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Résumé

Le stress oxydatif est la cause de diverses maladies chroniques humaines. Il est causé par une
activité accrue des especes oxydantes réactives (ROS) par le processus d'oxydation, 1’objectif
de ce travail est d’étudier le potentiel antioxydant de certaines bactéries lactiques. les souches
ont été testées pour leur capacité de Piégeage des radicaux libres par 2,2-diphényl-1
picrylhydrazyle (DPPH), et leur effet d’anti peroxydation lipidique. Les résultats obtenues par
différents chercheurs indiquent que L. curvatus et L. paracasei ont d'excellentes activités de
piégeage de DPPH(59,67% = 6,68%) et une inhibition de la peroxydation lipidique, en outre
L. plantarum et L. mesenteroides possédent de bonnes propriétés antioxydantes, aussi une
capacité antioxydante a été trouvée pour les cellules intactes et les extraits intracellulaires des
bactéries intestinales B. longum et L. acidophilus in vitro avec des taux allant de 43,2% a
52,1%.

Mots clés : bactéries lactiques, probiotique, effet antioxydant, peroxydation lipidique.



Abstract

Oxidative stress is the cause of various chronic human diseases. It is caused by an
increased activity of reactive oxidizing species (ROS) by the oxidation process. The
objective of this work is to study the antioxidant potential of certain lactic acid bacteria.
The strains were tested for their ability to scavenge free radicals by 2,2-diphenyl-1
picrylhydrazyl (DPPH), and their anti-lipid peroxidation effect. The results obtained by
different researchers indicate that L. curvatus and L. paracasei have excellent DPPH
scavenging activities (59.67% + 6.68%) and inhibition of lipid peroxidation, in addition
L. plantarum and L. mesenteroides have good antioxidant properties, also antioxidant
capacity has been found for intact cells and intracellular extracts of intestinal bacteria B.
longum and L. acidophilus in vitro with levels ranging from 43.2% to 52.1%.

Keywords: lactic acid bacteria, probiotic, antioxidant effect, lipid peroxidation.
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Introduction

Certaines bacteries lactiques (LAB) sont appelées «probiotiques». Les probiotiques ont été
définis comme «des micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en quantités
adéquates, conferent un effet bénéfique sur la santé de I'néte (FAO / OMS, 2002).Ces
derniéres années, les consommateurs se sont de plus en plus intéressés aux aliments
probiotiques et la demande de produits probiotiques a augmenté en conséquence. La
promotion du développement d'aliments probiotiques devient de plus en plus importante. Les
bactéries lactiques (LAB) sont généralement considérées comme sdres et ont un statut de
qualité alimentaire (Charchoghlyan et Park., 2013).

Les dommages oxydatifs jouent un rdle dans de nombreuses maladies dégénératives comme
le cancer, I'emphyseme, la cirrhose, I'athérosclérose et l'arthrite ont tous été corrélés aux
dommages oxydatifs, le stress oxydatif peut endommager les biomolécules, y compris les
protéines, les lipides et les acides nucléiques, lorsque des espéces réactives de I'oxygene sont

géneérées a la suite d'un exces ou d'un déficit de défenses cellulaires (Pieniz et al., 2015).

Les systémes antioxydants potentiels des LAB protégent les cellules en réduisant les

dommages potentiels des ROS et aident a maintenir I'homéostasie redox (Zhang et Li., 2012)

De nombreuses recherches se concentrent sur l'investigation de nouvelles molécules et
substances pour aider I'organisme a lutter contre le stress oxydatif; parmi eux I'utilisation de
bactéries probiotiques. Diverses especes de Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus et
Lactococcus lactis et certaines espéces d'Enterococcus sont les bactéries probiotiques les plus

couramment utilisées (Idoui et Sifour, 2016; Jager et al., 2016)

L'objectif principal de ce travail était de cribler le potentiel antioxydant de certaines bactéries

lactiques, Les propriétés probiotiques et la capacité antioxydante ont été étudiées.



Chapitre 1

Les bacteéries lactiques et probiotiques
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I.1. Les bactéries lactiques
I.1.1. Généralités

Les bactéries lactiques sont de trés anciennes bactéries, observées avant les cyanobactéries

(Drider et Prevost , 2009). Décrites pour la premiére fois par Orla-Jensen au début du
XXe siécle.

Les «bactéries d'acide lactique» (LAB) se référent a un grand groupe de bactéries, qui
produisent de I'acide lactique comme sous-produit de la digestion de leur source de nourriture
(geénéralement des glucides). L'acide lactique s'accumule pour fermenter ou «mariner» les
aliments, les LAB sont répandues dans la nature et sont des probiotiques bénéfiques dans nos
systemes digestifs. Elles font partie des groupes de micro-organismes les plus importants
utilisées dans la fermentation des aliments, contribuant au goQt et a la texture des produits
fermentés et inhibant la détérioration des aliments causée par d'autres micro-organismes. Les
LAB sont responsables de la production de yaourt, fromage, beurre de culture, creme sure,

saucisse, olives et choucroute (lkeda et al., 2013).
1.1.2. Définition et caractéristiques des bactéries lactiques

Le groupe des bactéries lactiques constitue un groupe hétérogéne dont le caractere commun

est la production d’acide lactique suite a la fermentation des glucides (Labioui et al., 2005).

Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes en forme de coques ou de baténnets,
Gram-positif, incapables de produire la catalase (certaines souches possédent une pseudo-
catalase), généralement immobiles et asporulées (Dellagio et al., 1994).

En présence d’oxygene elles sont incapables de phosphorylation oxydative, de nombreuses
bactéries lactiques ont des exigences nutritionnelles complexes en ce qui concerne les acides
aminées, facteurs de croissance, peptides, base purique et pyrimidique, des vitamines B et des
acides gras. Elles ont également une activité aromatique trés importante d’ou leur utilisation

en agroalimentaire (Leveau et al., 1991).

Sur la base des caracteristiques de fermentation, les bactéries lactiques sont homofermentaires
ou hétérofermentaire (Dortu, 2008) et tolerent des pH acides. Cette derniére propriéte est
utilisée en agroalimentaire pour acidifier le milieu et empécher le développement des

bactéries pathogénes et d'altérations (Nielsen et al., 2008).
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Elles sont généralement mésophiles mais certaines sont psychrotolérantes ou
thermotolérantes. Elles se développent majoritairement a pH 4,0-4,5 et certaines sont encore
actives a des valeurs de pH extrémes comme 9,6 ou 3,2. Elles possédent des tolérances trés
variables vis-avis du NaCl et possedent de faibles activités protéolytiques et lipolytique
(Caplice et Fitzgerald, 1999)

I.1.3. Habitat et origine des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont trés fréquentes dans la nature. Elles se trouvent généralement
associées a des aliments riches en sucres simples. Elles peuvent étre isolées du lait, du
fromage, de la viande, des végétaux. Elles se développent avec la levure dans le vin, la biere

et le pain. Quelques especes colonisent le tube digestif de I’homme et des animaux (Hassan et

Frank, 2001).
I.1.4. Taxonomie des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont parfois classifiées en fonction de leur température optimale de
croissance : 20 a 30° C pour les mésophiles, 40 a 45° C pour les thermophiles. Ces deux
grandes familles de bactéries n’ont pas également les mémes métabolismes azotés : on
considére que les mésophiles ne sont protéolytiques qu’apres leur lyse, alors que les

thermophiles sont protéolytiques durant leur croissance. (Joubert, 2016)

La classification peut se faire selon des critéres phylogénétiques par ’utilisation des méthodes
moléculaires.(figurel) Cependant, la caractérisation phénotypique /biochimique classique
demeure pratique dans I’identification préliminaire des microorganismes. Certaines
caractéristiques phénotypiques sont utilisées pour identifier les espéces a I'intérieur des genres
comme la capacité a : fermenter les hydrates de carbone, tolérer différentes concentrations en
bile, produire des polysaccharides extracellulaires, exiger des facteurs de croissance, produire
de I’acétoine et synthétiser certaines enzymes. La composition en G+C de ’ADN, la
composition en acides gras, la mobilité électrophorétique de la lactate déshydrogénase sont
également d'autres critéres qui peuvent étre étudiés pour l'identification des especes lactiques
(Vandamme, 1996 ; Ho et al., 2007).
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Figure 1 : Arbre phylogénétique schématique non raciné des bactéries lactiques, y compris
certains gram positifs aéro-anaérobies facultative de la subdivision a faible G+C. (salminen et
al., 2004)

I.1.5. Les principaux genres des bactéries lactiques
1.1.5.1. Lactobacillus

Lactobacillus est le genre principal de la famille des Lactobacillaceae, il contient de
nombreuses especes qui sont des agents de fermentation lactique intervenant dans de
nombreuses industries ou qui sont rencontrées comme contaminants. Il s’agit de bacilles longs
et fins (parfois incurvés) souvent groupés en chaines, immobiles, asporulés, catalase négative,
se développent a un optimum de température situé entre 30 et 40°C. Les lactobacilles ont des
exigences nutritionnelles trés complexes en acides aminés, en vitamines, en acides gras, en

nucléotides, en glucides et en minéraux (Khalid et Marth, 1990).
1.1.5.2. Streptococcus

Appartenant a la famille des Streptococcaceae . Les espéces de ce genre sont des cellules
ovoides, sphériques ou quelque fois allongées en fuseaux en paires ou en chainettes. Les

streptocoques lactiques se distinguent par leur capacité de croitre a 45°c.

1.1.5.3. Lactococcus
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Le groupe de lactocoques correspond aux streptocoques mésophiles de la flore lactique. Elles

sont genéralement microaérophiles et se développent a 30°c.
Leur fermentation de sucre est homolactique et donne 1’acide lactique comme produit final.

Les lactocoques peuvent se trouver dans les aliments comme les produits laitiers, elles sont
utilisées dans 1’industrie agroalimentaire, les espéces les plus importantes sont : Lactococcus

lactis et Lactococcus cremoris (Stiles et Holzapfel 1997)
1.1.5.4. Enterococcus

Le genre Enterococcus regroupe les streptocoques fécaux qui présentent une hémolyse de
type a, B, et qui appartiennent au groupe sérologique D. Ce sont des commensaux de
I’intestin. Les espéces rencontrées dans 1’alimentation sont essentiellement E.faecalis
(auparavant Streptococcus faecalis), et ses variétés E.durans et E.bovis). Les Enterococcus

sont les bactéries lactiques les plus controversees (Franz et al., 2003).
1.1.5.5. Leuconostoc

IIs représentent les coques hétérofermentaire marqué, avec production d’acide lactique
(isomere D), de CO2 et d’éthanol, et se regroupent en paires ou en chainettes mésophiles. Les
caractéristiques telles que I’hydrolyse de 1’esculine, la formation de dextrane, les conditions
de croissance, la capacité a croitre a différents pH et température, 1’assimilation de citrate
et/ou malate permettent la différenciation entre les genres Leuconostoc et Weissella (Ho et al.,
2007).

1.1.5.6. Bifidobacterium

Traditionnellement, le genre Bifidobacterium a été associé aux bactéries lactiques. Par la
suite, il a été séparé en raison du contenu G+C > mol 50% et affecté au phylum des
Actinobacteria (Gomez et Malcata,1999 ; Leahy et al., 2005).Néanmoins, les bifidobactéries
sont également considérées comme des bactéries lactiques, en raison de leurs propriétés
physiologiques et biochimiques semblables et du fait qu’elles partagent certaines niches
écologiques communes aux bactéries lactiques tel que le tractus gastro-intestinal (Klein et
al.,1998). En effet, elles ont généralement un pH optimal de croissance autour de 6.5 a 7 et
une température de croissance comprise entre 37°C et 41°C. Elles ont la forme irréguliére
d’un V ou une morphologie bifide en forme de Y. Elles sont hétérofermentaires et dégradent

les hexoses en produisant de I’acide lactique et acétique (Gomez et Malcata, 1999).
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1.1.6. Métabolismes des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques regroupent des microorganismes appartenant a plusieurs genres ayant
la capacité de fermenter les sucres en acide lactique. Les sucres peuvent étre des
monosaccharides tels que les hexoses (glucose, galactose), des pentoses (xylose, ribose,
arabinose), des hexitols ou des pentitols (mannitol, sorbitol, xylitol) ou des dissacharides
(lactose, saccharose, cellobiose, maltose, tréhalose). La capacité a métaboliser les sucres est
fonction des souches considérées (Axelsson, 2004).

I.1.7. Principale voie fermentaire des bactéries lactiques

Les fermentations lactiques ont comme produit final 1’acide lactique, un acide faible qui fait
baisser le pH. Un milieu dépourvu de dioxygéne favorise les fermentations lactiques, bien que
la présence de dioxygene n’inhibe pas les enzymes impliquées dans ces voies métaboliques.
On distingue deux voies de fermentations lactiques la figure 2 démontre les deux voies de

fermentation lactiques
1.1.7.1. Lafermentation homolactique

Constituée de la voie de la glycolyse (également appelée voie d’EmbdenMeyerhof) puis de la
conversion de 2 molécules de pyruvate en 2 molécules de lactate. Divers hexoses (glucides a
6 carbones), comme le glucose, le fructose, le mannose, le galactose, le lactose ou le
saccharose peuvent étre oxydés par cette voie. La fermentation homolactique apporte un gain
net de 2 ATP par molécule de glucose oxydée. Cette voie est réalisée par les bactéries dites
homofermentaires, appartenant aux genres Lactococcus, Lactobacillus, et Streptococcus.

1.1.7.2. Lafermentation hétérolactique

Aussi appelée voie des transcétolases. En plus de I’acide lactique, les produits finaux de cette
fermentation sont également le CO2, 1’éthanol, et en plus faible proportion selon le substrat
initial oxydé, I’acide acétique et le glycérol. Des hexoses, voire certains pentoses (glucides a 5
carbones), peuvent étre utilisés comme substrat initial. La fermentation hétérolactique a partir
du glucose apporte un gain net d’une seule molécule d’ATP. Les bactéries dites
hétérofermentaires, appartenant aux genres Lactococcus ou Leuconostoc, réalisent la
fermentation hétérolactique. D'autres voies métaboliques fermentaires, comme la voie du
citrate, sont a l'origine de composeés carbonés volatils conférant un aréme particulier aux

aliments fermentés. (Mlouka , 2018)
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Figure 2 : Deux voies de fermentations lactiques (Mlouka, 2018)
1.1.8. Les bactéries lactiques dans la flore intestinale

Le microbiote intestinal est propre a chaque individu, d’un point de vue qualitatif et
quantitatif, la figure suivante démontre que les bactéries lactiques sont observées tout au long
du tube digestif. La concentration en bactéries le long de tube digestif est illustrée sur la figure
3.
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Figure 3 : Concentration en bactéries le long du tube digestif. (Dolié, 2018)
1.1.9. Interaction avec d’autres microorganismes

Dans les aliments ou boissons amylacés et fermentés de I’ Afrique de I’Ouest, les bactéries
lactiques coexistent souvent avec d’autres micro-organismes , Les bactéries lactiques et les
levures sont les micro-organismes dominants généralement rencontrés dans la plupart des
produits fermentés a base de céréales et de manioc en Afrique de ’Ouest Le développement
des bactéries lactiques pourrait &tre stimulé par la présence de composés azotés solubles et de

facteurs (vitamines B, CO2, pyruvate, propionate, succinate, acétate) produits par les levures.

De plus, I’environnement acide créé par les bactéries lactiques favoriserait la croissance des
levures. Ainsi 1’alcool produit par la levure, les acides produits par les bactéries et
I’anaérobiose induite par la fermentation, permettraient de supprimer les champignons

filamenteux et les bactéries associées a la détérioration des aliments (YAO et al., 2009)
1.1.10. Réle et intérét des bactéries lactique
1.1.10.1. Dans le domaine de I’industrie alimentaire

L’implication des bactéries lactiques dans la fermentation et la bioconservation des aliments
est connue depuis trés longtemps. Les souches de Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus
thermophilus sont utilisés pour la production du yaourt, des fromages et des laits fermentés
(ateen et al., 2008).Les bactéries lactiques sont aussi responsables de 1’ouverture des

fromages par production de CO2, de la texture produits fermentés, par production des
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exopolysaccharides ainsi que de la production de peroxyde d’hydrogéne ou de bactériocines

qui inhibent la croissance de bactéries indésirables ( Doleyres,2003).
1.1.10.2. Dans la conservation des aliments

L’utilisation des bactéries lactiques a pour but I’amélioration des caractéristiques
organoleptiques des produits fermentés et par conséquence augmenter la durée de leur

conservation sans ajout de conservateurs chimiques (Mlouka , 2018).
1.1.10.2.1. L’acidification du pH par P’acide lactique

C’est la base de la conservation des aliments fermentés, qui peuvent étre ainsi gardés a
température ambiante pendant plusieurs mois. Elle procure également le goQt aigre de certains
aliments fermentés. De plus, certaines bactéries lactiques produisent également des substances
antibiotiques de nature peptidique, appelées bactériocines, pour éliminer les bactéries
compétitrices. Par exemple, Lactococcus lactis produit de la nisine, une bactériocine inhibant
la croissance des pathogeénes alimentaires Listeria monocytogenes et Staphylococcus aureus.

La nisine est d’ailleurs utilisée actuellement comme conservateur alimentaire (Mlouka , 2018)

1.1.10.2.2. Le peroxyde d’hydrogene

Les bactéries lactiques ne possedent pas de catalase pour dégrader le peroxyde d’hydrogéne
en oxygene et en eau. Il peut s’accumuler et étre inhibiteur de différents microorganismes par
I’oxydation des lipides membranaires et la destruction des structures des protéines cellulaires,
son action se manifestera aussi bien sur les germes indésirables que sur ceux qui sont
indispensables au bon déroulement de la fermentation. 1l est donc rarement utilisé pour son
activité inhibitrice. D’autre part, son action oxydante peut avoir un effet néfaste sur la santé
humaine (Zalan et al., 2005).

1.1.10.2.3. Le dioxyde de carbone

Celui-ci est formé pendant la fermentation hétérolactique et crée un environnement anaérobie
qui inhibe les microorganismes aérobies. L.’accumulation de dioxyde de carbone dans la
bicouche lipidique peut causer un dysfonctionnement de la perméabilité (Ammor et Mayo,
2007).
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1.2. Propriétés probiotiques
1.2.1. Historique

Le début de I'histoire des probiotiques dans le domaine scientifique est associé a la
microbiologiste russe Ilya Metchnikoff (1845-1916), auteur de I'ouvrage du début du XXe
siecle intitulé «La dépendance des microbes intestinaux a I'égard des aliments permet
d'adopter des mesures de modifier la flore de notre corps et de remplacer les microbes
nuisibles par des microbes utiles ». Metchnikoff a associé la bonne santeé et la longévité
exceptionnelle des groupes d'habitants d'Europe de I'Est a leur consommation ordonnee de
produits laitiers fermentés, Selon les auteurs contemporains Havenaar et Huis In't Veld
(Havenaar & Huis In't Veld, 1992), un probiotique est une culture mono ou mixte de micro-
organismes vivants qui, appliquée a I'animal ou a I'homme, affecte avantageusement I'h6te en

ameliorant les propriétés de la microflore indigéne »
1.2.2. Définition

En 2001, un comité d’experts de I’Organisation des Nations Unies pour 1’alimentation et

I’ Agriculture (Food and Agricultural Organization, FAO) et de I’Organisation mondiale de la

Santé (OMS) définissait les probiotiques comme des micro-organismes vivants, qui, lorsqu’ils
sont consommés en quantité suffisante dans I’alimentation, ont un effet bénéfique sur la santé

de I’hote (Food and Agricultural Organization et World Health Organization, 2001).

IIs peuvent étre intégrés dans différent types de produits, y compris les aliments, les
médicaments et les suppléments alimentaires (Guarner et al., 2011).

1.2.3. Souches a fort potentiel probiotique

Les principales souches reconnues en tant que probiotiques chez I’humain sont des bactéries
appartenant aux genres Lactobacillus, Bifidobacterium, Enteroccocus, Streptoccocus et des
levures du genre Saccharomyces. Les especes associées a chacun de ces groupes sont

présentées au Tableau 1.

Tableau 1 : Liste des principales souches microbiennes considérées comme probiotiques.
(Gagnon, 2007)

Lactobacilles Bifidobacteéries Autres bactéries Autre micro-organismes

lactiques non lactiques
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L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecium Saccharomyces boulardii
L. casei B. animalis Streptococcus Saccharomyces

L. crispatus B. bifidum thermophilus cerevisiae

L. gasseri B. breve

L. johnsonii B. infantis

L. paracasei B. lactis

L. plantarum B. longum

L. reuteri

L. rhamnosus

1.2.4. Les criteres de sélections

Les micro-organismes doivent posséder diverses propriétés de survie, d’activité et de
persistance dans le tractus digestif qui leurs permettront d’exercer des effets bénéfiques sur
I’hote. Ces propriétés sont propres a chaque souche et ne peuvent pas étre extrapolées d’une

souche a I’autre méme au sein d’une seule espéce (Dunne et al., 2001)
1.2.4.1. La résistance a I’acidité gastrique

Avant d'atteindre le tractus intestinal, les bactéries probiotiques doivent d'abord survivre au
transit par I'estomac, ou la sécrétion d'acide gastrique constitue un mécanisme de défense
primaire contre la plupart des micro-organismes ingérés. (Dunne et al., 2001) et aussi avoir la

capacité de proliférer dans I’intestin pour exercer leur effets bénéfiques sur I’hdte.
1.2.4.2. La résistance aux sels biliaires

Dans I’intestin gréle, la tolérance aux sels biliaires est un facteur important qui contribue a la
survie des probiotique. Les bactéries qui surviennent aux conditions acides de 1’estomac
doivent alors faire face a I’action détergente des sels biliaires libérés dans le duodénum apres
ingestion des repas gras. Les bactéries peuvent réduire 1’effet émulsifiant des sels en les

hydrolyses avec des hydrolases, de ce fait diminuant leur solubilité (Ammor et Mayo, 2007)
1.2.4.3. La production de substances antimicrobiennes

Les bactéries lactiques synthétisent des molécules a action bactéricide\bactériostatique comme
les acides organiques, le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de carbone, le diacétyle et les
bactériocines. Ces mécanismes antimicrobiens ont été exploités pour améliorer la préservation
des aliments (Labioui et al.,2005).

1.2.4.4. La résistance aux antibiotiques
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Les bactéries lactiques sont naturellement résistantes a beaucoup d’antibiotiques grace a
leur structure et physiologie. Les travaux de Temmerman et al. (2003) ont montré que 68,4
des probiotiques isolés ont une résistance a un antibiotique ou plus. Des souches de
Lactobacillus ont été trouveées résistantes a la Kanamycine 81, a la tétracycline 29,5, a
I’érythromycine 12 et au chloramphénicol 8,5.38 des isolats d 'Enterococcus faecium ont été

trouvés résistants a la vancomycine.
1.2.5. Role des Probiotiques
Effets intestinaux : Contréle des troubles suivants :

- Mauvaise digestion du lactose, Diarrhée,Syndrome du célon irritable, Constipation
- Infection par Helicobacter pylori, Prolifération bactérienne dans I’intestin gréle
- Maladies inflammatoires chroni, ques de I’intestin (colite ulcéreuse et maladie de
Crohn)
- Prévention de I’entérocolite nécrosante du nouveau-né
Effets sur le systéme immunitaire :
- Modulation immunitaire
- Reépression des réactions allergiques par réduction de I’inflammation
- Réduction des risques d’infection par des agents pathogénes courants (Salmonella,
Shigella)
Autres effets :
Réduction du risque de :
- Certains cancers (colorectal, vessie, col utérin, sein)
- Coronaropathie
- Maladie des voies urinaires
- Infection des voies respiratoires supérieures et infections connexes
- Reéduction du cholestérol sérique et de la pression artérielle (Patterson, 2008).
1.2.6. Applications des Probiotiques

Les differents produits commercialisés en tant que probiotiques humains ou animaux sont
constitués soit d’un seul microorganisme (produits dits mono-souches) ou d’une association
de plusieurs especes (produits dits pluri-souches). De nos jours, les produits probiotiques sont

commercialisés sous trois formes (Patterson, 2008) :
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-Un concentré de culture ajouté a des aliments et boissons a base de produits laitiers, de fruits

et de céréales.

-Un ingrédient ajouté a un aliment a base de lait ou de soja et auquel on permet d’atteindre

une concentration élevée par fermentation.
-Des cellules séchees, concentrées, en poudre, en capsule ou en comprimés.

Les probiotiques sont géneralement associés aux produits laitiers de culture.la
gamme de produits probiotiques comprend maintenant des fromages, des crémes glacées et

des yogourts glacés de méme que des aliments et boissons non laitiers (Patterson, 2008).
1.2.7. La capacité antioxydante des bactéries lactiques

Difféerentes capacités antioxydantes des especes de lactobacilles pour modifier le profil
bactérien et prévenir le stress oxydatif dans le c6lon de souris surchargées en Fe ont été
étudiées, le peroxyde d'hydrogene et le radical hydroxyle ainsi que la croissance des bactéries
Fe dépendent sont encouragés par le fer (Fe). Les résultats de cette étude ont montré que le
temps de survie de la souche de L. rhamnosus GG était significativement plus long en
présence de H202 et de radical hydroxyle par rapport aux souches non antioxydantes,
L.paracasei Fn032 et plantarum Fn001, respectivement. De plus, L. paracasei Fn032 et
L.plantarum Fn0O01 étaient spécifiques des activités d'élimination des radicaux libres de leurs

extraits libres intracellulaires. (Mishra et al., 2015)
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II. Stress oxydatif et activité antioxydant
I1.1. Histoire des radicaux libres

Au milieu des années 50, parmi les premiers, Gerschman et al, montrent que 1’oxygene,
molécule pourtant indispensable a la vie, présente également une toxicité pour 1’organisme.
Inspiré par ces travaux, Harman propose la «free radical theory of ageing»: via la production
de radicaux libres (entités chimiques tres instables et réactionnelles suite a la présence d’un
¢lectron libre dans leur structure), I’oxygene est a I’origine du processus de vieillissement
cellulaire. En 1969, date cl¢ dans I’histoire du stress oxydant, les Américains McCord et
Fridovich isolent a partir de globules rouges humains un systéme enzymatique antioxydant :
le superoxyde dismutase (SOD) qui élimine le radical libre anion superoxyde produit par
réduction univalente de I’oxygéne. Cette découverte fondamentale montre indirectement que
des radicaux libres sont produits dans notre organisme. (DEFRAIGNE et PINCEMAIL,
2008).

I1.2. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est la cause de diverses maladies chroniques humaines. Il est causé par une
activité accrue des espéces oxydantes réactives (ROS) par le processus d'oxydation.
L'oxydation est une réaction chimique qui transfére les électrons d'une substance a un agent
oxydant. Les réactions d'oxydation peuvent produire des radicaux libres ayant un électron non
apparié et sont capables d'effectuer une réaction en chaine rapide, déstabilisant ainsi d'autres

molécules et générant d'autres radicaux libres. (Mishra et al., 2015)

Le stress oxydatif se produira si la concentration d'oxygeéne est supérieure au niveau normal.
De nombreux facteurs peuvent obliger les organismes a subir un stress oxydatif tels que les
cigarettes, les herbicides, les oxydes d'azote, I'0zone, les radiations et certains métaux (Wang
etal., 2017)

I1.2.1. Les espéces réactives de I'oxygene (ROS)

Les ERO sont présentes dans la cellule a des doses raisonnables : leur concentration est
régulée par 1’équilibre entre leur taux de production et leur taux d’élimination par les

systemes antioxydants (Migdal et Serres, 2011)
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Les ROS, y compris les ions oxygeéne et les peroxydes, sont les produits d'un processus
métabolique consommateur d'oxygene normal et sont souvent associés au principe du stress
oxydatif. Les ROS peuvent étre générés de maniere endogéne et exogéne. (figure4) En raison
de leur nature hautement réactive, les ROS peuvent modifier d'autres espéces d'oxygene,
ADN, protéines ou lipides. On pense que des quantités excessives de ROS peuvent provoquer
une instabilité génomique, conduisant a une variété de maladies chroniques, notamment
I'athérosclérose, I'arthrite, le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les maladies neurodégénératives

et les maladies cardiovasculaires. (Wang et al., 2017)

endogenous sources: exogenous sources:
mitochondrial UV light
peroxisomes ionizing radiation
cytochrome p4S0 cytokines
NADPH oxidase pathogens
cox
\ /

\/

damage to DNA molecules, proteins and lipids

Figure 4 : Sources d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS) (Wang et al., 2017)

I1.2.2. L’oxydation des protéines

Les protéines peuvent étre modifiées par oxydation de trois maniéres: modification oxydative
d'acides aminés spécifiques, clivage des peptides Médie par les radicaux libres et formation de
la réticulation des protéines en raison de la réaction avec les produits de peroxydation
lipidique. (Lobo et al., 2010)

Le degré d'altération d'une protéine par oxydation dépend de plusieurs facteurs dont la nature
de I'oxydant, la proximité d'un radical et du métal de transition par rapport a la protéine cible,

la composition et la structure de la protéine. (baraibar et al., 2013)
I1.2.3. La péroxydation lipidique

La peroxydation lipidique est un processus de radicaux libres impliquant une source de
radicaux libres secondaires, qui peut agir comme second messager ou peut réagir directement

avec d'autres biomolécules, améliorant les lésions biochimiques. La peroxydation lipidique se
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produit sur I'acide gras polysaturé situé sur les membranes cellulaires et se poursuit en outre
par une reaction en chaine radicalaire. On pense que le radical hydroxyle initie le ROS et
élimine l'atome d'hydrogene, produisant ainsi un radical lipidique et ensuite converti en
conjugué diénique. De plus, par addition d'oxygéne, il forme un radical peroxyle; ce radical
hautement réactif attaque un autre acide gras formant un hydroperoxyde lipidique (LOOH) et
un nouveau radical. Ainsi la peroxydation lipidique se propage. En raison de la peroxydation
lipidique, un certain nombre de composés se forment, par exemple des alcanes, du
malanoaldéhyde et des isoprotanes. Ces composes sont utilisés comme marqueurs dans le test
de peroxydation lipidique et ont été vérifiés dans de nombreuses maladies telles que les
maladies neurogénératives, les lésions de reperfusion ischémique et le diabete. (Lobo et al.,
2010)

La biosyntheése des peroxydes lipidiques peut étre réalisée par des enzymes ou via des

processus non enzymatiques. (Gaschler et Stockwell., 2017)
I1.3. L’activité antioxydante
I1.3.1. Les antioxydants

Un antioxydant est une molécule suffisamment stable pour donner un électron a un radical
libre déchainé et le neutraliser, réduisant ainsi sa capacité d'endommager. Ces antioxydants
retardent ou inhibent les dommages cellulaires principalement par leur propriété d'élimination
des radicaux libres. Ces antioxydants de faible poids moléculaire peuvent interagir en toute
sécurité avec les radicaux libres et interrompre la réaction en chaine avant que les molécules

vitales ne soient endommageées. (Lobo et al., 2010)
I1.3.1.1. Les antioxydants enzymatiques

Le systeme humain posséde des enzymes qui neutralisent les espéces réactives formées.La
superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase sont des enzymes antioxydantes
qui jouent non seulement un rble fondamental mais indispensable dans la capacité de
protection antioxydante des systemes biologiques contre les attaques des radicaux libres.
(Ighodaro et Akinloye, 2018).

11.3.1.1.1. La superoxyde dismutase (SOD)
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la premiére enzyme de détoxication et I'antioxydant le plus puissant de la cellule. 1l s'agit
d'une enzyme antioxydante endogéne importante qui agit comme un composant du systeme de
défense de premiere ligne contre les espéces reactives de I'oxygene (ROS). Il catalyse la
dismutation de deux molécules d'anion superoxyde (O2) en peroxyde d'hydrogéne (H20>) et
en oxygene moléculaire (O2), rendant ainsi I'anion superoxyde potentiellement dangereux

moins dangereux. (Ighodaro et Akinloye, 2018).

11.3.1.1.2. Catalase

La catalase est une enzyme commune présente dans presque tous les organismes vivants, qui
sont exposés a I'oxygeéne, ou elle fonctionne pour catalyser rapidement la décomposition du
peroxyde d'hydrogene en molécules d'oxygene gazeux et d'eau moins réactives. Tous les
animaux connus utilisent la catalase dans tous les organes, avec des concentrations

particulierement élevees dans le foie. (Lobo et al., 2010)

11.3.1.1.3. Le glutathion

Le glutathion ou y-glutamylcystéinylglycine est le principal antioxydant non enzymatique,
impliqué dans de nombreuses fonctions cellulaires. C'est un tripeptide omniprésent qui régule
I'noméostasie redox intracellulaire et est présent sous forme réduite (GSH) ou oxydée
(GSSG). (Ali et al., 2019)

I1.3.1.2. Les antioxydants non enzymatiques

Les micronutriments alimentaires constituent de nombreux antioxydants non enzymatiques
solubles dans I'eau et les lipides trouveés dans le systeme mammifere. Les antioxydants
importants comprennent la vitamine A, la vitamine C (acide ascorbique) et la vitamine E
(tocophérol et tocotriénol). Ces antioxydants agissent comme une barriére de défense contre
les radicaux libres et les oxydants non radicaux et empéchent I'agression de I'ADN, des

protéines, des lipides et d'autres molécules induites par les oxydants. (Ali et al., 2019)
I1.3.2. Mécanisme d'action des antioxydants

Deux principaux mecanismes d'action ont été proposes pour les antioxydants : Le premier est
un mécanisme de rupture de chaine par lequel I'antioxydant primaire donne un électron au
radical libre présent dans les systémes. Le second mécanisme implique I'élimination des ROS
/ initiateurs d'espéces réactives de I'azote (antioxydants secondaires) par trempe du catalyseur
initiateur de chaine. (Lobo et al., 2010)
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I1.3.3. L’activité antioxydante de certaines bactéries probiotiques

Le potentiel antioxydant du LAB probiotique pourrait étre particuliérement pertinent pour
I'infection & médiation par Clostridium difficile, car elle implique une toxicité intestinale a
médiation par entérotoxine, qui est associée a une production accrue de radicaux libres et a
une régulation a la hausse des voies inflammatoires. Etant donné que les souches LAB
possedent de multiples mécanismes d'action antioxydante, des combinaisons de ces
probiotiques pourraient augmenter la capacité de réguler les changements d'état redox causés

par une infection a C. difficile.

A ce jour, Saccharomyces boulardii est le seul probiotique signalé & montrer une réponse
efficace aux entérotoxines produites par C. difficile, ce qui pourrait inclure des mécanismes de
protection indirects impliquant une réduction de la génération de radicaux libres. Il existe peu
de documentation sur les propriétés antioxydantes directes de S. boulardii, mais Suryavanshi
et al, ont montré que ce probiotique peut agir, dans les cultures en croissance, comme un
puissant piégeur de radicaux libres via la production de métabolites antioxydants. Certaines
études ont également montré une réduction de la diarrhée associée a C. difficile lorsqu'elle est
complétée par S. boulardii et Lactobacillus rhamnosus. (Gaisawat et al., 2019)

11.3.4. Mode d’action du pouvoir antioxydante des probiotique

Plusieurs études ont démontré que différentes souches de bactéries probiotiques pouvaient
exercer une capacité antioxydante de différentes manieres. Cependant, peu d'examens
concernant la base des mécanismes antioxydants des probiotiques ont été trouvés. La figure 5

montre le mode d’action du pouvoir antioxydante des probiotique. (Wang et al., 2017)
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Figure 5: Modulation de I'antioxydation par les probiotiques. (Wang et al., 2017)

(1) Probiotiques chélate un ion métallique. (2) Les probiotiques possedent leurs propres
antioxydases. (3) Les probiotiques produisent des métabolites antioxydants. (4) Les
probiotiques régulent a la hausse les activités antioxydases de I'hdte. (5) Les probiotiques
augmentent les niveaux de métabolites antioxydants de I'h6te. (6) Les probiotiques régulent
les voies de signalisation. (7) Les probiotiques régulent a la baisse les activités des enzymes

produisant des ROS. (8) Les probiotiques régulent le microbiote intestinal.
I1.3.4.1. Capacité de chélation des ions métalliques

Des chélateurs, tels que l'acide éthylene diamine tétraacétique (EDTA), I'acide
bathophénantrolinisulfonique (BPS), la pénicillamine et la desferrioxamine, auraient capturé

des ions metalligues et empécher les ions métalliques de catalyser I'oxydation.

La capacité de chélation des ions métalliques de 19 souches LAB a été mesurée par Lin et
Yen en 1999. Les résultats ont montré que Streptococcus thermophilus 821 présentait la
meilleure capacité de chélation a la fois pour Fe," et Cu,®. D'autres souches ont également
montré une capacité de chélation pour Fe;" ou Cuz*. De plus, une autre souche LAB,
Lactobacillus casei KCTC 3260, s'est avérée posséder une capacité antioxydante élevée en
chélatant Fe>" ou Cu.", bien qu'aucune activité SOD détectable n'ait été observée .De méme,
I'extrait intracellulaire de la souche Lactobacillus helveticus CD6 a également montré une
chélation ionique Fe;" plus élevée. (Wang et al., 2017)
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I1.3.4.2. Systeme impliquant les enzymes antioxydantes

L’étude de Kullisaar et al en 2002 a démontré que les souches Lactobacillus fermentum E-3 et
E-18 ont pu exprimer Mn-SOD pour résister au stress oxydatif. Bien que l'activité
antioxydante de la SOD soit bien connue, son application thérapeutique est limitée,
principalement en raison de sa courte demi-vie circulatoire, ce qui restreint sa
biodisponibilité. Afin de résoudre ce probléme, des efforts ont été faits pour trouver des
véhicules adaptés a la SOD. Les bactéries probiotiques capables de délivrer localement la
SOD ouvrent une nouvelle approche aux maladies intestinales caractérisées par la production
de ROS. Récemment, une éetude explorant I'impact des souches de Lactobacillus casei BL23
modifiées produisant de la SOD sur des souris atteintes de la maladie de Crohn a démontré
que les souris recevant des souches modifiées avaient une récupération plus rapide de la perte
de poids initiale, une augmentation des activités enzymatiques dans l'intestin et une moindre

ampleur de lI'inflammation intestinale que les souris témoins. (LeBlanc et al.,2011)

Les probiotiques peuvent également stimuler le systeme antioxydant de I'hdte et élever
efficacement les activités des antioxydases. Des études chez le porc ont montré que la
supplémentation alimentaire en Lactobacillus fermentum pouvait augmenter la SOD et la GPx
sériques et améliorer la CAT hépatique, la SOD musculaire et la Cu et Zn-SOD par rapport au

groupe témoin. (Wang et al., 2017)
11.3.4.3. Métabolites antioxydantes

Les probiotiques peuvent produire divers métabolites ayant une activité antioxydante, tels que
le glutathion (GSH), le butyrate et le folate. Le folate est une vitamine qui accepte les unités a
un carbone des molécules du donneur et est impliquée dans de nombreuses voies
métaboliques. L'efficacité de la réplication, de la réparation et de la méthylation de I'ADN est
affectée par la disponibilité des folates. (Pompei et al., 2007)

Abhire et al ont rapporté que I'extrait intracellulaire acellulaire de folate produisant du
probiotique Lactobacillus helveticus CD6, a démontré les méme potentiels antioxydants que
la cellule intacte. (Ahire et al., 2013)

Kullisaar et al ont découvert que les deux souches antioxydantes de Lactobacillus fermentum,

E-3 et E-18, contenaient des niveaux remarquables de GSH. De plus, pour la premiere fois,
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leur groupe de recherche a découvert qu'un systeme GSH entier existait dans Lactobacillus
fermentum ME-3. (Kullisaar et al., 2010)

I1.3.5. Les influences antioxydantes des probiotiques en régulant la composition du

microbiote

Lorsque le microbiote intestinal est anormal, les bactéries nocives proliferent de maniére
excessive, induisant I'endotoxine dans le sang et provoquant un stress oxydatif important. La
génération de ROS épithéliale induite par contact microbien est un phénomeéne extrémement
conserve a travers les phylums. Ce mécanisme est un moyen géneral par lequel les

communautés bactériennes peuvent affecter I'homéostasie redox chez I'hote.

Les probiotiques sont des habitants réguliers du tractus gastro-intestinal des humains et des
animaux, et ils peuvent réguler la composition du microbiote intestinal et inhiber la
prolifération excessive de bactéries nocives, ce qui peut contribuer a réduire le stress oxydatif.
(Wang et al., 2017)
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II1.1. Matériel
III.1.1 L’objectif

Ce travail est une étude qui consiste a ¢tudier 1’effet antioxydant de 17 souches de bactéries
lactiques isolées a partir des poissons.

II1.1.2. Matériels utilisés
II1.1.2.1. Origine des souches tests
Nous avons utilisé 17 souches des bactéries lactiques isolées a partir des poissons.

Les différentes souches utilisées sont représentée dans le tableau suivant (tableau02):

Tableau 02: Les différentes souches utilisées dans les tests étudiées

S1

S2

Souches sur milieu MRS S3
S6

S7

Sly

S2y

S3y

Sy

Slryma

S2ryma
S3ryma
S4ryma
Slch
S2ch
sS4

Souches sur milieu M17 S5

1I1.1.2.3. Les milieux de culture
Les différents milieux de culture utilisés sont :

e Le milieu MRS (Man, Rogosa et Sharpe) avec un pH=6.8 + 0.1 ayant été utilisé pour
la réactivation des Lactobacilles (De Man et al., 1960).
e Milieu MRS agar : utilisé pour Favoriser la culture des bactéries lactiques du Genre

Lactobacillus spp (De Man et al., 1960)
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e Milieu MRS bouillon acidifié avec un pH= 5.4: acidifié par 1’adition de ’'HCL

e Le milieu M17 avec un pH = 7.1 + 0.2 ayant éeté utilisé pour la réactivation des
Lactocoques (Terzaghi et Sandine., 1975).

e Milieu M17 (agar) : utilisé pour Favoriser la culture des bactéries lactiques du Genre

Lactococcus spp (Terzagui et Sandine., 1975)
II1.2. Méthodes
I11.2.1. Repiquage et revivification des souches

Les souches ont été réactivées et maintenues vivantes par un repiquage d’un inoculum de 1%
dans le milieu MRS bouillon et le milieu M17 bouillon, incubées a 30°C A partir d’un tube
les souches on préléeve 1ml de ce bouillon et on ’ensemence dans un tube contenant du
bouillon MRS et M17 et nous avons incubé a 30°C pendant 24 a 48 heures. Pour les souches
conservées en géloses inclinées, Trois colonies sont ensemencées dans 5ml de bouillon MRS

ou M17 puis on incube a 30°C pendant 18 a 24heures.

Apres la croissance, un prélevement a été réalise a I’aide d’une anse de platine. Un
ensemencement par stries sur boite de Pétri contenant de la gélose MRS ou M17 a été
effectué. Cette derniére est incubée a 30°C pendant 24 a 48heures et sont ensuite conservées a
4°C.

Les souches qui n’ont montré aucune croissance, nous avons les ensemencé dans bouillon
MRS et les incubé en anaérobioses en utilisant un jar et une bougie puis les incubées a 30°C
pendant 24 a 48heures.

Ensemencement dans bouillon MRS acidifié avec un pH= 5.4, a été effectué pour les souches

qui n’ont montré aucune croissance dans bouillon MRS avec un pH=6.8.
II1.2.2. Vérification de I'identité des souches

L’orientation de I’identification est basée sur la détermination des caractéres morphologiques,

phénotypique et biochimiques (Lamouliatte et al., 1992) :

Avant de procéder aux cultures, les souches bactériennes utilisées ont été sujettes a la

coloration de Gram et le test de la catalase :

II1.2.2.1. Caractérisation macroscopique

Une observation macroscopique a permis de décrire 1’aspect des colonies obtenues sur milieu
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solide (taille, pigmentation, contour, aspect, viscosite, couleur).

II1.2.2.2. Caractérisation microscopique

L’observation microscopique avec 1’objectif a immersion (G x 100) a permis de classer les

bactéries selon leur Gram, leur morphologie cellulaire et leur mode d’association (amas,
chainette, tétrade) (Joffin et Leyral, 1996).

II1.2.2.3. Coloration de Gram

II1.2.2.3.1. Préparer un frottis

Nettoyer une lame a I'alcool.

Déposer une goutte d'H20 sur la lame.

Prélever une colonie a l'aide d'une anse de platine stérile.

Frotter la colonie dans la goutte d'eau.

Laisser sécher a l'air.

Passer 3 fois la lame dans la petite flamme (veilleuse) du bec Bunsen pour fixer I'échantillon

a la chaleur.

I11.2.2.3.2. La coloration

Déposer quelques gouttes de solution de violet de gentiane (cristal violet) sur le frottis fixe et
laisser agir 1 minute.

Jeter I'exces de colorant.

Déposer quelques gouttes de lugol sur le frottis et Laisser agir 1 minute.

Jeter la solution de Lugol.

Déposer quelques gouttes de 1 ‘alcool pendent 10 secondes.

Rincer a I'H.O

Contre-colorer en déposant la solution de safranine pendant 1 minute.

Rincer a I'H.O

Laisser sécher a l'air.

Observer au microscope grossissement (G x 100) avec une goutte d'huile a immersion.

I11.2.2.4. Test de la catalase

La catalase permet la dégradation de I’eau oxygénée, sa présence est mise en évidence en

déposant, a I’aide d’une pipette Pasteur, quelques gouttes d’eau oxygénée a 10% sur une colonie

isolée (Guiraud et al., 2003). La décomposition de I’eau oxygénée se traduit par un degagement

de bulles de gaz selon la réaction suivante:

2H 02 ——»  2H20 + 1202
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I11.2.3. Préparation des dilutions décimales

La dilution est un processus qui consiste a réduire la concentration d’une substance dans une
solution. Dans ce but, des dilutions décimales sont ensuite réalisées en cascade jusqu’a la

dilution 10 (Begloul, 2011).

Effectuer une séries de délutions dans le PBS stérile jusqu’a 10 selon la technique des

délutions décimal.
II1.2.4. Détermination de P’activité antioxydante
Ce test est réalisé selon le protocole de (Bae et al., 2010) :

- Mettre 0.5 ml de chaque bactérie dans un tube stérile.

- Ajouter ajoutés 0.5ml de PBS a pH (6.6) et 0.5 ml de ferrocyanure de potassium
prépare a 1%.

- Incuber les tubes au bain marie a 50C° pendant 20 miutes.

- Ajouter I’acide trichloacétique a 10% apres refroidissement des tubes.

- Centrifuger a 1399 pandant 5 mn.

- Meélanger 1ml de chaque surnagent avec 1ml d’eau déstillée et 0.2 ml trichlorure de fer

a0.1%.

Lire I’absorbance a 700 nm aprés 10 minutes et uiliser le PBS comme blanc.

Le pouvoir réducteur a été calculé par la formule suivante :
Le pouvoir réducteur (%) = (As - Ab) / Ab x 100

- As: L'absorbance de 1’échantillon.

- Ab : I’absorbance du blanc.

III.2.5. Capacité de Piégeage des radicaux libres par 2,2-diphényl-1 picrylhydrazyle
(DPPH)

2.5.1. Principe

Le DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre, stable ou accepteur
d’hydrogéne de couleur violet intense (Cavar et al., 2009) Les antioxydants sont capables de
réduire le radical DPPH libre, il est généralement utilisée comme réactif pour évaluer I'activité

d'élimination des radicaux libres des antioxydants (Mishra et al., 2015).
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Il est avec une absorbance maximale a 517 nm dans I'éthanol. Lorsque le DPPH rencontre une
substance donneuse de protons comme un antioxydant, le radical est piégé et I'absorbance est
réduite (Yang et al., 2008).

La réduction du radical libre DPPH’ (2,2'-diphenyle-1-picryl hydrazyl) par un antioxydant
peut étre suivie par spectrométrie UV- Visible, en mesurant la diminution de I'absorbance a
517 nm provoquée par les antioxydants (MOLYNEUX, 2004). En présence des piégeurs de
radicaux libres, le DPPH. (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) de couleur violette se réduit en 2.2
Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune (MAATAOQOUI et al., 2006)

oye oye

l + Antioxydant -OH > I + Antioxydant-O.
N. NH

NO, NO, NO, NO,

DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure06 : Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) (Congo, 2012).
I11.2.5.2. Mode opératoire
L’activité de piégeage de DPPH a été examinée selon a la méthode de (Bougatef et al., 2010).

1ml de solution DPPH (0.2mmol/l) préparée dans de I’éthanol a été ajoutée aux tubes

stériles contenant 1ml de chaque souche bactérienne.

Incuber les tubes pendant 30 minutes dans I’obscurité a la température ambiante.

Apres 10 minutes de centrifugation a 1399, I’absorbance a été mesurée a 517 nm

Pour le blanc, le méme mélange a été préparé sans éthanol.

Pour le control le méme mélange a été préparé sans souches

Le pourcentage d’activité a été calculé avec I’équation suivante:
Activité de piégeage (%) = [1 - (Ai - AK) / Aj] x 100

- Ai: I’absorbance

- Ak :leblanc
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- Aj:lecontrol
I11.2.6. Anti peroxydation lipidique
I11.2.6.1. Principe

Le dosage des substances réactives a 1’acide thiobarbutirique (TBARS) est une méthode de
référence caractérisée par sa simplicité et sa sensibilité, permet la mise en évidence d’un
éventuel stress oxydatif, elle est bien établie pour le dépistage de la péroxydation lipidique qui
est un indicateur du stress oxydatif dans les cellules et les tissus. (Armstrong et browne.,
1994)

I11.2.6.2. Mode opératoire
Selon le protocole de Hsu et al. (2008).

- Ajouter un volume de jaune d’ceuf frais a un volume égale de PBS (0,2 mol / L; pH
7,4) et bien agiter le mélange jusqu'a I’homogénéisation.

- Diluer la suspension par le PBS (1:25, V/V).

- Dans des tubes stériles, mélanger 0.5ml de chaque souche bactérienne avec 1ml de la
suspension

- préparé, Iml PBS et 1ml de sulfate ferreux FeSO4 (25mmol/L).

- Agiter les tubes pendant 15 minutes a 37°C et ajouter 1ml de 1’acide trichloracétique
(20%, P/V).

- Aprés la réaction statique pendant 10 minutes, le mélange a été centrifugé a 1399
pendant 10 minutes.

- Dans une autre séries des tubes contenant 2ml de I’acide thiobarbiturique (0,8%,
poids / volume) nous avons ajouté 3ml de chaque surnageant.

- Chauffer le mélange au bain marie 10 minutes.

- apres le refroidissement des tubes a une température ambiante, L absorbance (As) du

mélange nm a été mesurée a 532.

Les blancs (A0) contenaient 0,5 ml de PBS au lieu de I’échantillon.
Le taux d’inhibition de la peroxydation lipidique a été calculé selon la formule suivante :

e Taux d'inhibition du peroxyde lipidiqgue (%) = (A0 - As) / A0 x 100
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Résultats et discussion

IV.1. Capacité de Piégeage des radicaux libres par 2,2-diphényl-1 picrylhydrazyle
(DPPH)

Zhang et al. (2017) ont étudié I’activité antioxydante de L. curvatus SR6 et L. paracasei
SR10-1, les résultats affichés sur le tableau 3 montrent que les deux souches ont des activités

antioxydantes tres elevées mais différentes.
L’activité de piégeage du DPPH a été examinée selon la méthode de Hsu et al. (2008)

L'activité de piégeage du DPPH de L. curvatus SR6 (59,67% + 6,68%) était significativement
plus élevée que celle de L. paracasei SR10-1 (49,48% = 3,20%) Le DPPH est un radical libre
synthétique stable, et I'activité de piégeage de la DPPH est couramment utilisée comme
méthode efficace pour évaluer I'activité antioxydante.

Tableau 3 : Capacité antioxydante de L. curvatus SR6 et L. paracasei SR10-1

Souches LAB DPPHe (%)

L. curvatus SR6 59.67 + 6.68

L. paracasei 49.48 + 3.20
SR10-1

Ces résultats sont comparables & ceux obtenus par Arasu et al. (2015) qui ont indiqué les
capacités antioxydantes des isolats de LAB, y compris L. brevis P68 isolé a partir de
cornichons qui a montré une activité de piégeage des radicaux la plus élevée (48,63%) a 4 mL
de cellules (109 CFU mL-1).

Dans cette étude, L. curvatus SR6 et L. paracasei SR10-1 ont été confirmées comme ayant

une plus grande capacité antioxydante que ces souches.

D’une autre part, Abubakr et al. (2012) ont étudié 1’activité antioxydante du lait écrémé
fermenté par des bacteries lactiques (LAB), l'activité de piégeage des radicaux DPPH a été

évaluée en utilisant la méthode de Son et Lewis (2002).

Le lait fermenté avec Grl et Gr2 a montre des valeurs de DPPH de 50,8% et 50,7%,
respectivement et supérieures a L. plantarum ATCC8014. Les valeurs de DPPH du BHT, de
I'acide ascorbique naturel et du Trolox® étaient respectivement de 97,7%, 98,5% et 96,7%.
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L'activité du DPPH était significativement affectée par I'espece de LAB utilisée et le temps de

fermentation, les résultats sont présentés dans le tableau 4.

Tableau 4: Activité de piégeage (%) du lactosérum du lait fermenté avec des isolats LAB a
differents temps de fermentation.

Echantillon

BHT

acide Ascorbique
Trolox
Control milkb
ATCC 8014
Grl

Gr2

Gr3

Gr4

Bn2

Bn3

Wg2

Fermentation time (h)

24
97.7+0.2
99.0+0.5
99.0+0.1
10+ 0.7
35.8+24
38.6+5.8
48.9+7.5
21.7+31
147+18
28 +3.3
29.3+7.7
29+2.3

48
98.7+0.2
99+0.5
99+0.1
10+04
405+1.7
35.2+5.7
314+4.6
225+11
248+ 3.9
36.9+8.2
416+1.8
38.6 +1.5

72
98.5+0.2
99+0.5
99+0.1
10+£0.2
416+1.8
50.8 +4.5
50.7+£16.3
29.7+5.4
31617
42.7 £10.7
454 +2.5
375+7.4

Cette découverte a indiqué que le lait écrémé fermenté avec les différentes souches d'isolats

LAB avec une bonne activité protéolytique exercait une activité antioxydante plus élevée que

le lait écrémé témoin.

Les activités de DPPH mesurées variaient avec la souche et I'activité de piégeage des radicaux

libres allant de 14,7 4 50,8% v / v pendant 24 & 72 h de fermentation. Le lait fermenté avec L.

plantarum 1 (Grl et Gr2) a montré des valeurs de DPPH de 50,8 et 50,7%, respectivement

supérieures a L. plantarum ATCC8014 et celles rapportées par Osuntoki et Korie (2010) a

partir de lait écrémé fermenté avec L. plantarum 1 a donné un DPPH plus élevé que le lait

écrémé fermenté avec L. mesenteroides, aprés 72 h de fermentation.

Ces résultats sont en accord avec 1’etude de riane et al. (2019) qui ont étudiée des propriétés

probiotiques et efficacité antioxydante de lactobacillus plantarum 15 isolé du lait.

L'expérience a été réalisée par la méthode DPPH comme décrit par Mandal et al. (2013).

Toutes les souches bactériennes testées etaient capables de piéger les radicaux DPPH, les

résultats resumés dans la figure 7 ont indiqué que le niveau d'activité de piégeage des

radicaux libres variait avec les différentes souches, parmi les 7 souches testées, I'effet piégeur
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des radicaux DPPH a montré un niveau important avec L. plantarum 15. Elle est la meilleure

souche testée car elle a montré I'activité la plus élevée avec un pourcentage d'environ 82%.

100 -
90 -
80 -

70 4
60 -
50
40 .
30 -
20 4
10 A
0 - . . . T . .
J13 Gl S3 Iz 15 I14 T5

Figure 7 : Effet de piégeage de DPPH par des bactéries probiotiques. J13: Lb. viridescens,

Scavenger effect (%)

G1: Lb. plantarum, S3: Lb. delbrueckii ssp lactis, J2: Lb. plantarum, 15: Lb. plantarum, J14:

Lb. helveticus, T5: Lactobacillus sp.

Cette étude a montré que L. plantarum 15, souche isolée du lait, résistait a I'acidité et aux sels

biliaires et présentait une large activité antimicrobienne contre certaines bactéries testées.

Dans une autre étude de 1’ Activité antioxydante des bactéries lactiques dans le yaourt, réalisé
par Zhang et al. (2011) L'activite de piegeage des radicaux DPPH a été mesurée par la
méthode (Shimada et al., 1992)

Les cellules intactes de L. casei subsp. casei SY13 et L. delbrueckii subsp. bulgaricus LJJ ont
montré des valeurs de Piégeage de DPPH de 27,50% et 23,99%, respectivement. Les résultats
ont également montré que les deux souches présentaient une activité antioxydante plus élevée
pour piéger le radical DPPH que L. rhamnosus LGG, les résultats sont présentés dans la figure
8.
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Figure 8 : Capacité de récupération de SY13 et LJJ sur le radical DPPH

Ces resultats sont comparables a ceux obtenus par Lin et Chang (2000) qui ont découvert que
Bifidobacterium longum et Lactobacillus acidophilus avaient une capacité de piéger les
radicaux libres DPPH 43,2% a 52,1% respectivement, les résultats affichés sur le tableau 5
montrent que capacité de piégeage de DPPH par B. longum est plus élevés que L.
acidophilus.

Tableau5 : Effet de Piégeage de B. longum ATCC 15708 et L. acidophilus ATCC 4356 sur
les radicaux libres de DPPH

Souche Piégeage de DPPH%
B. longum ATCC 15708
Cellules intactes 52.1
Extrait intracellulaire 41.6
L. acidophilus ATCC 4356
Cellules intactes 43.2
Extrait intracellulaire 20.8

IV.2. Anti peroxydation lipidique

Les résultats obtenus par Zhang et al. (2017) qui ont réalisé le test de peroxydation lipidique
sur les souches L. paracasei SR10-1 et L. curvatus SR6 sont affichés sur le tableau 6.
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La peroxydation anti-lipidique (ALPO) de L. paracasei SR10-1 (63,89% * 0,93%) était
significativement plus élevee que celles de L. curvatus SR6 (55,00% + 5,19%), le pouvoir

réducteur et I'ALPO sont également des facteurs importants pour la capacité antioxydante.

Tableau 6 : Capacité antioxydante de L. curvatus SR6 et L. paracasei SR10-1

Souches LAB ALPO (%)

L. curvatus SR6 55.00 £5.19

L. paracasei 63.89 £ 0.93
SR10-1

Ces résultats sont comparables a ceux obtenus par Zhang et al. (2011), les acides gras
insatures, tels que I'acide linoléique, sont généralement utilisés pour I'analyse de la capacité
antioxydante, les résultats affichés dans le tableau 7 montrent que les cellules intactes et
I'extrait acellulaire de SY13 et LJJ exercent I'inhibition de la peroxydation de I'acide

linoléique.

Les cellules intactes de 10° cellules de SY13 et 108 cellules de LJJ ont démontré une
inhibition de la peroxydation de I'acide linoléique de 62,95 et 59,63%, et I'extrait acellulaire
de 44,4 et 66,16%, Par conséquent, les deux souches ont présenté une excellente inhibition de

la peroxydation de I'acide linoléique.

Tableau 7: I’antiperoxydation d'acide linoléique par L. casei subsp. casei SY13 et L.

delbrueckii subsp

Souche Cellules viables (cfu/  Forme de cellule Inhibition (%)
ml)
SY13 2,54 x 10° Cellules intactes 62.95+1.57
Extrait intracellulaire 44.4+1.38
LJJ 2.10x108 Cellules intactes 59.63+1.42

Extrait intracellulaire 66.16+1.32

Ces résultats sont en accord avec I’etude de Lin et al. (2000) qui ont démontré les effets de B.
longum et L. acidophilus sur I'inhibition de la peroxydation des lipides plasmatiques, les

résultats sont présentés dans le tableau 8.
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Les deux souches intestinales étaient capables de protéger les lipides plasmatiques de
I'oxydation a des degrés différents, les taux d'inhibition de la peroxydation des lipides
plasmatiques allaient de 11 & 29% pour 10° cellules de B. longum et L. acidophilus. Les
extraits intracellulaires ont démontré une inhibition plus élevée que les cellules intactes pour

les deux souches.

Tableau 8 : Inhibition de la peroxydation des lipides plasmatiques par B. longum ATCC
15708 ET L. acidophilus ATCC 4356

Souche Inhibition (%)
B. longum ATCC 15708
Cellules intactes 16.2
Extrait intracellulaire 34.3
L. acidophilus ATCC 4356
Cellules intactes 11.3
Extrait intracellulaire 28.8

Des cellules intactes et des extraits intracellulaires cellules de B. longum et L. acidophilus ont
démontré un effet antioxydant qui consiste a I'inhibition de la peroxydation lipidique, cela
indique que B. longum et L. acidophilus ont un trés bon effet antioxydant sur I'inhibition de la

peroxydation lipidique.
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Conclusion

L'activité antioxydante des bacteries lactiques est importante a la fois pour la protection
contre les dommages oxydatifs dans le corps humain. L'objectif de ce travail était de
démontrer les effets antioxydants de certaines bacteries lactiques.

Les résultats indiquent que L. curvatus et L. paracasei ont d'excellentes activités de piégeage
de DPPH et une inhibition de la peroxydation lipidique ainsi que L. plantarum et L.

mesenteroides possédent de bonnes propriétés antioxydantes.

Aussi une capacité antioxydante a été trouvée pour les cellules intactes et les extraits
intracellulaires des bactéries intestinales Bifidobacterium longum et Lactobacillus acidophilus

in vitro

La propriété antioxydante des bactéries lactiques serait utile dans I'industrie alimantaire. Ils
pourraient avoir un effet bénéfique sur le consommateur en fournissant une source alimentaire
efficace d'antioxydants ou en fournissant aux bactéries probiotiques le potentiel de produire

des antioxydants au cours de leur croissance dans le tractus intestinal.

L'utilisation possible des probiotiques pour protéger les cellules et réduire les dommages
possibles de ROS devrait étre étudiée. Des études in vivo sont nécessaires pour confirmer la

capacité de ces souches.
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Annexes

ANNEXES
Milieu d’isolement

Milieu MRS (De Man Rogosa et Sharp, 1960)

Pour 1 litre de milieu :

®  POLYPEPLONE ...ttt 10,00 g
o EXtrait de viande...........cooviiiiiiiiii 10,00 g
o Extrait delevure ........oooiiiiiii i 5,009

®  GlUCOSE ..ot 20,00 g
e Phosphat dipotassiqUe ........ooiuiiiniiiitii e e 2,009

o Acétate de SOAIUM ... 5,009

o Citrate d’ammONIUM .......oueiett ittt e e et eee e e e e eaeaaaens 2,009

o Sulfate de MagnéSiUM ........cooiitiiiiiii e 0,209

e Sulfate de Mananese ...........oouiiuiiiiiii i 0,059

o  Agar bacteriOlOZIQUE . ....uneeniee ettt et 15,00g
o Eaudistillée ..o 1000 ml

pH=6,8%+ 0,1 Autoclave 120° pendant 20 min
MRS liquide tout les ingrédients du MRS solide mais sans Agar

Milieu M17 (Terzaghi et Sandine, 1975) Pour 1 litre de milieu :

O TIYPIONE oo 2,509
e Peptone pepsique de VIande ..........ooviiiiiiiiiiii e 2,509
e Peptone papainique de S0Ja ......oouiiiniiiii i e 5,00 g
o EXtrait de leVUIe. . ..ot e 2,509
o Extraitde viande ... e 5,009
L 5 o] 1 ] 5,00 g
e Glycérophosphate de sodium ............cooiiiiiiiiiiiiiii e 19,00 ¢
o Sulfate de magnésium ........ouiiiiiii i 0,259
LN Ua (ST Y070 ) 0] 1o L[S 0,509
o  AgarbacteriologiqUe ........ooniiniit i 15,00¢g
o EaudiStillée ... ..o 1000 ml



Annexes

pH=7,1 = 0,2 pour MRS normal et 5,4 pour MRS acidifié

pendant 20 min

M17 liquide tout les ingrédients du M17 solide mais sans Agar

Autoclave 120°
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