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Résumé:

L'objectif du travail est d'évaluer le potentiel antioxydant de huit souches de bactéries lactiques, dont
six souches de Lactobacillus sp nouvellement identifiees et deux souches témoins la BB12 et la souche
LBE (Lactobacillus rhamnosus). Les techniques mises en évidence pour l'exploration de I'effet
antioxydant sont le pouvoir réducteur qui consiste a réduire le fer ferriqgue Fe3+en fer ferreux Fe2+ ,
la capacité de piégeage des radicaux libres par le test du DPPH et le test d’anti peroxydation lipidique.
Les résultats obtenus montrent que les souches possédent un pouvoir réducteur important variant de
34% jusqu’a 71,4%. Toutes les souches possédent aussi la capacité de piégeage du DPPH et les taux
varient selon la souche considérée entre 59,2% et 90,4%. De méme, toutes les souches présentent un
effet d'anti peroxydation lipidique avec un taux maximal de 70,5% et un minimum de 17,5%.

Les mots clés : bactéries lactiques, probiotiques, in vitro, I'antioxydant, pouvoir réducteur, strees
oxydatif

Abstract:
This work aim to evaluate the antioxidant potential of eight strains of lactic acid bacteria, including
six newly identified strains of lactobacilli and two control strains BB12 and the LBE strain
(Lactobacillus rhamnosus). The reducing power which consists in reducing the ferric iron Fe3 + to
ferrous iron Fe2 + , the scavenging capacity of free radicals by the DPPH test and the anti lipid
peroxidation test, are studied . The results showed a significant reducing power strains ranging from
34% to 71,4%. the strains capacity to trap DPPH and the levels varied between 59,2% and 90,4%.
Finaly, all the strains exhibited an anti-lipid peroxidation effect with a maximum level of 70,5% and a
minimum of 17,5%.
Keywords: lactic acid bacteria, probiotics, in vitro, antioxidant, reducing power, oxidative strees.
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Introduction:

Un antioxydant est une substance qui en faible concentration par rapport a celle du substrat
oxydable qui, de maniére significative retarde ou empéche 1’oxydation de ce substrat. I peut
agir en supprimant les ROS ou en empéchant leur formation ou encore en réparant les

dommages causés par ceux-ci (Halliwell, 1991).

La génération des espeéces réactives de I’oxygéne dénommeées ROS (Reactive Oxygen
Species) se produit naturellement au cours de la respiration cellulaire (Tarnawski et al.,
2005). Les ROS désignent une appellation collective et comprennent les radicaux libres et
certaines molécules qui sont des agents d’oxydation et ou facilement convertis en radicaux.
Les ROS dont les plus courants : le radical hydroxyl (*OH), I’anion superoxyde (¢O2 —), le
peroxyde d’hydrogéne (H202), le dioxygéne singulet (102) endommagent la vie cellulaire en
causant 1’oxydation des lipides, des protéines et de ’acide désoxyribonucléique (ADN).
L’évolution de cette oxydation semble étre la cause de plusieurs maladies telles que le
diabéte, le cancer, les infections inflammatoires, les maladies cardiaques ou neuro-
dégenératives et accélérent le processus de vieillissement (Luximon et al., 2002 ; Dasgupta
etal., 2007).

Un grand intérét est porté par plusieurs chercheurs sur l'utilisation d'antioxydant naturelles
pour aider lI'organisme a lutter contre le stress oxydatif; parmi eux I'utilisation des bactéries
lactiques (Benyoucef, 2018).Le groupe des bactéries lactiques héberge un mélange variable
de plusieurs souches ou espéces de bactéries. 1ls occupent des niches écologiques
extrémement variées ; notamment 1’intestin humain ; ils ont la capacité¢ de fermenter les
hydrates de carbones, et de dégrader les protéines et les lipides menant a la synthése d’une
large gamme de composés élémentaires au métabolisme tels que les acides organiques, les
peptides ; les composés antimicrobiens (prébiotiques) ...etc. Ces métabolites peuvent
contribuer aussi aux caracteristiques organoleptiques, technologiques et nutritionnelles des
aliments fermentés (MOZZI et al., 2010).

Ce travail structuré en trois parties vise a mettre en évidence in vitro le potentiel antioxydant
de quelques souches de bactéries lactiques. La premiere partie est consacrée a des rappels
bibliographiques sur les bactéries lactiques et le potentiel anti-oxydant, la deuxieme partie
c'est la partie expérimentale du travail et dans la derniére partie, les résultats sont exprimés et

discutés. Au final, la conclusion du travail.
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Rappel Biblgraphique

I.1. Caractéristiques générales:

Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes organotrophes de forme hétérogéne cocci
et de bacilli (Badis et al., 2005). Ce sont des bactéries & Gram positif .Elles sont asporulantes,
anaérobie facultatives, & métabolisme fermentaire strict et capables de croitre a des
températures comprises entre 10°C et 45°C et a des pH allant de 4,0 a 6,5. Ces bactéries sont
généralement immobiles et se caractérisent par la production d’acide lactique comme produit
majeur du métabolisme fermentaire. (Salminen et al., 2004; Konig et al., 2009 ;
Pringsulaka et al., 2011).

Elles sont considérées comme un groupe bactérien le plus exigeant du point de vue
nutritionnel, car elles requierent non seulement des substrats complexes carbonés, azotés,
phosphatés et soufrés ainsi que des facteurs de croissance comme les vitamines et les
oligoéléments (Gevers.,2002). Les bactéries lactiques ont pour habitat de nombreux milieux
naturels, des végétaux (Plantes et fruits), des animaux et des humains (cavités buccales et
vaginales, féces et dans le lait) mais certaines espeéces semblent s’adapter a un environnement
spécifique et ne sont guere trouvées ailleurs que dans leurs habitats naturels (De Roissart,
1986).

En se basant sur la voie empruntée et le produit final de la fermentation, les bactéries lactiques

sont divisées en deux groupes(Figure-01):

eHomo fermentaires: les bactéries lactiques ici entravent la voie de la glycolyse pour
dégrader les hexoses (ex : glucose). Apres son transfert vers la cellule, le glucose subit une
phosphorylation pour se transformer en fructose qui est a son tour phosphorylé en fructose
1-6 di-phosphate puis clivé en dihydroxyacétone phosphate et glycéraldéhyde phosphate
(GAP), ces deux derniers sont convertis en pyruvate Le pyruvate est dans une derniére étape
réduit en acide lactique qui est le produit unique: c’est la fermentation homolactique. Dans
les conditions défavorables telles la limitation du glucose, ces bactéries produisent
également I’acide formique, I’acide acétique, 1’éthanol et/ou le CO2 par la voie de

fermentation des acides mixtes (Mozzi et al.,2010).

e Hétérofermentaires:Ce groupe de bactéries lactiques utilise la voie des pentoses phosphate
(ou 6- phosphogluconate) qui consiste & une déshydrogénation du glucose, apres sa
phosphorylation, pour donner le 6-phosphogluconate qui subira une décarboxylation. Le

pentose résultant est clivé en glycéraldéhyde phosphate (GAP) qui suit la voie de la



glycolyse donnant I’acide lactique et 1’acétyle phosphate qui sera réduit en éthanol. En
raison de la production de CO2, d’éthanol ou de I’acétate en plus de I’acide lactique, cette

fermentation est appelée hétéro-lactique (Salminen et al., 2004).

ATP : adénosine triphosphate; ADP : adénosine diphosphate.;NAD+/ NADH, H+ : Couple
oxydant/réducteur du nicotinamide adénine dinucléotide; Pi : phosphate inorganique a mettre
en liste d'abréviation

Bifide Homofermentaire Hétérofermentaire
ATP l ATP
ADP | o F e
- A ucose-6-P lucose-6-P
*"‘\C)AIF-‘ g g

acetyl-P
' :> fructose-6-P 6-P-gluconate
érythrose-4-P l P l\\t

fructose-1,6-diP ribulose-5-P

sedoheptulose-7-P N
glyceraldehyde-3-P  «— xylulose-5-P

b cp <> dihydroxyacetone-P
ribose-5-
L
xylulose-5-P 1,3-biP-glycerate acetyl-P
| oy o
ribulose-5-P ot acetyl-CoA
acetyl-P 3-P-glycerate y
ADP
o :
2-P-glycerate acetyldehyde
acétate
phosphoenolﬁgpruvate éthanol
I
pyruvate

Figure 01: Schéma des principales voies de fermentation des hexoses chez les bactéries
lactiques d'aprés (Drider,2009).



1.2. Classification des principaux genres des bactéries lactiques:

La classification des bactéries lactiques est basé sur les propriétés phénotypiques et
physiologique : la morphologie, et la fermentation des différents hydrates de carbone, la
croissance a différentes températures, I’isomere de 1’acide lactique produit (DeRoissart et al.,
1994; Holzapfel et al.,2001).Actuellement, les bactéries lactiques regroupent treize genres
bactériens différerent: Aerococcus,Alloicoccus,Carnobacterium,Lactobacillus,Lactococcus,
Streptococcus, Oenococcus, Weissella, Leuconostoc, Enterococcus, Pediococcus,
Tetragenococcus, Vagnococcus et Bifidobacterium(Ercolini et al., 2001 ; Holzapfel et al.,
2001 ;Stiles et al.,1997).

1.2,1. Le genre Lactobacillus sp:

Lactobacillus spest c’est le genre principal de la famille des Lactobacillaceae, ils ont des
aspects variés allant du bacille long et fins souvent groupés en chaines, immobiles, asporulés,
catalase négative, qui se développent a un optimum de température situé entre 30 et 40°C. Les
Lactobacilles ont des exigences nutritionnelles trés complexe en acide aminé, en vitamines,en
acide gras, en nucléotides, en glucides et en minéraux (Khalid et Marth, 1990 ; Leclerc et
al., 1994).Les especes du genre Lactobacillus sont présentes dans plusieurs milieux différents
- dans le lait et les fromages (Lb. caseisubsp. casei, Lb. plantarum, Lb. curvatuset Lb. brevis),
dans les laits fermentés (Lb. kefir, Lb. breviset Lb. fermentum), dans les produits végétaux
fermentés, les marinades, 1’ensilage, le vin et les viandes fraiches ou fermentées (Lb. brevis,

Lb. Curvatus, Lb. buchneriet Lb. sanfranscisco) (Demazeaud , 1996).

1.2,2.Le genre Lactococcus sp:

Schleifer et ces collaborateur (1985); ont classé ce genre en fonctiondes criteres
physiologiques et du séquencage d'’ARNr 16S (Schleifer et al., 1985; Collins et al., 1989).Le
genre Lactococcus comprend 5 espéces: Lactococcus garvieae, Lactococcus piscium,
Lactococcus raffinolactis, Lactococcus plantarumet Lactococcus lactis.Les espéces de
Lactococcussont des coques, a Gram positif au métabolisme homofermentaire produisant
exclusivement de I'acide lactique. Elles ont un optimum de croissance voisin de30°C et ne
poussent pas & pH 96 ou en présence de 65 % de NaCl., elles ne sont pas

hémolytiques.(Kusudaet al., 1991; Teixeira et al., 1996),



1.2.3. Le genre Leuconostoc sp:

C'est un genre bactérien exigeant et auxotrophes pour les acides aminés, les peptides, les vitamines, les
sels minéraux et les glucides (Dellaglio et al., 1994). Les espéces du genre Leuconostoc sont isolées
du lait, des produits laitiers, des fruits, des légumes (en particulier la betterave), des végétaux en
fermentation (comme la choucroute), des produits de la panification et des solutions visqueuses de
sucre dans les sucreries. ls rassemblent les coques lenticulaires en paires ou en chainettes mésophiles,
qui possedent un caractére hétérofermentaire marqué, avec production d’acide lactique (isomere D), de

CO2 e d’éthanol. (Dellaglio et al., 1994).

1.2,4. Le genre Streptococcus sp:
Ce genre bactérien englobe 1’espeéce thermophile Streptococcus thermophilus qui se

différencie des autres streptocoques par son habitat (lait et produits laitiers), et son caractére
non pathogéne ; ainsi que ses propriétés technologiques, et c’est la seule espéce considérée
comme un streptocoque lactique. Elle immobile, sphérique ou ovoide avec un diameétre
inférieur a 2um et une disposition en paire ou en chaine longue.La fermentation des
carbohydrates produit principalement de I’acide lactique, et la température optimale de
croissance est 37°C. Elles sont incapables de se développer a 15°C et a pH : 9,6. (Laurent et
al., 1998).

1.2,5. Le genre Pediococcus sp:

Rassemble des coques homofermentaires dont la particularité qui les différencies des autres
genres est le regroupement en paires ou en tétrades. Les especes du genre Pediococcus sont
mésophiles, tres exigences, ont une faible activité protéolytique et le plus souvent sont
incapables d'utiliser le lactose, ce qui ne leur permet pas d’acidifier et de coaguler le lait. Leur
fermentation homolactique donne parfois de 1’acide lactique racémique (acide D. L.- lactique)
Mais, frequemment la forme Iévogyre L prédomine : les especes osmophiles non acidophiles

ne donnent que cette forme.(Guiraud.,1998).

1.2,6. Le genre Enterococcus:

Ils sont trés fréquents dans 1’industrie alimentaire comme contaminant et surtout comme
agents de fermentation homolactique (avec production d’acide lactique de type dextrogyre).lls

sont trés exigeants sur le plan nutritionnel et se développent bien a 37 °C.Les



Enterococcus composes de streptocoques fécaux (Enterococcus faecalis et Enterococcus
faecium). (Bekhouche, 2006).

Les entérocoques sont des coques qui peuvent étre mobile, homofermentaires, généralement
différenciés par la fermentation de I’arabinose et le sorbitol, ils croissent entre 10°C et 45°C

(Tamimeet al., 2002).

1.2,7. Le genre Bifidobacterium:

Les cellules de Bifidobacterium se caractérisent par leur forme trés irréguliére, souvent en V
et Y. Elles se différencient des autres bactéries lactiques par la présence d’une enzyme, la
fructose-6- phosphate phosphocétolase. Celle-ci leur permet de fermenter les hexoses en
produisant de I’acide acétique et de ’acide lactique, ainsi qu’en moindre proportion de
I’éthanol et d’autres acides organiques. Cette fermentation « lactique » a conduit a les
rapprocher du groupe des bactéries lactiques. Leur température optimale de croissance est

comprise entre 37°C et 41°C. Elles se développent a pH supérieur a 5. (Laurent., 1998).

I.3. Intérét des bacteéries lactiques:

Les bactéries lactiques jouent un rdle important que ce soit dans 1’industrie alimentaire ou
dans le domaine thérapeutique.

1.3,1. Dans le domaine alimentaire :

Les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation et la bioconservation de
différents aliments. Ainsi, les souches de Lactobacillus bulgaricus, Sterptococcus
thermophilus sont utilisées pour la production du yaourt, des fromages et des laits fermentés
(Yateem et al.,2008). L’acidification provoque la formation d’un caillé +ou- ferme selon les
bactéries lactiques présentes. Selon les produits, la texture recherchées est ferme (yaourt
ferme) ou onctueuse (yaourt brassé; kéfir). Pour obtenir une consistance déterminée ;
I’utilisation des souches plus ou moins acidifiantes peut étre couplée a celle des souches
productrices de polysaccharides. (Satura et al.,1998).Les souches utilisées en industrie
alimentaire doivent répondre a certains criteres : absence de pathogenicité ou activité toxique,
capacité d’améliorer les caractéristiques organoleptiques, Capacité de dominance, facilité¢ de
culture et de conservation, et maintenance des propriétés désirables durant le stockage (Marth
et al., 2001).Par ailleurs, les bactéries lactiques ont un role important dans 1’inhibition des
flores non lactiques par la production de certains métabolites comme I'acide lactique et la

production de bactériocine peptides antimicrobiens synthétisés par un trés grand nombre de



souches de bactéries lactique, ils sont généralement thermorésistants et d’autres métabolites
tels que le diacétyle et D’acétaldéhyde, qui sont responsables des caractéristiques
organoleptiques(Boudjemaa ., 2008).

1.3,2. Dans le domaine thérapeutique :

Différents bactéries lactiques apportent des bénéfices a 1’hdte en conférant une balance de la
microflore intestinale, et en jouant également un rdle important dans la maturation du systéme
immunitaire (Yateem et al., 2008). En effet plusieurs études ont démontré le réle préventif
aussi bien que curatif de ces bactéries sur plusieurs types de diarrhées (Mkrtchyanet al.,
2010). D’autres ont cité leur capacité de diminuer les allergies liées aux aliments grace a leur
activité protéolytique (El-Ghaish et al.,2011). Certains souches comme Lactobacillus
CRISPATUS ont été utilisées sous forme d'ovule pour empécher la colonisation du vagin par
les bactéries pathogénes et de prévenir ainsi les rechutes chez les femmes qui souffrent
d’inflammations fréquentes et répétées de la vessie (Uehara et al., 2006).

I.4. Le potentiel antioxydant des bactéries lactiques:

La capacité antioxydante des bactérie lactique, leur permet de protéger les cellules intestinales
en réduisant les dommages potentiels des ROS et aident a maintenir I'noméostasie redox
(Zhang et al., 2012). En effet , différentes capacités anti-oxydantes des espéces de
lactobacilles pour modifier le profil bactérien et prévenir le stress oxydatif dans le cdlon de
souris surchargées en Fe ont été étudiées. Le peroxyde d'hydrogéne et le radical hydroxyle
inhibent la croissance de certaines bactéries nuisibles mais ont un effet oxydant néfaste en
santé humaine . Mishra et al., ( 2015) ont montré que le temps de survie de la souche de L.
rhamnosus GG était significativement plus long en présence de H2O2 et de radical hydroxyle
par rapport aux souches non antioxydantes, L.paracasei Fn032 et plantarum Fn00l,
respectivement. De plus, L. paracasei Fn032 et L.plantarum Fn00! étaient spécifiques des
activités d'élimination des radicaux libres de leurs extraits libres intracellulaires. (Mishra et
al., 2015) .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
l'utilisation de bactéries lactiques et les espéces de Lactobacillus, Bifidobacterium,
Streptococcus sp et Lactococcus lactis et certaines especes d'Enterococcus sp sont les

bactéries les plus couramment utilisées. (Idoui et al., 2016; Jager et al., 2016)



I1. Stress Oxydatif Et Activité Anti Oxydante

I1.1. Les Radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules a base d'oxygéne ou d'azote. Ils sont créés a la suite
d'une réaction d'oxydation normale. Lorsqu'un radical libre interagit avec une autre molécule,
un nouveau radical libre est créé. Les réactions d'oxydation ont souvent lieu a l'intérieur de la
membrane cellulaire ou dans les régions avoisinantes er peuvent endommager les parois
intérieures des cellules. Certains radicaux libres ciblent les mitochondries a I'intérieur des
cellules et entravent leur capacité a produire de I'énergie. D'autres radicaux libres ciblent
I'ADN (Bechan et al.,2014).Le paradoxe des radicaux libres c’est qu’ils constituent des
espéces extrémement dangereuses, susceptibles d’engendrer un nombre considérable de

maladies, tout en étant des espéces indispensables a la vie (Favier, 2003).
11.1,1. Les espéces réactives de ’oxygéne(ERO):

les ERO sont des molécules contenant de I'oxygene maos dont la réactivité est bien supérieure
a celle de la molécule d'O2. Ces ERO comprennent des radicaux tels I'anion superoxyde (O2'-

) ou le radical hydroxyle (HO) et les espéces non radicalaires telles le peroxyde d'hydrogéne
(H202),I'oxygéne singulet (102) (Garrel et al.,2007).

Le peroxyde d'’hydrogene est un oxydant faible et peut étre réactif en absence des métaux de
transition (Nzengue ,2008).Cependant, en présence du cuivre cuivreux ou du fer ferreux,le
H202 peut se décomposer en HO- et HO selon la réaction de fenton. Le radical HO a une
vitesse de réaction trés grande avec la majorité des molécules, si bien qu'il réagit a I'endroit
méme ou le métal catalyse sa formation ,( Nzengue,2008 ;Hamadi,2010) .

Les ERO remplissent en effet de trés nombreuses fonctions ; si la production des ERO est
relativement modérés, ils peuvent jouées un rdle de messager intra et/ou extracellulaire
(Favier, 2003).1ls sont ainsi impliqués dans les phénoménes d’apoptose (mort cellulaire
programmée), dans la prolifération des cellules musculaires lisses (cellules vasculaires), dans
I’adhésion des monocytes aux cellules endothéliales, ou bien encore dans I’agrégation
plaquettaire (Gardes et al., 2003), et permettent aussi 1’expression de génes de défense
(Favier, 2003). Ils sont aussi Capables de réagir avec différents acides aminés des chaines de
protéines, altérant également leur fonction. L’oxydation de ces acides aminés conduit a une

modification de la conformation spatiale et a une altération de la fonction



protéique. Les protéines oxydées perdent leur capacité a se fixer correctement sur un
récepteur ou a fixer spécifiqguement un ligand, altérant la signalisation cellulaire (Koechlin,

2006), les principales espéces reactives de 1I’oxygéne selon (Garrel et al., 2007),(tableau 01).

Tableau 01 :les principales espéces réactives de I'oxygéne(Garrel et al.,2007).

Espéces réactives

Reéaction de formation

Propriétés

L’ Anion Superoxyde
(05>

Forme par la reduction mono
electrique de "oxygéne:
addition d"un seul électron

Oz + 1€ )y Oz

C’est le radieal le moins réactif
mais le précurseur des autres
ER O [Koechlin-Ramonatxo. O,
2006].

Le Peroxyde
d"Hydrogene
(H;0,)

Produit a partir de 1"anion
superoxyde, réaction catalyse
par la superoxyde dismutase.

[Raccah. D). 20041,
S0D, 2H

Os” + 0" el HoOo + O

La majeures partie de la toxicité
de l'eau oxygenée provient de
sa capacité 4 générer le radical

hydroxwvle (OH) [Gardés-
Albert. M et al, 2003].

Le Radical Hydroxvyle
(OH")

forme par la réaction de
Fenion a partir dH,O, en
présence de métaux de
transition: L'ion ferreux réagit
avec le peroxwvde d'hydrogéne
[Goudable. .J et al. 1997].

H20, + FE® ‘et OH + F@** + "OH

Le radical hydroxyle (°"OH) est
le radical le plus avide
d’électron et le plus dangersux
pour l'organisme [Gardés-Albert
M, 2003].

Le Monoxyde d° Azote
(NO)

Le NO est forme a partir de
I'un des deux atomes d'azote
terminal du groupement
guanidine de la L-arginine,
d'une part, et de 1"'oxygéne
moléculaire (O,) d'autre part
en présence de cofacteur:
MNADH.H" | réaction catalysé
par les NO synthase (Nos)
[Sabry. S et al, 1996].

Le NO est un radical libre qui
est surtout réputé pour ses
propriétés physiologiques (agit
sur le tonus vasculaire)
[Barouki. R, 2006].

Le Peroxynitrite
(ONOO)

En l'absence d’une quantité
suffisante de cofacteurs ou de
substrat (arginine), les NOS
produisent de ["anion
superoxyde (O, ") plutdt gue
du NO=. L0, " produit lie le
NO+= pour former du
Peroxyrmitrite [Massion. P et al,
2002]

Trés réactif et sans doute
responsable d’un stress
oxydant. Il engendre des
oxwvdations irréversibles et des
nitrations diverses (surtouts des
résidus tyrosines) [Massion. P et
al, 2002]

11.1,2. Les especes réactives azotées (ERN)

Les espéces réactives de 1’azote chez les mammiféres proviennent du monoxyde d’azote et du
nitrite. Le Monoxyde d’azote (NO) (Figure 02) est appelé oxidonitrogen(®) dans la
nomenclature systématique la plus compléte des especes réactives dérivées de 1’azote
(Koppenol ,1996b ; Koppenol ,2002) C’est un gaz paramagnétique non chargé et lipophile

qui est faiblement soluble dans I’eau lorsque la force ionique I augmente (Koppenol, 1998a).

10



NH3+ 0, 3 H- NH-,

[
(—NH, | 4 C=0
NH NH .
g e - + =N=0
t‘-FHzJa 7N (CHg)s
CH { \ CH
H;N* €00 NADPH appe MY o0
arginine +H” citrulline

Figure 2 : Mécanisme de la biosynthése de NO par la NO-synthase a partir
de L-arginine.

Les donneurs de NO Bien avant la découverte du rble de NO dans le systeme
cardiovasculaire, on utilisait des nitrates organiques R-ONO2 (nitroglycérine...) de facon
empirique pour traiter I’angine de poitrine. Leur mécanisme d’action fait encore 1’objet de
nombreuses recherches, mais I’opinion communément admise est que ces composés exercent
leur action vaso-relaxante par la libération de monoxyde d’azote in vivo lors de la

métabolisation par I’aldéhyde déshydrogénase (Chen ,2002).

La réactivité de NO a fait I’objet de revues (Koppenol, 1998a). NO agit aussi comme agent
de terminaison des réactions en chaines de peroxydation lipidique, et exerce ainsi une action
antioxydante (Hiramoto, 2003). Sa réactivité avec les molécules organiques a rarement été
citée. A haute pression et en milieu non aqueux, la réaction de NO avec les nucléophiles
donne des adduits avec la fonction [N(O)NO]- (diazéniumdiolates a partir d’amidures)
(Keefer ,1996). La formation de 3-nitrosoindoles et de 3 3’-azo-bis-indoles par réaction de
NO sur les indoles 1 2-disubstitués a été récemment décrite dans le dichlorométhane et en
anaérobie avec un intermédiaire de type diazéniumdiolate (Astolfi, 2003).

Le NO intervient dans le systeme immunitaire. 1l est libéré en grandes quantités par les
macrophages (les cellules immunitaires qui combattent les infections et les tumeurs) lors de
certaines réactions immunologiques ou de défense contre les micro—organismes ; il est
impliqué dans la physiopathologie du choc septique, du trauma, de I’ischémie-reperfusion et
de I’inflammation (Grisham ,1998 ; Dedon ,2004). Il régule I’expression de nombreux génes
directement en modulant I’activité des facteurs de transcription, mais aussi en agissant sur les
cascades de signalisation en amont, en modifiant la stabilité des ARN messagers et leur
traduction et méme en influencant la maturation des produits primaires des génes (Bogdan,

2001).Aussi le NO joue un rdéle complexe dans I’apoptose, la prolifération cellulaire et le
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développement. Il a été clairement établi que de faibles concentrations de NO peuvent
empécher I’apoptose et stimuler la prolifération cellulaire, tandis qu’une production accrue de
NO peut activer le processus de mort programmée de la cellule. L’effet protecteur de NO
passe entre autres par I’inhibition de 1’activation des caspases, une famille de protéases
impliquées dans les mécanismes de I’apoptose (Kim ,1997).1l régule I’homéostasie du fer par
I’activation ou I’inhibition de I’activité et de 1’expression de plusieurs protéines impliquées

dans son métabolisme (héme oxygénase, IRP...) (Wink ,1998).

11.2. Définition du stress oxydatif:

Le stress oxydant se définit comme |’incapacité de 1’organisme de se défendre contre les
especes réactives de I’oxygene (ERO) en raison de la perturbation d’équilibre endogene entre
ces derniers et les agents oxydants (AO). Ce déséquilibre conduit potentiellement a des dégats
structuraux et fonctionnels Plusieurs facteurs influencent le stress oxydatif, certains
augmentant la production des ERO comme la consommation élevée d’O2 au cours d’une
activité sportive intense consommatrice d’énergie, d’autres réduisent les capacités anti
oxydantes tels que le déficit enzymatique congenital en G6PD. En effet, ’oxygéne est a
I’origine du processus de vieillissement cellulaire et en 1969, les Américains McCord et
Fridovich isolent a partir de globules rouges humains un systéeme enzymatique antioxydant :
le superoxyde dismutase (SOD) qui élimine le radical libre anion superoxyde produit par
réduction univalente de 1’oxygene. Cette découverte fondamentale montre indirectement que
des radicaux libres sont produits dans notre organisme. (Defraigne et al., 2008).

En fin, Les radicaux O2-° et OH-° provoquent des lésions de I’ADN. Ceux-Ci peuvent
interagir avec les désoxyriboses de I’ADN mais aussi avec ses bases puriques et pyrimidiques
(Therond , 2006). Les produits secondaires de la peroxydation des acides gras polyinsatures
tel que le MDA (aldéhydes mutageénes) peuvent interagir avec I’ADN et formé des adduits
(Favier., 2003). Ces altérations structurales lorsqu’elles ne sont pas réparées entrainent a long

terme des altérations geniques (Koechlin, 2006).

I1. 3. Le pouvoir antioxydant:

Les antioxydants sont définis comme I’ensemble des molécules susceptibles d’inhiber
directement & faibles doses la production, de limiter la propagation ou de détruire les ERO

(Favier, 2003). Les systemes antioxydants peuvent étre divisés en deux catégories : les

antioxydants enzymatiques et les antioxydants non enzymatiques :
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11.3,1. Les Antioxydants de nature enzymatique: Il s'agit des enzymes suivantes;

11.3,1,1. Les superoxydes dismutases (SOD) : Les SOD sont des métalloprotéines
(Ghisolfi et al., 2006), qui permettent 1’élimination des anions superoxydes (O2-°) ou tout au
moins de les maintenir & un niveau de concentration assez bas, par dismutation en peroxyde

d’hydrogéne (H202) et en une molécule d’oxygene (02) (Figure03);(Gardes, 2003)

SOD, 2 H*
0,7 + Oy =mmmmmd H,0, + O,

Figure 03 :La reaction de la dismutation de 1’O2- en H202 (Gardes-Albert., 2003)

11.3,1,2. La glutathion peroxydase (GSHPX) :La GSHPx est localisée dans les
milieux extracellulaires, le cytosol et les mitochondries (Ghisolfi, 2006). Ces enzymes
réduisent le peroxyde d’hydrogene et les hydroperoxydes lipidiques en utilisant le glutathion
réduit (GSH) sur lequel elles transfeérent 1’oxygene, le transformant en glutathion oxydé

(GSSG) (Figure 04); (Goudable et al., 1997)

GSHPx
Ho05 + 2 GSH ey 2 H,0 + GSSG

GSHPx
ROOH + 2GSH =) ROH + GSSG + Hz0
Figure 04 : Le glutathion (GSH) intervient comme co-facteur dans la GSH

peroxydase(Goudable et al., 1997)

11.3,1,3. La Catalase (CAT) : La catalase est une enzyme qui contient du fer. Elle est
concentrée dans le foie et les érythrocytes (Tessier et al., 1995). Elle réduit le peroxyde
d’hydrogene en libérant de 1’oxygene et de 1’eau et leurs roles est trés important surtout en
présence d’ions ferreux en permettant d’éliminer I’exces de peroxyde d’hydrogeéne afin que la

réaction de Fenton ne puisse pas s’amplifier (Goudable et al., 1997).
11.3,2. Les Antioxydants non enzymatiques:

Les antioxydants non enzymatiques comprennent des molécules qui sont apportés par
I’alimentation (exogenes) et autres molécules dont dispose 1’organisme (endogenes). Parmi
les antioxydants apportés par [’alimentation on retrouve la vitamine E, une substance

liposoluble antioxydant majeure qui agit par rupture de la réaction en chaine (peroxydation
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lipidique) au niveau des membranes cellulaires (Tessier et al., 1995; Lecerf et al., 1994).
D’autres vitamines jouent un role d’agents réducteurs : la vitamine C ainsi que Le  Caroténe
précurseur de la vitamine A et qui a les mémes fonctions que la vitamine E (Pincemail. et al.,
2002; Lecerf et al., 1994). On ce qui concerne les antioxydants endogénes on retrouve le
glutathion qui est un tri peptide et qui possede une fonction thiol qui lui confere un réle
d’antioxydant qu’il exerce vis-a-vis de nombreuses espéces oxydantes (Gardes, 2003). Le fer
et le cuivre sous forme libre étant promoteurs de dommages radicalaires, ces métaux sont
séquestrés et transportés grace a des protéines comme la ferritine, la transférine ou la
ceruloplasmine (Fontaine, 2007). L’albumine aussi joue un role d’antioxydant grace a sa
cystéine en position 34 qui permet de capturer les ERO (Mira, 2008). L’acide urique est aussi
connu pour étre un antioxydant (lzzedine et al., 2011).

Il existe d'autre composés d'origine végétale sont dotés d'activité antioxydante et sont tres
étudié, tells ques Les composés phénoliques (Balasundram et al., 2006);Les
flavonoides(Chira et al., 2008 );Les tanins(Derbel et al., 2005 ); Les caroténoides (Haleng
etal., 2007) .

11.4. Méthodes de détermination de I’activité anti-oxydante :

L’activité anti-oxydante est évaluée soit par le dosage des produits formés (en particulier des
hydroperoxydes) par des techniques photométriques plus ou moins directes, soit par la mesure
de I’efficacité du composé a piéger des radicaux libres;

11.4,1. Evaluation par la méthode du DPPH : L’DPPH est le 2,2- diphényl- 1- picryl-
hydrazyl- hydrate, est un radical organique de nitrogéne, qui possede un électron non apparié
sur un atome d’azote. Ce dernier a la possibilit¢ d’étre délocalisé pour rendre ce radical
stable, ce qui explique la diminution visuelle de sa coloration pourpre lors de la réaction avec
un antioxydant (Kouassi, 2017).

11.4,2. La résistance au peroxyde d’hydrogéne : Le peroxyde d’hydrogéne est un oxydant
relativement faible, mais il est hautement diffusif et a une longue durée de vie. A cause de ces
caractéristiques de base, le peroxyde d’hydrogene contribue aux dommages oxydatifs soit
directement ou comme un précurseur de radicaux hydroxyles (Zhang et al., 2011).

11.4,3. La capacité de piéger les radicaux hydroxyles: Le radical hydroxyle est le ROS le
plus réactif et le plus toxique, a une courte durée de vie, et est un oxydant puissant qui peut
réagir de maniere non spécifique avec ’ADN et les protéines et intervient dans la
peroxydation lipidique Ce radical peut provenir soit de la réaction entre O2- et le H202, ou de

la réaction de Fenton (Desmier, 2016).
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11.4,4. La capacité de chélation des ions de fer: Le contréle du Fer dans le domaine de
I’évaluation de I’activité anti-oxydante est important parce que le fer participe a la génération
des radicaux hydroxyles. Le fer et en particulier le fer ferreux provoque des dommages
tissulaires en catalysant la formation des ROS et stimule la peroxydation lipidique, et en
conséquence la chélation du fer est une activité antioxydante tres efficace pour la prévention

de la peroxydation lipidique (Kim et al., 2005).
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Partie I1:
Matériels et Méthodes



Partie 11 : matériels et méthodes
Dans cette partie I’effet anti oxydant de 08 souches lactiques est exploré, parmi ces souches,
six lactobacilles isolées du lait de vache et identifiées par notre encadreur dans le cadre de sa
recherche en Doctorat. La partie expérimentale de cette étude a été réalisé au niveau de deux
laboratoires, le Laboratoire des microorganismes bénefiques, des aliments fonctionnels et de
la santé (LMBAFS) et les mesures du spectrophotometre ont été realise au laboratoire
pédagogique N°3 de microbiologie de la faculté SNV de l'université de Mostaganem.
1. Matériels
1,1. Origine des bactéries lactiques: Huit souches lactiques ont servie pour I'exploration de
leur activité antioxydante. Les différentes souches utilisées sont représentée dans le tableau

suivant (Tableau02):

Tableau 02: Les différentes souches utilisées dans les tests étudiées

Bactéries lactiques Origine/Affiliation

Souche 05 Lait de vache/ Laboratoire LMBAFS
Souche 09 Lait de vache/Laboratoire LMBAFS
Souche 10 Lait de vache/Laboratoire LMBAFS
Souche 11 Lait de vache/Laboratoire LMBAFS
Souche BB12 Laboratoire LMBAFS

Souchel4 Lait de vache/Laboratoire LMBAFS
Souche 15 Lait de vache/Laboratoire LMBAFS
Souche Lbe Laboratoire LMBAFS

1,2.  Milieux de cultures et réactifs:

o Milieu MRS (Man, Rogosa, Sharp) bouillon: utilisé pour Favoriser la culture des
bactéries lactiques du Genre Lactobacillus spp (De Manne et al., 1960)

1,3. Les solutions utilisées : PBS: tampon phosphate; TCA: Acide trichloracétique
solution de Sulfate Ferreux FeSo4; Acide Barbiturique ; solution de Dpph; Méthanol; Eau
distillé

I.4.Appareillage:

Spectrophotométre  UV-Visible double faisceau (JENWAY 7305 UV/VIS), Chambre
D’observation UV « 264/3645 nm »(VILBERCOURMAT), Bain Marie (KOTTERMANN),
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Etuve universelle de 5 a220°C, Agitateur magnétique (VELP scientifica), vortex (Stuart),
Balance (KERN) Max 421g d= 0,01g, Balance (KERN) Max 6100g d= 0,1g PH metre (WTW
Ph 330), Micro pipette (Smart) « 100 -1000 pl », Micro pipette (Unique) « 10 — 50 puL »,
Centrifugeuse (ROTOFIX 32 A) ,des Eppindorfs .

2. Méthodes:

2,1. Réactivation des souches: Les souches lactiques étaient conservées a -20°C dans des
Eppendorfs. La réactivation des souches lactiques se fait par repiquage successif en bouillon MRS
avant d'étre ensemencer en gélose par méthode de stries pour I'obtention de colonies bien isolées

maintenue conservées a 4°C. L' incubation était a 37°C pendant 24 h pour chaque culture.

2,2. Préparation de ’inoculum
72 heures avant de commencer chaque expérience, les cultures sont revivifiées par une série
de trois inoculations de 200 microlitres dans 10 ml de MRS bouillon et incubées a 37°C

pendant 24h dans une jarre d’anaérobiose avec systéme générateur de CO2 (figure 5)

/l_\ 200 ul /l\ Incubation (37C°/24/H m

\_ \_

v

10ml

\_/ \_/ N

Culture conservée a 4C° Bouillon

Figure 05: Représentation schématique de la réactivation des souches
lactiques.
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2,3. Pouvoir réducteur des bactéries:

Le pouvoir réducteur est ’aptitude des antioxydants a réduire le fer ferrique (Fe3+) du
complexe ferricyanure en fer ferreux (Fe2+).La forme réduite se traduit par une couleur verte
qui est proportionnelle au pouvoir réducteur (Chung et al., 2006).Le protocole de (Bae et al.
2010) a éte adapté pour la mise en évidence du pouvoir réducteur des souches lactiques.
Apres lavage des cultures au PBS, 0,5 ml de chaque culture est mise dans un tube stérile +
0,5ml de PBS a pH (6,6) + 0,5 ml de ferrocyanure de potassium préparé a 1%. Les tubes sont
mis au bain marie a 50C° pendant 20 minutes. Ensuite (volume = 0,5 TCA ) d’acide
trichloracétique a 10% sont ajoutés apres refroidissement des tubes. Aprés Centrifugation a
3000 rpm pendant Smn, 1ml de chaque surnagent est mélangé avec 1ml d’eau distillée + 0,2
ml trichlorure de fer a 0,1%; aprés réaction pendant 10 min, I’absorbance est mesuré a 595
nm.Le pouvoir réducteur a été calculé par la formule suivante:

Le pouvoir réducteur (%) = (Ac - As ) / Ac x 100

As : L'absorbance de 1’échantillon. Ac : I’absorbance du controle .

T

05ml de C2HCL302 X 9 tubes

@ Centrifugation

5 minutes
—

0,5ml FeCL3+1ml de chaque surnageant+1ml H20

20 minutes
Accéleration
Refroidissement

Lire I’absorbance

Figure06 : Test du pouvoir réducteur des bactéries adapté par (Bae et al,. 2010)
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2,4. Activité de Piégeage des radicaux libres par 2 2-diphényl-1 picrylhydrazyle (DPPH):
Le DPPH (2 2-diphinol-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violette qui
réagit avec des groupements amine, les phénols et les acides. Quand la solution de DPPH est
mélangée a celle d’une substance qui peut donner un atome d’hydrogéne ou un électron, alors
ceci provoque la forme réduite (DPPH2) avec la perte de la couleur violette et 1’apparition
d’une couleur jaune pale due a la présence de groupement picryl et I’absorbance est lue a 517
nm.

Le protocole de (Hsu et al. 2008) a été adapté pour la mise en évidence de IP’activité de
piégeage de DPPH sur les souches lactiques , on prend 1ml de solution DPPH (0,2mmol/l)
préparée dans de 1’éthanol +1ml de chaque souche bactérienne, ensuite Incuber les tubes
pendant 30 minutes dans [’obscurit¢é a température ambiante. Aprés 10 minutes de
centrifugation a 3000 rpm , I’absorbance des surnageant est mesurée a 517 nm.L'activité de
piégeage du DPPH est calculé selon la formule suivante:

[Activité de piégeage (%) = [1 - (Ai - AK) / Aj] x 100 (Ai : I’absorbance AK : le blanc; Aj :

le control)]

m 5 min de

- centrifugation
(accélération)
Température ambiante

B
»

Iml DPPH+1ml de chaque

Souches 30 minutes de ’obscurité

Lire I’absorbance

517.nm X 9 Tubes

o al'

Figure 07 : un schéma représente les étapes du test de la capacité de piégeage des radicaux libres
par le DPPH ,adapté par (Hsu et al. 2008).

2,5. Activité d'anti peroxydation lipidique :

La mise en évidence de ’effet des souches bactériennes testés sur la peroxydation lipidique a
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¢té déterminée par les pourcentage d’inhibition de la peroxydation lipidique

Selon le protocole de (Hsu et al.,(2008) ; un volume de jaune d’ceuf frais est ajouté a un
volume égale de PBS (0 2 mol / L; pH 7 4) .Apres un

bonne homogénéisation; diluer la suspension par le PBS (1 :25, V/V). Ensuite, mettre 0,5ml
de chaque souche bactériennes + 1ml de la suspension préparé + 1ml PBS + 1ml de sulfate
ferreux FeSO4 (25mmol/L); bien agiter les tubes et incuber pendant 15 minutes a 37°C .
Aprés incubation ajouter 1ml de I’acide trichloracétique (20%, P/V), laisser agir (réaction
statique) pendant 10 minutes, ensuite le mélange a été centrifugé a 3000rpm pendant 10
minutes. Dans une autre séries de 9 tubes contenant 2ml de I’acide barbiturique (0 8%, poids /
volume) nous avons ajouté 3ml de chaque surnageant ensuite Chauffer le mélange au bain
marie 10 minutes, apres le refroidissement des tubes a une tempeérature ambiante,
L’absorbance (As) du mélange nm a été mesurée a 532.

Le contrdle (Ac) 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

Taux d'inhibition du peroxyde lipidique (%) = (Ac - As) / Ac x 100

Jaune d’oeud PBS

NV

g
J 0 U

0,5ml PBS+0,5ml de suspension 0,5ml PBS 0,5ml \ Pbs
'S

Centrifugation 10 min Iml de C2HCL302

Apes 10 min agifion a 37°C

0,5ml de chaque souche

3ml de surnagant +2ml C4H4N202S < —
=) — +1ml de Feso4

—> = —> +1ml de PBS
QQ Chauf & lire I’absorbance \/

Figure8 : Schéma protocolaire du test de la Peroxydation anti-lipidique adapté par Hsu et al.(2008)
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Partie 111 : Résultats et Discussions

I11. 1. Pouvoir réducteur FRAP:

Les antioxydants sont déterminés par colorimétrie . La forme du Fe3+ présent dans le
complexe K3Fe(CN) 6 est réduite en Fe2+ en présence de I'antioxydant .Le complexe perd sa
couleur jaune pour un bleu foncé. Cette coloration mesurée a 595 nm par spectrophotomeétre,
est proportionnelle a la concentration en antioxydants présents dans les échantillons. La
méthode est standardisée par rapport au Trolox. Le pouvoir réducteur du fer est évalué en
mesurant les pourcentage de réduction (%) (Chung et al., 2006).Les résultats du pouvoir
réducteur représentés dans la figure.09, et démontrent clairement un pouvoir réducteur
important et variable selon la souche considérée. Les meilleurs pourcentages de réduction:
71 4%; 60%; et 55 7% ont été affichés respectivement par les souches ( 10; 11 et BB 12), en
deuxiéme position viennent les souches (14; 15 et LBe) avec des pourcentages supérieur a
50%,et au finale les minimales restent entre 34% et 48% pour les souches 05 et 09. les
résultats sont remarquables ce qui traduit que les souches étudiées possédent un trés bon
potentiel réducteur. Ces résultats se rapprochent de I'étude de Zhang ,(2017) qui a mis en évidence
I'activité anti-oxydante chez certaines bactéries lactiques, et a pu démontrer que les souches; L.
curvatus SR6 et L. paracasei SR/0-1 ont un pouvoir réducteur ave les pourcentage de 47,31% et
44,24% respectivement.(Zhang ,2007a).Aussi , différentes capacités anti-oxydantes 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(Mishra et al.,2015 ; Zhang et Li., 2012).

Test de FRAP

80% 71,4%

% du pouvoir réducteur

souche souche souche souche souche souche souche souche
05 09 10 11 BB12 14 15 Lbe

Souches lactiques utilisées

Figure09 : Résultats du pouvoir de réduction des ions Fe3+ en Fe2+ en (%) par les souches
lactiques
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I11.2. Piégeage du radical libre le DPPH:

Le DPPH est un radical libre stable avec une absorbance maximale a 517 nm dans I'éthanol
lorsque le dpph rencontre une substance donneuse de protons telle antioxydant, le radical est
récupéré et I'absorbance est réduite (yang et al., 2008).

Les résultats illustrés dans la figure.10 déterminent aussi une capacité de piégeage des
radicaux libres trés importante, chez toutes les souches lactiques étudiées, Le taux le plus
haut est enregistre par la souche09 avec 90 4% et le dernier taux est représenté par la souche
15 avec 59 2 % ce qui prouve encore une fois que les résultats de la capacité de piégeage du
DPPH par nos souches sont trés considérables en comparaison aux deux souches BB12 et
LBE. Ces résultats sont comparables a plusieurs recherches selon la bibliographie. nos résultats se
rapprochent de ceux de (Benyoucef , (2018) qui a signalé que Lactobacillus paracasei a affiché un
taux de 69 94% d'inhibition de DPPH. Lin et al.,(2000) ont découvert que Bifidobacterium longum et
Lactobacillus acidophilus avaient une capacité de piéger les radicaux libres DPPH a 43 2% et 52 1%
respectivement.Aussi ,(Maryam et al.,(2012), ont prouvé que L.plantarum isolé a partir d'échantillon
de fruits présentait la plus forte activité d'inhibition du dpph avec un pourcentage de 50 8%; Enfin ,
nos résultats sont beaucoup plus superieurs a ceux de Osuntoki et al., (2010), qui ont rapporté que des
bactéries lactiques isolées d'aliments fermentés africains ont affiché entre 6 3 et 33 7 % d'activité
d'inhibition du DPPH.

Test de DPPH
100% 90,4%
90% 77-6% 79.5%
S so0% . : 74,6% 73,7%
£ ox 64,9% :
=]
o 60%
& 50%
o 40%
o 30%
S 20%
10%
O% = T T T T T T T 1
souche souche souche souche Souche souche souche souche
05 09 10 11 BB12 14 15 Lbe
Souches lactiques utilisées

Figure 10: Résultats de la capacité de piégeage du DPPH (%) par les souches lactiques
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111.3. L'activité d'anti-Peroxydation Lipidique:

La mise en évidence de I’effet des souches bactériennes testés sur la peroxydation lipidique a
¢té déterminée par les pourcentage d’inhibition de la peroxydation lipidique (Hsu et
al,2008).Les résultats de I'anti-peroxydation lipidique obtenus sont illustrés dans la figurell ,
il est claire que toutes les souches sont doté de cette activité avec des pourcentage important
allant jusqu'a 70 5% affiché par la souche 15 suivie des souches 10 09 05 et 11 avec des taux
moyen: 65%, 53%, 51% et 46 0% , respectivement et les taux les plus bas sont obtenu par les
souche Lbe et BB12 avec 36% et 17 5% respectivement mais qui restent considérables.

En effet ces résultats se rapprochent de plusieurs études précédentes qui ont démontré 1’effet
anti oxydant des bactéries lactiques, a savoir I’effet d'anti peroxydation; comme ,Lin et al.
(2000) qui ont démontré les effets de B. longum et L. acidophilus sur I'inhibition de la peroxydation
des lipides plasmatiques et ont obtenus respectivement 16,2 % et 11,3 % . Par ailleurs, Zhang et al.
(2011), ont signalé que Les cellules intactes de 10° cellules de SY/3 L. casei subsp. casei et 10°
cellules de LJJ L. delbrueckii subsp ont démontré respectivement 62 95 et 59 63% d' inhibition de la
peroxydation de I'acide linoléique. En fin, Les résultats obtenus par Zhang et al. (2017) réalisé sur la
peroxydation lipidique des souches L. paracasei SR10-1 et L. curvatus SR6 ont apporté que
L'inhibition de la peroxydation lipidique de L. paracasei SR10-1 (6389% % 093%) était
significativement plus élevée que celles de L. curvatus SR6 (55 00% + 5 19%).

Test d'anti-péroxydation lipidique

s0%

20% | 65,0%
60% Vv

50% -
40%
30% -
20% -
10% -
0% . . . . . . . .

souche souche souche souche souche souche souche Lhe
05 09 10 11 BB12 14 15

70,5%

51%  °3,0% 50,0%

46,0%

36,0%

% d'inhibition

\\\\W

Souches lactiques utilisées

Figurell: Résultats d'activité d'anti peroxydation lipidique en (%) des souches

lactiques

23



Conclusion :
L’¢tude du pouvoir antioxydant des huit souches lactiques a été effectuée en mesurant le

pouvoir réducteur du fer par la technique de FRAP, le piégeage des radicaux libre par la
technique de DPPH et I’inhibition de la peroxydation lipidique. Les résultats obtenus sont tres
satisfaisants car toutes les souches étudiées ont affiché un pouvoir anti oxydant tres prononcé
dans les trois méthodes étudiés. Cette capacité antioxydante de ces bactéries peut s'expliquer
par les principaux mécanismes de résistance aux ERO, & savoir; la capacité de chélation des
ions métalliques comme il a été signalé que la capacité antioxydante delL.casei KCTC 3260
réside dans le fait qu’elle chélate fortement les ions Fe+2 ou Cu+2, bien qu’aucune activité
SOD détectable n’ait été observée.(Wang et al..,2017). Par ailleurs, Certains probiotique sont
également leurs propres systémes enzymatiques antioxydants et les inhibiteurs non
enzymatiques ;qui sont responsables de la lutte contre le stress des ERO. (Wang et al. ,2017).
De méme, certaines bactéries probiotiques peuvent produire divers métabolites ayant une

activité antioxydante, tels que le glutathion (GSH), le folate et le butyrate(Endo et al.,2013).

La régulation du microbiote intestinal présentent un enjeux antioxydant car les probiotiques
sont des habitants réguliers du tractus gastro-intestinal des humains et des animaux ; ils
peuvent réguler la composition du microbiote intestinal et inhiber la prolifération excessive de
bactéries nocives, ce qui peut contribuer a diminuer le stress oxydatif. Lactobacillus et
Bifidobacterium, les especes probiotiques les plus courantes ,produisant de 1’acide lactique,
de I’acide acétique et de 1’acide propionique, peuvent abaisser le pH intestinal et inhiber la
croissance de diverses bactéries pathogénes afin de maintenir 1’équilibre de la flore
intestinale. (Wang et al. ,2017). Au finale, Les exopolysacharides des bactéries lactiques ,
connus par leur grande importance dans l'industrie alimentaire et pharmaceutique ont
également un réle essentiel en tant gu'antioxydant puissants, comme I'a rapporté I'étude de
zeraoulia et al. (2017), dont les résultats de la quantification des EPSs ont montré que
Lb.curvatus BJ432 produisait la plus grande quantité d'EPS (34 4mg/l) et a présenté aussi la
forte activité scavenger du radical DPPH (61%),(Zeraoulia et al.,2017).

Le potentiel antioxydant des bactéries lactiques est importante a la fois pour la protection
contre les dommages oxydatifs dans le corps humain et serait utile dans I'industrie
alimentaire; alors en perspective il serait intéressant, d'approfondir les recherches pour la
compréhension des différents mécanismes antioxydants chez ces souches et étudier leur
utilisation possible en santé humaine par des essais in vivo sur les animaux afin de confirmer

la capacité réductrice de ces souche
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Annexes



Annexe 01:

Milieux de cultures

Mileu MRS composition :

Peptone 10 Og

Extrait de viande 8 0g

Extrait de levure 4 0g

Acétate de sodium trihydraté 5 Og
Citrate d’ammonium 2 0g

Tween80 1 0g

Hydrogénophosphate de potassium 2 0g
Sulfate de magnésium heptahydraté 0 5 g
Sulfate de manganése tétrahydraté 0 05¢g

Agar 10 0g

pH=65




Annexe 02

Réactifs et Solutions

Test de DPPH :

1ml de solution DPPH

1ml de souche bactérienne

Iml eau distillée

Methanol (blanc)

Test de Frap :

0,5 de chaque souche bactérienne
0,5 ml PBS (6,6)
0,5 ml de ferrocyanure
0,5 TCA 10%
0,5 ml I'eau distillée
0,2 ml FeCI3

Test peroxydation lipidiques :



31 ml PBS

5 ml jaune d'ceuf

1ml feSo*

0 5 ml de chaque souche bactérienne

1 ml TCA 20%

2 ml Acide barbiturique

Les solutions utilisées :

Solution de PBS

Pour préparer 1000 mL de PBS :

137 mM Nac(l 8,0g/1

27 mM KCIO 2 g/L

10 mM Na,HPO41 42 g/L

1 76 mM KH2PO40 24 g/L

Solution TCA 20%/

206 ——» 100

X —— 50x=50geauD







