Lb. rhamnosus 4B15 et 1700 pmol/L pour Lb. gasseri 4M13 (Oh
et al., 2018)

Ces differents résultats obtenus pour 1’activité réductrice peuvent étre probablement dus
au genre de la bactérie isolée et a son potentiel probiotique ainsi que leur conditions de
développement et a la composition du milieu de culture (Su et al., 2015)

L activité réductrice du fer des bactéries lactiques peut aussi étre associée a I’action des
exopolysaccharides synthétisés. En effet, Shokryazdan et al., (2017) ont démontré que le
pouvoir réducteur peut étre attribuée au peptidoglycane et exopolysaccharide du
Lactobacillus.

Aussi dans I’investigation réalisée par Liu et al., (2011), sur 1’évaluation de I’activité
antioxydante des exopolysaccharides issus de différentes souches lactiques, Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei NTU 101 (101EP) et Lactobacillus plantarum NTU 102 (102EP)
présentent une activité antioxydante, via la réduction du fer, puissante avec une concentration
varie entre de 0,73 et 0,75 mg/mL.

Nous pouvons supposer qu’il existe une relation entre I’activité observée, la structure et
le poids moléculaire des exopolysaccharides issus des bactéries probiotiques. En effet, Xu et
al., (2011) ont suggeré que les fractions des exopolysaccharides de Bifidobacterium animalis
RH ont des activités antioxydantes directes et puissantes. Aussi, Aguilar-Toalé et al., (2017),
ont rapporté que des fractions peptiques dérives de Lb. plantarum présentent une activité

antioxydante élevée varie entre 282,8-362,3 umol Equivalents de Trolox.
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11.2. Concentrations du glutathion réduit (GSH) et des groupements thiols (SH)
11.2.1. GSH au niveau des extraits cellulaires des cing bactéries lactiques

Les résultats obtenus concernant les concentrations du glutathions réduit au niveau des

extraits des isolats lactiques sont illustrés dans la figure 5.
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Figure 5 : Concentrations du GSH des extraits cellulaires de cinq bactéries étudiées
(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + ES de trois essais indépendants)
(***):LB3 et LB4 vs Lactobacillus sp. ; LB1 et LB2
Les concentrations du GSH au niveau des extraits cellulaires des isolats LBlet LB2
sont quasi identiques a celles obtenues dans 1’extrait cellulaire de la souche Lactobacillus sp.

avec des taux de 1,02 + 0,03 et 1,08 + 0,05 umol/mg, respectivement.

Cependant, ces concentrations sont significativement supérieures a celles obtenues au
niveau des extraits cellulaires des isolats LB3 et LB4. Avec des concentrations de 0,6 + 0,05

et 0,44 £ 0,01 pmol/mg protéines
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11.2.2. Dosage des groupements thiols

Les résultats obtenus concernant les groupements thiols sont représentées dans la figure

6.
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Figure 6 : Groupements thiols des extraits cellulaires des souches étudiées (Lactobacillus
sp.; LB1;LB2;LB3etLB4)

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + ES de trois essais indépendants).

(***):LB3 et LB4 vs Lactobacillus sp. ;LB1 et LB2

Les résultats du dosage des protéines thiols au niveau des extraits cellulaires des isolats
lactiques, illustrés dans la figure 6, révelent une différence significative entre les quatre isolats
LB1; LB2; LB3 et LB4. Dont la plus faible concentration est observée chez I’isolat LB4, ce
dernier enregistre de valeur de 0,62 umol/mg de protéines.

Cependant, ces taux sont significativement élevés au niveau des extraits cellulaires des
isolats LB1 et LB2. Ont des valeurs de 1,41 + 0,04 umol/mg de protéines ; 1,48 + 0,06
pmol/mg, respectivement.

Au cours de cette étude les résultats indiquent que les isolats lactiques issus du blé
fermenté ont une capacité antioxydante in vitro puissante. Ces résultats confirment ceux
obtenus par plusieurs études (Wiederholt et Steele, 1994 ; Yoon et Byun, 2004 ; Al-
madboly et al., 2017). Selon Kullisaar et al., (2002), une souche de Lb. fermentum ME-3,
est capable de produire et d’accumuler du GSH et de maintenir le rapport élevé de

GSH/GSSG.
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Aussi, une autre étude menée par Kullisaar et ses collaborateurs, (2010), ces derniers ont
confirmé que deux souches de Lactobacillus fermentum E3 et E18, produisent des teneurs
importantes en GSH.

En outre, Fernandes et Steele, (1993), ont affirmé que les quantités du Glutathion et
des groupements thiols intracellulaires de certaines bactéries lactiques (Lactococcus lactis ssp.
cremoris et Streptococcus thermophilus, et Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris varient
entre 6 a 51 nmol/mg de protéines et 0,7 a 0,81 nmol/ mg de protéines, respectivement.
Celles-ci sont largement inférieures a celle obtenue dans notre étude (Fernandes et Steele,
1993). Su et ses collaborateurs en (2015), ont étudié 1’évaluation des glutathions de
plusieurs souches d’Oenococcus oeni. D’aprés leurs résultats, ces derniéres présentent une
concentration évaluée entre 0,83 et 7,23 nmol/mg de protéines dans un milieu de culture
modifié (ATP).

De nombreuses études sur le pouvoir antioxydant des bactéries probiotiques ont été
menées chez 1’animal. Ainsi, une étude menée chez des rats carencés en vitamine E confirme
I’effet antioxydant d’extraits cellulaires de Lactobacillus spp. SBT sur le statut antioxydant
(Kaizu et al., 1993).

Une autre étude in vivo, des rats traités pendant 14 jours avec deux souches différentes
de Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus (A13 et B3 ; 10!°UFC/j) (Coskun et al., 2010).
Le statut antioxydant des rats est amélioré par rapport a la population ne consommant aucune
des deux souches probiotiques (augmentation significative du taux de GSH dans I’intestin
gréle, pas de variation de la teneur en vitamine C).

Aussi dans une étude clinique réalisée par Kullisaar et al.,( 2003), Ces chercheurs ont
soumis pendant 21 jours de 21 volontaires sains au lait de chévre fermenté ou non avec Lb.
fermentum ME-3 (3x10!! UFC/j).Les résultats obtenus indiquent, une diminution significative
du statut redox (GSSG/GSH).

19



Conclusion et perspectives




Conclusion

Les bactéries lactiques présentent un grand intérét pour leurs valeurs nutritionnelles et
thérapeutiques dans les domaines agroalimentaires et pharmaceutiques. Parmi ces
microorganismes bénéfiques, les bactéries lactiques a potentiel probiotique isolées a partir des
aliments fermentés traditionnels occupent une place d’excellence et un choix a prendre en
considération dans la stratégie préventive qui visent a la restauration du microbiote intestinal
et a la réduction des maladies associé au stress oxydatif. Dans ce contexte, 1’objectif de cette
présente étude porte sur 1’évaluation de I’activité antioxydant in vitro de quatre bactéries
lactiques isolées a partir du blé fermenté.

Les résultats d’évaluation du pouvoir réducteur indiquent que 1’isolat LB4 présente
une activité réductrice du fer plus importante et significative en comparaison aux autres
isolats lactiques du blé fermenté (LB1, LB2 et LB3). Néanmoins, ce pouvoir réducteur reste

faible par rapport au pouvoir réducteur de la souche probiotique Lactobacillus sp.

Par ailleurs, les résultats d’évaluation de ’activité antioxydante in vitro évaluée par le
dosage du GSH montrent que les concentrations du GSH au niveau des extraits cellulaires
des isolats LBlet LB2 sont quasi identiques a celles obtenues dans 1’extrait cellulaire de la
souche Lactobacillus sp. avec des taux de 1,02 £0,03 et 1,08+0,05 pumol/mg de protéines,
respectivement. Bien que, ces teneurs sont significativement supérieures a celles obtenues au
niveau des extraits cellulaires des isolats LB3 et LB4. Avec des concentrations de 0,6+0,05 et

0,44+0,01umol/mg de protéines, respectivement.

Parallélement, les résultats du dosage des protéines thiols révelent une différence significative
entre les quatre isolats lactiques LB1 ; LB2 ; LB3 et LB4. Dont les plus faibles concentrations
sont observée chez I’isolat LB4, ce dernier enregistre une valeur de 0,62 pumol/mg de
protéines. Cependant, ces taux sont significativement élevés au niveau des extraits cellulaires
des isolats LB1 et LB2. Ont des valeurs de 1,41 £+ 0,04 umol/mg de protéines et 1,48 + 0,06

pmol/mg, respectivement.

L’ensemble de ces résultats nous laisse suggérer que les bactéries lactiques issues du blé
fermenté peuvent étre proposées comme une solution alternative aux antioxydants
synthétiques et étre présentées comme un antioxydant puissant dans une optique d’un
traitement préventif. Cependant, il est clair que des tests supplémentaires et des investigations
plus profondes sont nécessaires a entreprendre afin de valider et consolider ces résultats. Les

perspectives de cette présente étude visent a :
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>

Identifier les isolats lactiques par la galerie api 50CH et par les techniques
moléculaires telles que la PCR....

Evaluer ’activité antioxydante en utilisant d’autre techniques comme la SOD, GPx,
ABTS..

Evaluer d’autres activités biologiques des isolats lactiques in vitro.

Déterminer les propriétés probiotiques des isolats lactiques.

Réaliser des études in vivo et cliniques afin d’évaluer et de valider I’effet antioxydant

des isolats lactiques.
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Annexe |. Probiotique Lactibiane tolérance®
Lactibiane Tolérance est un complément alimentaire composé de 5 souches Bactériennes

concentrées a 10'° UFC par sachet :

« Bifidobacterium lactis LA 303 e
e Lactobacillus acidophilus LA 201 j‘ __ F—
e Lactobacillus plantarum LA 301 e

e Lactobacillus salivarius LA 302
e Bifidobacterium lactis LA 304

L’ensemble des 5 souches sélectionnées pour Lactibiane Tolérance® répond a tous nos

critéres de qualité :

e Absence de pathogénicité pour ’homme

e Viabilité des souches et survie dans le tube digestif
e Adhésion aux cellules épithéliales intestinales

e Modulation des réponses immunitaires

e Effets souche et dose dépendants

Annexe Il. Composition de milieu MRS Liquide (Man Rogosa et Sharpe, 1960)

o Peptone bacteriologiQUe...ceeeeeeeeeiieereeeeieteeeereecsenrencescescnsansescnsansansens 10g
®  EXIrait 08 VIANGE. . eiuiieiieiieiiietneimierenseecescncnsensensessnsensansescnsansansessns 8,09
o Extrait autolytique de IEVUIE...cuiieiiiiiiieiiiiiitiiaeeeeeenteaceecnsiiiienscnsansns 4,09

®  GlUCOSE. tiuieeeeintintieeeeetensenceecnsensencescesensesscnsansensessnsonsossnsnsnsnnsnsens 20g
L 11T o 80g
e  Phosphate dipOtaCiUM..ue.eeeeeieeeeeeeeereneeaceeensensencescnsensancsnsensonsemensens 2,09

o  ACEAe dE SOUIUM . cuuieeeiiinieeeneententeeeeeensensencescnsensensscnsensansassnsancnn: 5,09

o (Citrate d’ammONIUM...eceeeeeeeecesercsnecenssosssemmossanssssansssanssssasssssassssanserssneesss 2y 00

o Sulfate de MagNSiUM...ueeeeeiiiieereieeenieeeeeeareecnsenceecescnsesccscsensansancens 2,09

o Sulfate de MANQGANESE weueertrnieereeenrenrenceeenrenrarensescasensensescnsensnemmenens 0.05g
Stérilisation a 121°C Pendant 15min pH 6,2
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Annexe I11. Aspects macroscopiques et microscopiques des bactéries étudiées

Figure 1 : Aspects macroscopique (A) et microscopique (B) de Lactobacillus sp. (souche
probiotique de référence)

Tableau 1. Caractéres morphologiques des isolats lactiques a partir du blé fermenté

Isolats LB1 LB2 LB3 LB4

Aspect
macroscopique

Aspect

microscopique
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Annexe IV. Préparation du tampon phosphate pH 7,4 (PBS)

0,680 de KH2PO4 ..o, 250ml eau distillée
1,14gde KoHO4 v 250ml eau distillée

Mélanger 250 ml de KH2PO4 et 250 ml de KoHO4, la solution est ajustée a pH 7,4

Annexe V. Composition du tampon de lyse pH=7,2

L - T N 89
L ! TR TP 0,29
L N oo Y 2 = 7 OO 2,99
©  KH2POutuiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiieieeneineenetneenetnsensessensenssssanssssssssssssssnsenses 0,29
I |V (o | O PPN 0,1g
LI O 01 I T TRt 0,132¢g

Annexe V1. Différentes voies de I’activité antioxydante de NAC

o
HO SH
HN CHj ' direct
ire
Indirect o oy
antlosddantetiacs se\ NACo . antioxidant effect
\2' Y
PSN
o
F 3 EN ®
HO)J\’/\SH w . . :g(x)
NH, | Disulfide breaking activity :
Cys
&« v
G S H < Prot-S-S-Cys
v

v
* direct antioxidant
* substrate of antioxidant enzymes

* NAC-Cys +Prot-SH
* Cys + Prot-S-NAC

Figure 2: Activité antioxydante de NAC (Aldini et al., 2018).
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Annexe VI1I. Courbes d’étalonnage pour I’évaluation de FRAP

y =0.0016x - 0.0069
R2=0.9998
0.8 )

0.9

0.7
0.6

DO

05 _
04 .
03 :

0.2 _

o1 .

0 l&®”
0 100 200 300 400 500 600
Concentration umol /L

Figure 3 : Courbe d’étalonnage de FeSO4a 593nm

Annexe VIII. Courbes d’étalonnage pour I’évaluation du Glutathion et des groupements
thiols:

e y = 0.003x +0.0136
' R%?=0.999
1.4
1.2
1
o 0.8 '".n'
a
0.6
0.4
0.2 0
.9’
o @@
0 100 200 300 400 500 600
Concentration pmol /L

Figure 4 : Courbe d’étalonnage du glutathion réduit a 412 nm
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1.2
1.0

0.8

04
0.2 @ ..

0.0
0 100

y =0.0021x + 0.0418
R? =0.9948

200 300 400 500
Concentration umol/L

600

Figure 5 : Courbe d’étalonnage de N-acétylcysteine a 412 nm.

Annexe IX. Courbe d’étalonnage pour le dosage de protéines

DO

0.4
0.3
0.3
0.2
0.2
0.1
0.1 .

00 &
0 50 100

y = 0.0008x - 0.0003
R?=0.9992 ..

150 200 250 300 350 400
Concentration pg/mL

450

Figure 6: Courbe d’étalonnage de BSA a 595 nm
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Résumé

Résumé :

Les bactéries lactiques sont largement utilisées dans les industries agroalimentaires et
pharmaceutiques, en raison de leurs multiples propriétés bénéfiques, qui semblent
relativement associées a leurs activités antioxydantes. C’est dans cette optique que s’inscrit
notre étude basée sur 1’évaluation de 1’activité antioxydante de quatre isolats lactiques issus
du blé fermenté. L’activité antioxydante a été évaluée par les techniques du pouvoir réducteur
ferrique (FRAP), dosage du glutathion et des groupements thiols. Les résultats d’évaluation
du pouvoir réducteur montrent que 1’isolat LB4 présente une activité réductrice ferrique plus
importante et significative en comparaison aux autres isolats lactiques (LB1, LB2 et LB3). Par
ailleurs, les résultats de détermination des concentrations du GSH et des groupements SH
montrent que les deux isolats LBlet LB2 dévoilent des taux trés élevés en glutathion et en
groupements thiols. On note respectivement pour le glutathion: 1,02 +0,03 et 1,08+0,05
pumol/mg de protéines. Il va de méme pour les groupements SH, on constate respectivement :
1,41 £ 0,04 et 1,48 + 0,06 pumol/mg de protéines. Ces résultats laissent a suggeérer que les
isolats lactiques issus du blé fermenté ont un potentiel antioxydant puissant et présentent de
bons candidats probiotiques.

Mots clés : Bactéries lactiques, probiotique, activité antioxydante, blé fermenté, stress
oxydatif.

: padla
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Abstract:

Lactic acid bacteria are widely used in the food and pharmaceutical industries, due to their
multiple beneficial properties, which seem to be relatively associated with their antioxidant
activities. This study aimed to assess the antioxidant activity of four lactic isolates from
fermented wheat. The antioxidant activity was evaluated by ferric reducing power techniques
(FRAP), determination of glutathione and thiol groups. The results of the reducing power
assessment show that LB4 isolate has a greater and significant ferric reducing activity
compared to other lactic isolates (LB1, LB2 and LB3).. In addition, the results of the
determination of the concentrations of GSH and the SH groups show that the two isolates LB1
and LB2 reveal very high levels of glutathione and thiol groups.Glutathione is noted
respectively: 1.02 £0.03 and 1.08+0.05 pmol/mg of protein. The same goes for the HS groups,
we find respectively: 1.41 £ 0.04 and 1.48 + 0.06 pmol/ mg of protein. These results suggest
that lactic acid isolates from fermented wheat have potent antioxidant potential and have good
probiotic candidates.

Keywords: Lactic acid bacteria, probiotic, antioxidant activity, fermented wheat, oxidative
stress.
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