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Introduction



De nos jours, 1’évolution vers une alimentation raffinée industrialisée de synthése, riche
en calories mais pauvre en micronutriments et éléments essentiels entraine des complications
pouvant induire une détérioration de la santé conduisant a long terme a des pathologies lourdes,
(neurodégénératives, cardiovasculaires, cancéreuses. C’est pour cette raison, le besoin de
nouvelles mesures de santé préventives basées sur 1’utilisation de produits d’origine naturelle
et/ou biologique, sdrs, efficaces et bénéfiques, a stimuler de maniére exponentielle la recherche
scientifique. Au cours de ces dix dernieres années celle-ci s’est intéressée particulierement aux
probiotiques des microorganismes vivants qui lorsqu’ils sont administrés en quantité adéquates,
conférent un bien étre pour la santé de 1’hote au-dela des effets nutritionnels et additionnels. Ils
sont des acteurs incontournables du développement et d’innovation dans les domaines des
industries agro-alimentaire et pharmaceutique (Shi et al., 2016).

Actuellement leurs effets positifs sur la santé de I’homme et de I’animal sont largement
admis; parmi leurs effets bénéfiques I'amélioration de la valeur nutritionnelle des produits
alimentaires, le contréle et la réduction du cholestérol sérique, renforcement du systéme
immunitaire, la prévention des infections intestinales, I’amélioration du transit intestinal, la
réduction des symptémes de I'intolérance au lactose, la réduction du risque de cancer du colon, et
I'amélioration de la digestion de la gliadine contre la maladie cceliaque dans les aliments
contenant du gluten (Kechagia et al., 2013 ; Zendeboodi et al., 2020). Un certain nombre de
micro-organismes sont actuellement reconnus et utilisés comme probiotiques. Cependant le degré
de I’efficacité des probiotiques dépend essentiellement des souches probiotiques en question.
Les plus couramment utilisées et vantées pour leurs propriétés bénéfiques particuliérement sur le
microbiote intestinal sont les bactéries lactiques a 1’instar de Lactobacillus et de Bifidobacterium
(Emiliano et al., 2014). Ces bactéries constituent 1’un des groupes de microorganismes le plus
largement utilisé dans la production de divers types d’aliments fermentés. Ces micro-organismes
sont trés diversifiés caractérisés par leur capacité de fermenter les sucres (principalement le
glucose) en acide. Le principal produit de la réaction est ’acide lactique. Elles fermentent
différents types de produits : lait, fruits, léegumes, céréales, poissons, viandes etc. Elles peuvent
étre retrouvées dans I’estomac et les intestins d’animaux et des étres humains ou dans
I’environnement. Leur capacité d’adaptation et de survie a une grande variété d’environnement
est sans doute a I’origine de leur grande diversité de métabolismes. Elles sont classées en deux
cateégories selon leur voie de métabolisation des glucides : homo-fermentaire (ou homolactique)
ou hétéro-fermentaire (ou hétéro-lactique) (Felis et al., 2015). Pendant la fermentation, les
bactéries lactiques synthétisent un certain nombre de composés, tels que les Exo-polysaccharides,

les composés aromatiques, les acides organiques..., qui permettent d’allonger la durée de



conservation de 1’aliment et d’améliorer les propriétés sanitaires, sensorielles et nutritionnelles et
d’augmenter la capacité antioxydante de I’aliment fermenté. Cette augmentation est due
principalement a la dépolymeérisation de composés phénoliques (Lortal et al., 2020).

Depuis des millénaires et a 1’échelle internationale, les aliments fermentés existent dans
notre diete. Ces aliments « vivants », faconnés par des micro-organismes, représentent environ
un tiers de la nourriture dans le monde (Tamang et Kailasapathy., 2010). En Algérie, le blé
fermenté traditionnel appelé Hamoum, une denrée alimentaire ancestral, obtenu apres une
fermentation naturelle dans un grenier souterrain appelé Matmora, est considéré comme un
aliment ayant des propriétés préventives contre les complications physiopathologiques
intestinales (Benmehel et al., 2019). Plusieurs bactéries lactiques caractérisent cette denrée
alimentaire, elles appartiennent essentiellement aux genres Lactobacillus (69 %), Pediococcus
(15%), Leuconostoc (8%) et Enterococcus (8%) (Tahlaiti et al., 2017).

Vue la masse microbienne qui le caractérise et sa composition en métabolites spécifiques,
le blé fermenté est censé avoir un impact sur la santé et prévenir les pathologies a désordres
métaboliques en lien avec la nutrition (syndrome métabolique, hypertension artérielle, maladies
cardiovasculaires) et les pathologies digestifs (intolérances digestives, allergies, maladies
inflammatoires intestinales). Ces pathologies sont caractérisées par un désordre oxydatif accru
(LeLay et al., 2014), cependant les répercussions bénéfiques du blé fermenté sur ce désequilibre
oxydatif ne sont pas clairement élucidées. Actuellement on suggeére que cette capacité
antioxydante peut dépendre de I’écosysteéme microbien de cet aliment. Cet écosysteme peut étre
constituer de souches bactériennes ayant un potentiel antioxydant a vertus thérapeutiques et peut
influencer la capacité antioxydante globale de 1’aliment fermenté.

Dans ce contexte et dans le but d’une valorisation biologique de cet aliment utilisé
ancestralement dans le 1’ouest algérien, ce présent travail vise a évaluer ’activité antioxydante de
quatre bactéries lactiques isolées du blé naturellement fermenté, afin d’envisager la possibilité
de leur utilisation dans le domaine biotechnologique (conservation des aliments, souches
starters...) ou bien dans les stratégies nutritionnelles préventives contre les pathologies

chroniques a stress oxydatif.
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Chapitre | Matériel et méthodes

.1  Objectif de I’étude
Cette présente étude s’intéresse a évaluer ’activité antioxydante de quatre bactéries
lactiques isolées d’un aliment traditionnel : le blé naturellement fermenté. Le pouvoir antioxydant
de ces isolats a été mesuré via leurs capacités de piéger le radical libre DPPH ainsi que leurs effets
protecteurs vis-a-vis des altérations oxydatives lipidiques. Et de sélectionner la souche ayant le
potentiel antioxydant le plus important et susceptible. L’activité antioxydante des 4 isolats a été
comparée a celle d’une souche lactique probiotique, choisiec comme référence, isolée d’un

complément alimentaire commercialisé sous le nom de Lactibiane®.

1.2 Lieu et durée de la démarche expérimentale

La démarche expérimentale associée a cette étude a été réalisée durant la période allant du
08 février jusqu’a 20 Avril 2022, elle a été effectuée au sein des Laboratoires suivants :
-Laboratoire de recherche Amélioration et Valorisation des Productions Animales Locales
(LAVPAL) de I’institut des Sciences Vétérinaires « Université Ibn Khaldoun de Tiaret »
-Laboratoire de microbiologie de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie « Université
Ibn Khaldoun de Tiaret ».

1.3 Matériel et produits chimiques
Les différents appareils, produits chimiques, milieux de culture et réactifs nécessaires a la

réalisation de la partie expérimentale sont répertoriés dans le tableau suivant :
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Tableau n° 1 : Matériel, milieux de culture et produits chimiques utilisés

Produits chimiques, Réactifs et Milieux de culture

Matériel et Appareillage

-Acide galique (C;HsO ; PM=170,12g/mol)

-Acide thiobarbiturique (TBA), PM =144,15g/mol).
-Acide trichloracétique (TCA), PM=163,38 g/mol

-BHT (2, 6-di-tert-butyl-4-méthylphénol, PM
=220,35046g/mol).

-Butanol-1 (C4, H; ¢ O, PM= 74,121 g/mol)

-Chlorure d’hydrogéne (Hcl) a 36%, PM=36,461g/mol.
-Chlorure de potassium (Kcl PM=74 ,55 g/mol).
-Chlorure de sodium (Nacl PM=58 ,44 g/mol).

-DPPH (2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle C1gH15NsOg ;
PM=394.32 g/mol).

-Dihydrogénophosphate de sodium (NaH,PO,PM=
119,98 g/mol).

-Hydrogénophosphate de sodium (Na,HPO,4, PM= 119.98
g/mol)

-Méthanol (CH;OH) %.

-Sulfate de cuivre (CuSQ,4), PM=159,609 g/mol
-Phosphate de potassium monobasique (KH,POy),
PM=136,09 g/mol

-Phosphate de potassium dibasique (K,HPO,) PM=228,23
g/ mol

-TEP(1,1,3,3tétraéthoxypropane), PM=220,3g/mo

-Milieu MRS (bouillon et gélose)

-Agitateur magnétique (IKAMAG)

-Bain marie (GFL)

-Balance analytiqgue (OHAUS)
-Centrifugeuse (SIGMA 3K10)

-Distillateur (Boeco WS 3500)

-Incubateur (Herraeus instruments)
-pH-metre (starter2100)

-Sonicateur (Bandelinsonorex)
-Spectrophotometre UV (OPTIZEN 1412V)
-Vortex (Techno)

-Bec Bunsen
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1.4 Matériel biologique

1.4.1 Matériel végétal

Au cours de cette présente étude I’isolement des bactéries lactiques a été realisé a partir
d’un aliment fermente traditionnel (le blé fermenté naturellement),ce dernier a été gracieusement
fourni par les agriculteurs de la région de Rélizane , Algérie .Le choix d’utiliser le blé fermenté
pour I’isolement est justifié par le fait que cet aliment a un potentiel bénéfice santé. Il est
historiquement et traditionnellement utilisé contre certaines complications digestives. 1l est
considéré comme un aliment fonctionnel ayant des propriétés médicinales dans la prévention et le
traitement de nombreuses complications physio pathologiques 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 (Benmehel et al., 2019)

1.4.2 Souches bactériennes utilisées
1.4.2.1 Mélange de probiotiques

Le mélange bactérien utilisé pour 1’isolement de la bactérie probiotique considérée comme
référence, au cours de cette étude, est un complément alimentaire lyophilisé et commercialisé sous
le nom de Lactibiane Tolérance ® développé par le laboratoire PiLeJe, 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 lactis LA304
(voir annexe n°l1).Ces souches ont fait I’objet de plusieurs recherches garantissant et certifiant
leur effet bénéfique santé, leur innocuité, leur viabilité et survie dans le tube digestif et leur

adhésion aux cellules épithéliales intestinales (Drouault-Holowacza et al., 2006).

1.4.2.2 Isolats lactiques
Les isolats lactiques utilisés au cours de cette présente étude pour 1’évaluation de I’activité

antioxydante sont issus du blé fermenté provenant de la région de Rélizane.

1.5 Procédure expérimentale

La démarche expérimentale relative a cette étude est illustrée par 1’organigramme suivant
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Bl¢ fermenté naturellement (Hamoum) | Probiotique (Lactibiane ®) poudre lyophilisé

Bifidobacterium lactis LA303
Lactobacillus acidophillus LA201

LACTIBIANE

= | Lactobacillus plantarum LA301
s - © 7| Lactobacillus salivarus LA302
e Bifidobacterium lactis LA304
4 v
[ Isolement des bactéries lactiques } { Isolement d’une bactérie lactique probiotique J

Purification des isolats lactiques sur la gélose MRS

v

Identification des isolats
(Lactobacillus sp., LB1, LB2, LB3, LB4)
¥ ¥ ¥

[ Examen macroscopique ][ Examen microscopique ] [ Tests biochimiques (Catalase, ]

(taille, forme, couleur) (Coloration de Gram) Mannitol-mobilité...)

s ] - =
gl y e =
\ -
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1.6 Isolement, purification et réidentification des isolats lactiques

L’isolement et la purification des isolat a fait 1’objet d’un projet de fin d’étude,
complémentaire a notre projet, intitulé « Etude de I’interaction entre bactérie probiotique 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
Iyophilisat et le blé fermenté. Ainsi aprés incubation, cing isolats typiques a Gram positif et a
catalase négatif ont été retenus a savoir quatre provenant du blé fermenteé 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 basee sur des caractéristiques morphologiques (examen
macroscopique, microscopique) et divers parameétres biochimiques (catalase, mannitol-mobilité,

citrate de Simmons, type fermentaire...), (Voir annexe n°3).

1.7 Revivification des isolats lactiques

A partir des cultures précédemment conservées dans le milieu MRS incliné, des
prélevements des isolats ont été inoculé 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.

1.8 Evaluation de P’activité antioxydante des isolats lactiques

1.8.1 Préparation des suspensions des isolats lactiques (cellules intactes)

Des cultures jeunes de chaque isolat lactique, issus de 1’aliment fermenté et le mélange de
probiotique, ont été utilisées pour préparer les suspensions des cellules intactes destinées a
I’évaluation de I’activité antioxydante. Aprés centrifugation (& 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 Su et al 2015 (a 20 mM,
pH 7,4), (voir annexe n°04). Ces derniers ont éte 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 a une densité optique de 1,2 mesurée & une longueur d’onde de 625 nm. Cette
concentration est largement utilisée dans les différents tests d’évaluation des propriétés

probiotiques in vitro (Wang .et al., 2015).
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1.8.2 Capacite des isolats lactiques a piéger le radical libre 2,2-diphényl-1 picrylhydrazyle
(DPPH)

» Principe

Le radical 2,2-Diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH’) est généralement le substrat le plus
utilisé pour 1’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa stabilité en
forme radicale libre et la simplicité de 1’analyse pa rapport aux autres méthodes (Blois, 1958 ;
Brand et al., 1995).A température ambiante, Le radical libre DPPHe présente une forte coloration
violette dans les solutions alcooliques et disparait au contact des substances donneuses de
protons. Cette decoloration met en évidence le pouvoir antiradicalaire de suspenssion bacterienne

grace a sa capacité a piéger le radical libre et entraine une diminution de I'absorbance a 517 nm

NO, NG,
' H
O,N N—N + A-H—> O,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET JAUNE

Figure n° 2 : Réaction chimique relative a la réduction du radical DPPH’
» Technique

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH"). Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine (non radical)
en acceptant un atome d’hydrogéne. L’effet de chaque substance antioxydante sur le DPPH" est

mesuré par la procédure décrite par Sanchez-Moreno et al. , (1998).

Un volume de 750ul de de chaque suspension bacterienne préparé comme decrit
precedement a été additionéa 750 pl de la solution métahnolique du DPPH fraichement préparée a

4 mg/ml (voir annexe n°5). Le mélange réactionnel a été incubé a une température ambiante et a

e —
8




Chapitre | Matériel et méthodes

I’obscurité pendant 50 min, une lecture de 1’absorbance a été effectuée a 517 nm. La capacité de
des isolats bactériens a piger le radical DPPH a été exprimée en pourcentage d’inhibition celui-Ci

est calculé selon la formule suivants

% d’inhibition du radical DPPH=[(A1-A2) /A1] * 100

ou
Al : absorbance du contrdle

A2 : absorbance de 1’échantillon

1.8.3 Effet préventif, in vitro, des isolats lactiques vis a vis de la peroxydation lipidique
induite
1.8.3.1 Induction de la peroxydation lipidique in vitro

L’induction de la peroxydation lipidique a été effectuée selon la méthode décrite par
Bekkouche et al (2019) avec une légére modification. 160 ul des différents isolats lactiques a
tester ou de I’antioxydant de référence (acide gallique), (voir annexe n°7), ont été ajoutés a un
mélange réactionnel constitué de 40 ul d’une solution de sulfate de cuivre, CuSO,, préparée a
0,33mg/ml et 160 pl de plasma humain. L’ensemble a été incubé a 50 °C, aprés 12 h d’incubation,
les échantillons ont été laissés a température ambiante pendant 60 minutes. On note que deux
contrbles, négatif et positif, ont été préparés dans les mémes conditions expérimentales que les

échantillons. Le controle négatif correspond a160 pl de plasma additionné a 160 pl d’eau distillée,

le contrdle positifs quant a lui a été composé de 160 pl de plasma additionné a 160 pl
d’eau distillée et 40 ul de CuSo4 (0,33 mg/ml).

1.8.3.2 Evaluation de la peroxydation lipidique
» Principe

Le test TBARS quantifie le stress oxydatif en mesurant les dommages oxydatifs lipidique
dues aux radicaux libres. Les réactions oxydatives en chaine sur les lipides induites par les
radicaux libres et essentiellement les espéces réactives de I’oxygeéne, conduisent a la production de
malondialdehyde (MDA produit final issu de 1’oxydation lipidique), capable de réagir avec 1’acide
thiobarbiturique (TBA). Le principe de ce dosage repose donc sur la réaction entre un mole
de MDA et deux moles de TBA en milieu acide et dans des conditions thermiques, et la formation

ainsi d’un pigment de couleur rose absorbant a 532 nm (Noury, 2016).




Chapitre | Matériel et méthodes

Y CHZ —> \r _—
Naw CH—CH=—=CH I\ + 2

Malondialdehyde HO
Thiobarbituric acid (MDA) Coloured Pr_"d“‘:t measured
(TBA) at (332]1]'[])

Figure n° 3 : Formation du complexe malondialdeyde/ Acide thiobarbiturique de couleur rose

> Technique

L’évaluation des teneurs en MDA a été réalisée selon le protocole décrit par Yagi en 1976
elle est effectuée comme suite : un volume de 800 uL d'un mélange TBA a 0,375 % (p/v), TCA
(20 %), BHT (0,01 %) et du HCL (1N) ont été ajoutés a 200 ml des solutions précédemment
préparées (isolats et les contrdles, voir paragraphe précédent). Apres agitation de 2 min,
I’ensemble a été incubé au bain marie a 100°C pendant 15 minutes. Durant cette étape, les
fonctions aldéhydiques du dialdéhyde malonique (MDA) sont libérées par 1’hydrolyse acide a
100°C. Elles réagissent avec le TBA en formant un complexe coloré en rose (MDA-TBA). Pour
arréter la réaction, les tubes ont été placés dans la glace, le complexe ainsi formé a été extrait avec
2 ml de butanol-1 pendant 2 minutes. Apres centrifugation a 4000 tours/minute pendant 10
minutes a 4°C, le surnageant a été récolté et I'absorbance du chromogeéne rose obtenue a été
mesurée a 532 nm en utilisant le spectrophotométre. La concentration en MDA formé a été
calculée a I'aide d'une courbe linéaire de TEP (voir annexe N0°06), et le pourcentage d’inhibition
des MDA a été déterminé selon la formule suivante :

MDA (%) = [(Ao-A1) /Ag]x 100

Ou
Ao : la concentration en MDA du contr6le positif

A1 : la concentration en MDA de I’échantillon a testé
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1.9 Analyse statistique
Les résultats ont été exprimés sous forme de moyenne * erreur standard a la moyenne.

L’analyse des données a été réalisée a I’aide du logiciel Statistique 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 :

v' Pour un p<0,05 la différence est significative (*)

v' Pour un p<0,01 la différence est trés significative (**)

v' Pour un p<0,001 la différence est hautement significative (***)

11
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I1.1. Evaluation de capacité de Piégeage des radicaux libres par 2,2-diphényl-1
picrylhydrazyle (DPPH)

Outre leurs propriétés immunostimulantes, les souches probiotiques connaissent
aujourd’hui un regain d'intérét de la part de la communauté scientifique elles peuvent étre
considérées comme des souches ayant un potentielles antioxydantes a vertus thérapeutiques, c’est
pour cette raison que les méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante d’une cellule
bactérienne intact ou dans son lysat cellulaire, les plus utilisées sont celles basées sur la capacité
de souches bactériennes d’agir comme piégeurs des radicaux ou de donneurs d'hydrogéne (Tang
et al.,2016 ; Kouassi, 2017 ; Wang et al., 2017; Zhao et al., 2017).

Au cours de cette étude pour évaluer le pouvoir scavenger de nos cellules bactériennes,
nous avons opté pour la technique du piégeage du radical DPPH® car il s'agit d'une méthode
rapide, simple, cohérente reproductible et précise. Les résultats obtenus sont illustrés dans la
figure n°4. Elle présente les différents pourcentages d’inhibition du radical DPPH°
correspondants aux différentes souches Lactiques (isolats et la souche probiotique de références).
Ces résultats indiquent que ’ensemble des souches étudiées possédent des taux d’inhibition
élevés et divergents, ils varient entre 62,78 £ 1,19 % et 86.75 + 0.65%. Ceci refléte leur forte
capacité antioxydante. Cependant la souche probiotique de référence affiche une capacité
d’inhibition du radical DPPH® significativement inferieure aux pourcentages d’inhibition des
isolats LB1, LB3 et LB4 on note 80,58% + 0,15 versus 84,45 + 0,42 et 86,75 = 0,65% et 86,48
0,75 respectivement, les souches LB1, LB3 et LB4 présentent des activités de piégeage quasi-
identique et les plus élevées, par contre la bactérie LB2 enregistre I’activité antioxydante,
déterminée par le pigeage du radical DPPH? , la plus faible avec un pourcentage évalué a 62,78 +
0,19%.
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Figure n° 4 : Activité du piégeage du radical DPPH® par la souche de référence
Lactobacillus spp et les isolats lactiques LB1, LB2, LB3, LBA4.

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + ES de trois essais indépendants)
(***) Différence hautement significative LB1, LB2, LB3, LB4 vs Lactobacillus sp

Nos résultats corroborent avec ceux obtenus par Riane et al, (2019), au cours de leur
étude ces chercheurs ont montré que les activités de piégeage du radical DPPH® des souches
bactériennes lactiques isolées du lait fermenté varient entre et 72,21% et 82,65%. Parmi ces
cellules Lb. Plantarum 15, caractérisée par une forte résistance a l'acidité et aux sels biliaires,
celle-ci exhibe une activité antioxydante importante par rapport aux autres bactéries isolées. Il va
de méme pour I’étude Duz et al. (2020), leurs résultats montrent que les activités de piégeage du
radical DPPH® des souches de bactéries lactiques varient entre 58,38 % et 90,34 %, la souche Lb.
Plantarum IH14L présente 1’activité la plus élevée avec un pourcentage évalué a 90,34 £ 0,40%.
(Duz et al., 2020). Cependant I’investigation réalisée par Su et ses collaborateurs (2015) indique
des pourcentages de piégeage du radical DPPH® relativement faibles se situant entre 21,13% et
40,53 % et ils précisent que la souche probiotique de référence utilisée au cours de leur étude, Lb.
Bulgaricus 6032, présente le pourcentage d’inhibition le plus élevé en comparaison avec les
autres souches, ce pourcentage est évalué a 48,45 %.

Aussi une étude plus récente s’est intéressée a 1’activité antioxydante de plusieurs souches
probiotiques a savoir : de Lactobacillus brebis KU15151, Pediococcus pentosaceus SC28 et
Lactobacillus rhamnosus GG en utilisant le test de piégeage des radicaux DPPH°®. Parmi ces
dernieres la souche Lb. brevis KU15151 a montré un taux maximal de piégeage radicalaire de
31,14% par rapport aux autres souches (Yang et al., 2020).
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Les souches lactiques isolées du blé fermenté au cours de notre étude présentent une capacité de
piégeage le radical DPPH® largement supérieure a celles rapportées par Su et ses collaborateurs
et yang et son équipe. Ce qui confirme le potentiel antioxydant considérable de ces souches.
Toutefois, il est admis que les activités antiradicalaires varient d’une bactérie a une autre (Zhao

et al., 2018).

Il reste difficile d’effectuer une comparaison entre les espéces. Les divergences
constatées entre nos résultats, les souches isolées entres elles, et entre celles de la littérature,
peuvent étre tributaires de certains facteurs susceptibles d’influencer de maniére significative le
pouvoir antioxydant de chaque souche. Ce dernier est dépendant du milieu et les conditions de
culture, la concentration des cellules bactériennes, 1’état cellulaire (cellules intactes au lysat
cellulaire), I'activité antioxydante intrinséque (les enzymes antioxydantes, telles que la SOD, la
GPx, la NADH oxydase ainsi que le Glutathion réduit, le NADH, ...) et a la présence de
molécules aux propriétés antioxydantes dans la membrane cellulaire externe (Arasu et Al-
Dhabi, 2020) tels que les peptides et les exopolysaccharides (EPS) (Song et al., 2019 ; Yang et
al., 2020). En effet des études antérieures ont démontré que I’activité antioxydante de certaines
especes de Lactobacillus, telles que Lb.rhamnosus, Lb. helveticus, Lb. sakei et Lb. plantarum,
pourrait étre associée a la production des composes de la surface cellulaire tels que EPS (Wang
et al., 2017 ; Wang, 2020). L’effet antioxydant des EPS peut étre d0 a leur capacité de piéger les
radicaux libres soit par la libération de I’hydrogéne actif de la fonction hydroxyle de I’EPS ou par
leur combinaison avec ce dernier ce qui donnera donc une forme stable (Pan et al., 2010 ; Li et
al., 2014).

11.2 Evaluation de I’effet préventif des souches isolées vis a vis de la peroxydation lipidique

Au cours de cette étude nous avons choisi le dosage du MDA pour évaluer ’effet
préventif des isolats bactériennes contre un stress induit par le CuSO,4 au niveau d’un plasma
humain. Cet effet préventif vis-a-vis de la formation du MDA a été déterminé par les
pourcentages d’inhibition de la peroxydation lipidique plasmatique. Les résultats obtenus sont
représentés sur la figure n°05.

15



Chapitre 11 Résultats et discussion

%
<
5 45
= 4
v
Q
© 35
S *
= 30 *®
2 25
_-E ok E
©T 20 -
8
L
]
-
§ 10
3 5
o

0

Lactobacillus sp LB1 LB2 LB3 LB4

Figure n° 5 : Pourcentage d’inhibition des MDA par les bactéries lactiques Lactobacillus et les
isolats lactiques LB1, LB2, LB3, LB4

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + ES de trois essais indépendants)
(***) Différence hautement significative LB1, LB2, LB3, LB4 vs Lactobacillus sp
(*) Différence significative LB1, LB2, LB3, LB4 vs Lactobacillus sp.

De ces resultats, il ressort que les quatre souches bactériennes (LB1, LB2, LB3 et LB4)
ainsi que la souche de référence sont dotées d’une capacité antioxydante protectrice contre la
peroxydation des lipides plasmatiques. Ce taux d’inhibition varie considérablement entre les cing
souches testées, les valeurs sont situées entre 20% + 0,005 et 39% + 0,002. On constate que la
souche probiotique de référence (Lactobacillus sp) inhibe la peroxydation lipidique avec un
pourcentage évalué a 36% + 0.001, la souche LB1 est la souche la plus active avec un
pourcentage de 1’ordre de 39,18 +0,002 Ce taux est quasi identique a celui de la souche de
référence. Cependant les souches LB2, LB3 et LB4 montrent des faibles activités antioxydantes
en comparaison avec la souche de référence et la souche LB1. Leur pourcentage d’inhibition est
évalué a 27,83 +0.0025, 25,63 +0.0027, 20,22 +0.005 respectivement. Cette différence est

significative.

Ces résultats sont comparables a ceux obtenus par Lin et al., (2000). lls ont démontré
I’effet préventif de Bifidobacterium longum et Lactobacillus acidophillus vis a vis de I’inhibition
de la peroxydation des lipides plasmatiques en utilisant les extraits cellulaires de Bifidobacterium
longum et Lactobacillus acidophilus ainsi que les cellules intactes. Leurs résultats dévoilent que
I’effet préventif évalué par les taux d’inhibition de la peroxydation lipidique du lysat cellulaire
est plus important a celui des cellules intactes, les taux d'inhibition obtenus varient entre 11 et

29% pour une concentration bactériennes testées & 10° UFC/mI pour les deux souches (Lin et
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al.,2000). Toutefois Zhang et al., (2017) ont constate un forte capacité antioxydante des souches
Lb. Curvatus SR6 et L. paracasei SR10-1 en comparaison avec la capacité antioxydante de nos
souches LB1, LB2, LB3, LB4 et la souche référentielle Lactobacillus sp. Les activités
antioxydantes de Lb. curvatus SR6 et Lb. paracasei SR10-evaluées par le biais du pourcentage

d’inhibition lipidique sont estimées a 55 % + 5,19, 64% + 0,93, respectivement.

La peroxydation lipidique est un phénoméne général qui se produit dés la présence de
I’oxygéne. Tous les lipides contenant des acides gras insaturés quelle que soit leur origine (huiles
veégétales, huiles de poissons, graisses animales, membranes cellulaires, lipoprotéines) sont
concernés. Ce phénomene est une conséquence du stress oxydant et aussi un relais pour sa
propagation. lls existent de nombreux marqueurs de la peroxydation lipidique. Le plus connu qui
a été le plus utilisé est le dialdéhyde malonique (MDA). Il résulte de la dégradation des hydro-
peroxydes formés au cours de la peroxydation des acides gras polyinsaturés. Cependant, il peut

aussi étre formé lors de I’activation de la voie de la cyclo-oxygénase.

Plusieurs études ont évoqué la capacité des bactéries lactiques d’exercer une activité
antioxydante contre les altérations oxydatives lipidiques et ce en utilisant différents mécanismes
et processus adaptatifs (Virtanen et al., 2007 ; Zhang et al., 2017). En général, le processus le
plus commun se base sur ’aptitude des bactéries lactiques, envers le stress oxydatif et
particulierement la peroxydation lipidique, & déclencher un mécanisme d’induction de
I’expression des génes codants pour les enzymes de détoxification et antioxydantes comme la
SOD Mn , ceci permet aux bactéries de s’adapter et coexister en présence des radicaux libres et
de tolérer ainsi les conditions difficiles de stress, telle qu une augmentation de la concentration
des métaux de transition essentiellement le cuivre et le fer qui peuvent étre une sources de
formation des radicaux libres capables d’induire une oxydation lipidique en catalysant le transfert
d’¢lectrons, ces réactions ont lieu in vivo et in vitro. Les systemes biologiques (cellules, plasma)
contiennent du fer sous forme humique (hémoglobine, myoglobine) et non humique. Ce dernier
est souvent lié a des petites molécules (ADP, ATP, citrate) et est appelé fer de bas poids
moléculaire. Il joue le role de catalyseur dans le transfert d’électrons sur 1’oxygeéne selon les
réactions de Fenton (Burkitt et Gilbert, 1991). Le cuivre peut également jouer le méme role que
le fer comme catalyseur dans le transfert d’¢lectrons. L’effet préventif des bactéries lactiques
peut étre expliqué par la capacité chélatrice des métaux de transition (Miyoshi et al., 2003) ;
c’est 'un des mécanismes le plus proposé dans I’inhibition de la peroxydation lipidique. Elles
sont aussi capables, a I’instar de Lactobacillus spp, de diminuer I’accumulation des espéces

réactifs de 1’oxygene.
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Les EPS sont aussi impliquées dans I’inhibition de la formation des MDA. L’activité de
chélation des métaux est également envisagée comme propriété antioxydante par laquelle les
EPS peuvent exercer leur pouvoir antioxydant (Li et al., 2014 ; Trabelsi et al., 2017). Selon
I’étude Li et al., (2014), les EPS isolés a partir de Lactobacillus plantarum LP6 ont la capacité
de renforcer les activités enzymatiques antioxydantes, de maintenir 1’intégrité cellulaire et
d’inhiber 1’oxydation lipidique des cellules PC12 exposeées au H,0,. L’effet protecteur des EPS
s’est traduit par une diminution de 52,80 % du niveau du MDA intracellulaire formé sous
I’action du H,0,. Aussi I’effet inhibiteur de la formation des MDA par les bactéries lactiques
peut étre associé a la présence de différents constituants propres a chaque bactérie (le GSH, les
enzymes antioxydantes, les vitamines, les acides aminés ...) et les différentes réactions redox

associées.
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Conclusion et Perspectives

Depuis des millénaires, localement et a 1’échelle internationale, il existe dans notre diéte
une famille d’aliments particuliers : les aliments fermentés. Ces aliments ont des caractéristiques
uniques, sur le plan biochimique et microbiologique. Parmi les microorganismes qui les
composent, ceux qui retient I’attention de par leurs propriétés bénéfiques sur le microbiote
intestinal sont les bactéries lactiques, essentiellement Lactobacillus et de Bifidobacterium. Ces
dernieres présentent un grand intérét pour le domaine de I’industrie agroalimentaire et
pharmaceutique.

Actuellement elles sont supposées exercer une activité antioxydante. Cependant le lien
entre cette propriété et leur effet préventif ou curatif contre les pathologies a stress oxydatif est
rarement élucidé. Dans ce contexte, I’objectif de notre travail s’intéresse a évaluer ’activité
antioxydant des bactéries lactiques isolées a partir du blé fermenté. Les résultats obtenus
indiquent que I’ensemble des souches isolées posseédent des taux d’inhibition élevés et
divergents, ils varient entre 62,78 % + 1,19 et 86.75% = 0.65. La souche probiotique de référence
affiche une capacité d’inhibition du radical DPPH?® significativement inferieure aux pourcentages
d’inhibition des isolats LB1, LB3 et LB4 on note 80,58% =+ 0,15 versus 84,45 + 0,42 et 86,75 +
0,65 et 86,48% =0,75 respectivement. Par contre la bactériec LB2 enregistre D’activité
antioxydante, la plus faible avec un pourcentage évalué a 62,78 + 0,19%.

Les quatre souches bactériennes (LB1, LB2, LB3 et LB4) ainsi que la souche de
référence présentent des taux d’inhibition contre la peroxydation lipidique importants et varient
entre les cing souches testées, les valeurs se situées entre 20% + 0,005 et 39% + 0,002. On
constate que la souche probiotique de référence (Lactobacillus sp) inhibe la peroxydation
lipidique avec un pourcentage évalué a 36% =+ 0.001, la souche LB1 est la souche la plus active
avec un pourcentage de 1’ordre de 39,18% +0,002. Ce taux est quasi identique a celui de la
souche de référence. Cependant les souches LB2, LB3 et LB4 montrent des faibles activités
antioxydantes en comparaison avec la souche de référence et la souche LB1.

Ces résultats, indiquent que les quatre souches bactériennes (LB1, LB2, LB3 et LB4) sont
dotées d’une capacité antioxydante elles devraient trouver une application autant que nouvelle
formule nutraceutique. Elles peuvent étre indiquée aussi bien dans la prévention des pathologies
causées par le stress oxydatif et comme une solution alternative aux antioxydants synthétiques
cependant pour confirmer cette suggestion et dans la continuité de ce présent travail les

perspectives suivantes peuvent étre envisageées :
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Conclusion et Perspectives

Evaluer I’activité antioxydante des isolats lactiques par la mesure de D’activité des
enzymes antioxydantes (SOD , GPx...).

Identifier les isolats lactiques par le biais des galeries api 50 CH et par les techniques
moléculaires

Etudier leur capacité d’agir comme des probiotiques.
Evaluer leurs propriétés biologiques in vivo, telles que leur activité antioxydante, anti-
inflammatoire et leur effet sur la dysbiose intestinale.
Les utilisés dans une association symbiotique (en association avec les polyphénols par

exemple) et ce dans un concept de prévention vis-a-vis des pathologies chroniques a
stress oxydatif.
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e Annexe n°l : Description et composition du LACTIBIANE Tolérance

Le LACTIBIANE Tolérance est un complément alimentaire composé de 5 souches microbiennes

probiotiques dosé & 4 10° UFC / g de poudre lyophilisée :

Bifidobactériumlactis LA 303

Lactobacillus acidophilus LA 201

LACTIBIANE _ LacTigone

Lactobacillus plantarum LA 301 = Y

Lacobacillussalivarius LA 302

Bifidobacteriumlactis LA 304 “'

Figure n°1 : LACTIBIANE tolérance® (Pileje)

e Annexe n°2 : Composition du milieu MRS liquide (de De Man Rogosa et
Sharpe ,1960)

Péptone bactériologique. . .........ooviriniiiriiie i 10g

EXtrait de VIAnde. .. ... ..., 8,09
Extrait autolytique de levure. ..o 4,0g
GIUCOSE. .ttt 20g

) P 80g
Phosphate dipotassium.............oooiiiiinii e, 2,0g
Acétate de SOdIUML........ooiiiii i e 5,09

Citrate d’ammonium.............ccoveiiiiiiinieiiiiieeieeeeeeereeesveeeenee s 2,00
Sulfate de magnésium.............ooeiiiiiiiiitiii i 2,09
Sulfate de Manganese ............c.ooviiriiiiiiiiiei i, 0,059

Le milieu a subi une stérilisation a 121°C pendant 15min le a été ajusté a pH 6.2
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Annexe n°3 : Aspects macroscopique et microscopique des isolats lactiques issus de blé

fermenté sur gélose MRS apres coloration de Gram (Objectifx100).

Lactobacillus
Isolats LB1 LB2 LB3 LB4
Sp
Incubation Anaérobie Aérobie Aérobie Anaérobie Anaérobie
Aspect
macroscopiqu
e
f % \ tir e 0%
Aspect ¢ Ny e § q:! ! '3”:;"5“". < “.' A iy ."'{:4): Fia
. - ,x /‘ S y -, % l;,-q- 2l A ] 1 -‘\41,_
microscopique Wy i iy~ : . . -
“'?!‘;r'" ST ""r'. d
, . ~ Y e s e s
o o s Ry il

e Annexe n°4 : Préparation de 250 ml de solution de tampon PBS (1X)

o KHPO4 ..., 0,25¢g
o NaCl.....cooooiiiiiiiiiiiiii. 3,65g
o NagHPO4......cooooiiiiiiiiii. 0,8g

o Kl 0,299

La solution a été ajustée a pH 7,4.

e Annexe n°5: Préparation de 50 ml de la solution de DPPH

O DPPH. ... 0.002¢g

0 Meéthanol pur ..........oooiiiiiiii

50ml




Annexes

o Agitation jusqu’a solubilité de la solution

e Annexe n°6 : Courbe d’étalonnage pour I’évaluation de I’activité antioxydante par

le biais de la technique TBARS

1.2

N y = 0.02x- 0.005
R?=0.9908.-""

0.8
0.6
0.4

0.2 e

-0.2

Figure n°3 : Courbe d’étalonnage du MDA (TEP 1 mM), .DO 535 nm
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e Annexe n°7 : Représentation graphique de I’évaluation de I’acide gallique

% Acide galique
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40
30
20
10
500 250 125 62.5

Figure N°4 : Représentation graphique de I’évaluation de 1’acide gallique

e Annexe n°8 : Représentation graphique ’évaluation de concentration de MDA

%
5.0000
4.0000
3.0000
2.0000
1.0000
0.0000

N N N SN
.&0
&
(,J\'O

Figure N°5 : Représentation graphique 1’évaluation de concentration de MDA
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Résumé

Résume

Les bactéries lactiques constituent I'un des groupes de microorganismes le plus largement
utilisé dans la production de divers types d’aliments fermentés, ces microorganismes sont tres
convoités pour leur capacité modulatrice du microbiote intestinale et leur effet bénéfique et
préventif contre les complications gastro-intestinales Outre ces deux propriétés les bactéries
lactiques sont suspectées d’exercer une activité antioxydante. Cependant ce potentiel antioxydant
et lié de la souche bactérienne en question et de I’environnement d’ou elle a été isolée.
Dans cette optique 1’objectif de cette présente étude vise a déterminer le pouvoir antioxydante de
quatre isolats lactiques issus du blé fermenté. La capacité antioxydante de ces isolats a été
appréciées par le biais du pouvoir antiradicalaire et I’effet préventif vis-a-vis de la peroxydation
lipidique plasmatiques.
Les résultats obtenus indiquent que les quatre souches possedent une excellente activité de
piégeage du radical DPPH°®, les taux variaient entre 62,78 et 86,75%. Aussi elles sont capables
d’exercer un effet protecteur contre la peroxydation lipidique plasmatique avec des taux
d’inhibition allant de 20,29% a 39,23%. Ces résultats laissent envisageable 1’utilisation de ces
isolats comme des antioxydants biologiques naturels dans 1’industrie agro-alimentaire et
renforcent 1’idée de leur utilisation dans les stratégies nutritionnelles préventives vis a vis des
pathologies chroniques a stress oxydatif.

Mots clés : Bactéries lactiques, probiotiques, blé fermenté, stress oxydant, activité antioxydante.
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