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Introduction

Introduction

A cause de I’accroissement du développement économique, 1’environnement est en
situation critique face au probleme de la pollution notamment par les métaux lourds issus
des émissions des différents secteurs industriels. L’émission de ces rejets contaminés par les
métaux lourds dans le milieu récepteur sans traitement préalable est a I’origine d’un sérieux
probleme qui présente des risques qui incitent a une préoccupation prioritaire qu’il s’agisse
de risques aigues ou de risques chroniques non seulement pour I'environnement mais aussi
pour la santé de ’'Homme a cause de leur nature non biodégradable et donc leur capacité de
bioaccumulation dans la chaine alimentaire (Deng et Wang, 2012). Par ailleurs, le mercure
et le plomb font partie des trois métaux classés comme polluants prioritaires de 1’eau par la
Communauté Economique Européenne (CEE) et I’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS). Une attention toute particuliére est actuellement portée a la contamination des
écosystémes par ces deux métaux. En cela, ces deux métaux représentent des excellents
modeles pour I’étude de I’incidence des autres métaux sur la santé¢ et 1’environnement,
enplusdeleursniveaux de toxicité élevésqui peuvent induire des problémes pathologiques
variés(Bhaktaet al, 2012). Face a ce type de problemes, rencontrés dans le monde entier, il
n’existe pas une solution efficace, mais plutdt un ensemble de mesures a mettre en ceuvre
conjointement. Parmi ces mesures est le traitement de la contamination de I'environnement
cause a l'aide des organismes biologiques tels que les plantes et les micro-organismes, ce

type de traitement est appelé « Bioremédiation » (Boonyodyinget al, 2012).

Au cours des derniéeres années, on a assisté a une augmentation spectaculaire de I'intérét pour les
mécanismes de bioremédiation orientés vers la protection de I'environnement et la santé publique
notamment aux meétaux lourds (De la Cueva et al, 2016).Par ailleurs, I’utilisation des
microorganismes ayant des effets bénéfiques sur la santé et la croissance des étres vivants
comme les probiotiquesattire de plus en plus I’intérét de la communautéscientifiquedans le but
d’améliorerla sécurité et la protection de la santé contre les substances toxiques ingérées a
travers les produits alimentaires(Halttunenet al, 2007).Le microbiote intestinal, représenté par
plusieurscentaines d’espéces bactériennes probiotiques différentes, exerce deseffets
physiologiques diversdont les répercussions pour I’hétesont, pour la plupart, bénéfiques
(Quévrain, 2014).De plus, I’expression d’une activité anti-oxydantepar les bactéries lactiques
probiotiques a également été rapportéece qui laisse supposer que ces bactéries jouent un
réleimportant dans la réduction de la toxicité des substances toxiques comme les métaux lourds

retrouvés dans 1’eau potable ou méme dans certains aliments (Zhaiet al, 2015).

Mémoire de magister : 2016 / 2017 1



Introduction

Lobjectif de ce travail est principalement porté sur 1’étude de I’accumulation de quelquesmétaux
lourds par les bactéries lactiques, dans cette optique nous essaieront de répondre ala
problématique suivante : Les bactéries lactiques jouent-elles un rdle possible dans la

détoxification de métaux lourds au niveau du tube digestif ou dans les aliments fermentés ?

Ces bactéries lactiques possédant des propriétés probiotiques et provenant de diverses origines
seront choisies et sélectionnées apres un test de screening pour leur tolérance aux meétaux lourds.
La détermination de la CMI est également envisagée. Les bactéries montrant une tolérance
significative aux métaux lourds feront ensuite 1’objet d’une étude cinétique de leur croissance.
Afin de comprendre les mecanismes mis en jeu, un dosage des taux des métaux lourds (cas du
chrome hexavalent) intracellulaires sera effectué. Seules les bactéries présentant un mecanisme
de résistance par accumulation, par réduction enzymatique ou par adsorption contribueront au
maintient de 1’équilibre de la flore gastro-intestinale aussi bien qu’a la détoxification de ces

polluants largement répandus dans les eaux potables et les aliments.

Mémoire de magister : 2016 / 2017 2
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l. Les métaux lourds
1.1. Généralités sur les métaux lourds

Les métaux lourds sont connus depuis longtemps pour leurs risques potentiels sur la santé des sujets
exposeés, on désigne sous le terme de metaux lourds ceux dont la masse volumique est supérieure a
5 g/lcm® (Wang et Chen, 2006; Bathla et Jain, 2016). Néanmoins 1’usage courant fait que cette
dénomination assez floue implique une notion négative de toxicité. Mais c’est la raison pour
laquelle nous parlerons de notion « Eléments Traces Métalliques » ou ETM celle-ci se substitue peu
a peu a celle de métaux lourds, qui sont aussi considérés comme oligo-éléments a cause de leur
présence en concentrations trace (de l'ordre du ppb allant & moins de 10 ppm) dans plusieurs
compartiments de I'environnement (Tchounwou et al, 2012). De maniere générale, on qualifie
d’élément trace tout élément dont la concentration moyenne dans la croQte terrestre est inférieure a
0.1 % (ou 1000 ppm). Alors ceux dont la concentration est supérieure a 0.1 % dans la nature sont

considérés comme des « éléments majeurs » (Ramade, 1993; Ali et al, 2013).

Néanmoins, certains métaux toxiques ne sont pas particulierement lourds (comme le zinc) alors que
certains éléments toxiques ne sont pas tous des métaux (comme 1’arsenic) qui est un métalloide.
Ainsi, pour toutes ces raisons, la communauté scientifique préfere utiliser le terme ETM plutét que
métaux lourds (Ali et al, 2013).

Selon Baize 1997, les éléments de la table périodique peuvent étre classés, en fonction de certaines
caractéristiques physiques et chimiques, en métaux et non métaux, a I’exception d’un petit nombre

qualifié de métalloides (Tableau 1)

Tableau 1. Classification des éléments du tableau périodique selon Baize (1997)

Métaux Pb, Fe, K, Na, Mo, Cr, Mn, Hg, Ag, Cd, Co, Rb, Li, Sn..........
Non métaux Rn, C, N, O, F, Ne, ClI, P, Se, Br, Kr, Xe, I, Rn.
Métalloides B, Si, Ge, As, Sh, Po, Te, At.

Mémoire de magister : 2016 / 2017 3
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I.2. Caractéristiques générales des métaux lourds

Les métaux lourds cités dans le domaine de la biosorption sont généralement classés en trois

catégories (Kinoshita et al, 2013):

Métaux toxiques tels que : Hg, Cd, Pb, Zn, Cu, Ni, Cd, As, Co, Sn..... etc
Meétaux preécieux tels que : Pd, Pt, Ag, Au, Ru.....etc
Radionucléides tels que : U, Thi, Ra, Am......... etc

En ce qui concerne leur réle dans les systemes biologiques, les métaux lourds sont classés comme

essentiels et non essentiels :

Métaux lourds essentiels : sont ceux, qui sont nécessaires pour les organismes vivants en quantités
infimes pour les fonctions physiologiques et biochimiques vitales. Exemple : Fe, Mn, Cu, Zn et Ni
(Valls et Lorenzo, 2002; Cloutier et al, 2009; Kinoshita et al, 2013).

Métaux lourds non essentiels : sont ceux qui ne sont pas nécessaires pour les organismes vivants
pour toutes fonctions physiologiques et biochimiques. Exemples ; Cd, Pb, As, Hg, et Cr (Dabonne
et al, 2010; Kinoshita et al, 2013).

Contrairement aux substances organiques, les métaux lourds sont essentiellement non
biodégradables et s’accumulent donc dans I'environnement. L'accumulation des métaux lourds dans
les sols et les eaux pose un risque pour la santé humaine et I'environnement (Ali et al, 2013). Ces
éléments s’accumulent dans les tissus de I'organisme vivant «bioaccumulation » et leurs
concentrations augmentent lors de leur passage de niveaux trophiques inférieurs aux niveaux
trophiques supérieurs, un phénoméne connu sous le nom de « bioamplification » (Guo et al, 2010;
Ali et al, 2013).

1.3. Propriétés physico-chimiques des ETM
1.3.1. La solubiliteé

La solubilité est la quantité maximale dissoute d’un composé dans 1’eau a une température donnée
(Ballerini et al, 1998). La solubilité d’un métal indique sa tendance a la mobilisation par lessivage
ou par ruissellement (Jumarie et al, 2001). Les métaux sont plus ou moins mobiles, plus ou moins
solubles. Dans I’eau, ils sont présents sous forme d’oxydes ou de sels, selon les métaux d’origine
(Bodek et al, 1988; Pichard, 2003). D’une maniére générale, la plupart des sels sont solubles, et
c’est sous cette forme que les métaux contaminent I’environnement aquatique (Lauglin et al, 1999;

Miquel, 2001).
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1.3.2. La stabilité

Contrairement aux contaminants organiques, les métaux sont indéfiniment stables et ne peuvent étre
dégradés biologiquement ou chimiquement dans I’environnement (Desbeeuf, 2004). Une des
conséquences les plus sérieuses de la persistance des métaux est leur accumulation dans les chaines
alimentaires. Au bout de ces chaines, les métaux peuvent atteindre des concentrations qui sont
supérieurs de plusieurs dizaines de puissances a celles trouvées dans 1’eau ou dans I’air (Beliefert et
Perraud, 2001).

1.3.3. La volatilisation
D’une fagon générale, les métaux lourds sont considérés peu ou pas volatiles a I’exception du
mercure. Les composés volatiles du mercure s’échappent facilement vers [’atmosphére et

constituent une source importante de contamination (Ballerini et al, 1998).

1.4. Sources des métaux lourds dans I’environnement

La pollution de I'environnement par les metaux lourds est devenue un grave probléme dans le
monde entier. Les métaux lourds pénétrent dans I'environnement a partir de deux sources

principales, source naturelle et celle anthropique (Garcia et al, 2016).

1.4.1. Origine naturelle

En effet, la plupart des métaux lourds sont des éléments constitutifs de la crolte terrestre présents
au sein des minerais ou concentrés dans le magma granitique. lls sont aussi trés présents dans les
sédiments océaniques (Ali et al, 2013). Les sources naturelles les plus importantes sont I'altération

des minéraux, de I'érosion et I'activité volcanique (Sauge-Merle et al, 2012).

1.4.2. Origine anthropique

Du fait de leurs propriétés physico-chimiques intéressantes, les métaux sont trés largement utilisés
par I’Homme notamment dans les mines, la galvanoplastie, les pesticides et les engrais (phosphates)
en agriculture, les rejets industriels, les dépdts atmosphériques, les boues des rejets urbains, les
stations d’épuration, les composts d’ordures ménageres... etc (Oves et al, 2013). Ultérieurement les
déchets contenant des métaux sont directement ou indirectement rejetés dans I'environnement de
plus en plus, en particulier dans les pays en voie de développement, ayant apporté une grave
pollution de I'environnement (Tableau 2) (Wang et Chen, 2006).
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Tableau 2. Les sources anthropiques des métaux lourds spécifiques dans I’environnement

Contaminant | MCL en mg/I Sources Référence
dans ’eau
Arsenic 0.01 Combustion de charbon, production de verre Xu et al, 2014
et électronique
Cadmium 0.005 Dépots naturels, raffineries métalliques piles | Halttunen et al, 2007
et peintures, incinération de plastiques et Qing et al, 2007

piles, fumée de tabac. ]
Zhai et al, 2015

Chrome 0.05- 0.1 Dépots naturels, galvanoplastie, tannerie, Cervantes et al, 2001
conservation de bois. Qian et al, 2013

Priya et al, 2013

Cuivre 1.3 Bon conducteur de chaleur et d’électricité, Bradl, 2005
toiture, produits chimiques et matériel du
médicales, pigments, alliages.

plomb 0.015 Dépbts naturels, peintures Halttunen et al, 2007
Mercure 0.002 Composants naturels de la crodte terrestre, Kampa et Castanas,
raffineries, combustion. 2008,
Fer 5 Fer du jet, fer forgé, acier, alliages, Bradl, 2005
construction, transport, fabrication des
machines

1.5. Pollution par les Métaux lourds

La pollution métallique peut étre due aux différents métaux, comme I’aluminium, ’arsenic, le
chrome, le cobalt, le cuivre, le manganése, le molybdene, le nickel, le zinc... ou encore a des métaux
lourds comme le cadmium, le mercure ou le plomb, plus toxiques que les précédents. Cette
pollution provient en effet essentiellement des activités humaines, ou naturellement d’une fagon
presque négligeable (Audry, 2003; Nithya et al, 2011; Xu et al, 2014).

La pollution par les métaux lourds pose un probléme particulier, car les métaux ne sont pas
biodégradables et sont considérés comme I'un des polluants les plus persistants dans
I'environnement (Audry, 2003; Giuseppe et al, 2014). En outre, tout au long de la chaine
alimentaire, certains se concentrent dans les organismes vivants sous forme inorganique ou sous
forme organique. Pour certains eléments, comme l'arsenic et le cuivre, la forme inorganique est la
plus toxique. Pour d'autres, comme Hg et Pb, les formes organiques sont les plus toxiques (Biney et
al, 1991; Pophaly et al, 2014). lls peuvent ainsi atteindre des taux tres élevés dans certaines
especes consommeées par I’homme, comme les poissons. Cette " bioaccumulation " explique leur

tres forte toxicité (Audry, 2003; Giuseppe et al, 2014).

Mémoire de magister : 2016 / 2017 6



Revue bibliographique

1.5.1. Effets des métaux lourds sur ’environnement

En effet, la présence des métaux lourds dans I’air, le sol et I’eau est connue comme une source de
menace croissante pour I’environnement et la santé humaine :

Les principales menaces pour la santé humaine des métaux lourds sont associées a l'exposition au
plomb, cadmium, mercure et arsenic. La toxicité des métaux lourds est augmentée en raison de leur
temps de séjour trés longs, et aussi a cause de leur longue demi-vie biologique (Nithya et al, 2011).
De plus, plusieurs études ont montré que I’accumulation des métaux lourds dans 1I’environnement a
pour conséquences des effets préoccupants sur 1’équilibre des écosystémes et sur leurs populations
(Sheng et al, 2008). Notamment, a des concentrations élevées ils provoquent des perturbations

environnementales irréversibles que ce soit dans 1’eau ou le sol (Nithya et al, 2011).

1.5.1.1. Effets des métaux lourds sur la vie aquatique

L'eau est une ressource précieuse notamment avec la demande croissante enregistrée dans le monde
entier, mais elle est exposée a de nombreuses sources de pollution (Chatterjee et al, 2010).

Un écosysteme aquatique devient insalubre ou malsain lorsque I'équilibre de I'état naturel a été
perturbé. Ces perturbations peuvent étre physiques, biologiques ou chimiques, ces dernieres
résultent des rejets des ETM et d’autres produits chimiques qui peuvent avoir des effets toxiques
aigues ou chroniques sur la vie aquatique et peuvent produire des modifications considérables dans
les communautés microbiennes et leurs activités (Hussein et al, 2004; Nithya et al, 2011). Or, ces
effets surviennent seulement lorsque les organismes sont exposés a des niveaux de concentrations

supérieurs a ceux qu'ils requierent normalement (Biney et al, 1991; Talab et al, 2016).

La contamination par les métaux lourds peut atteindre les eaux de surface et les eaux souterraines
par le biais de sources naturelles (lixiviation du minerai, érosion des minéraux avec les sédiments)
ou d'activités humaines (engrais chimiques, pesticides, élimination des déchets solides industriels et
des déchets domestiques) (Kaimossi et al, 2005; Gaur et al, 2013). A de faibles concentrations,
beaucoup d’ETM, dont Hg, Cd, Pb, As et Cu inhibent la photosynthese et la croissance du
phytoplancton (Biney et al, 1991). Les effets observés a des niveaux trophiques supérieurs se
manifestent notamment par un retard du développement des embryons, des malformations et une
moins bonne croissance des adultes chez les poissons, les mollusques et les crustacés (Biney et al,
1991; Talab et al, 2016).
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1.5.1.2. Effets des métaux lourds dans le sol

La contamination des sols par les métaux lourds est l'un des principaux problemes
environnementaux dans le monde, leurs présence peut affecter considérablement les propriétés
physico-chimiques du sol ainsi que la communauté microbienne et la réduction des activites
environnementales et biologiques telles que la minéralisation de la matiére organique (Sheng et al,
2008; Wei et al, 2009; Gaur et al, 2013). De nombreuses pratiques agricoles et industrielles ont
conduit a la pollution du sol par des ions de métaux lourds, comme les fonderies, les mines, les
centrales électriques I'application des pesticides, des engrais et des boues d'épuration contenant des
métaux (Li et al, 2014). La contamination par les métaux lourds peut avoir des effets importants sur
les populations microbiennes indigenes. Par exemple, les métaux lourds peuvent réduire la
biodiversité des espéces et limiter la reproduction microbienne, ils sont également impliqués dans la
réduction de I'activité microbienne telle que la fixation de l'azote dans le rhizobium (Wei et al,
2009).

Chaque métal lourd a une fonction biotique ou biotoxique unique. Par exemple, le cuivre peut
améliorer la croissance microbienne a des concentrations faibles, mais supprimer la croissance et
perturber la diversité et la physiologie de quelques micro-organismes du sol a des concentrations
élevées (Bitencourt et al, 2016). En revanche, le cadmium a une toxicité élevée a de faibles
concentrations (Jiang et al, 2008; Wei et al, 2009). Lorsque les plantes poussent sur un sol pollué
par les métaux ils ont tendance a accumuler ces métaux lourds, ce qui affecte leur croissance en plus

du risque d’atteindre le consommateur (Gaur et al, 2013).

1.5.1.3. Contamination de I'air par les métaux lourds

Les métaux lourds sont transportés dans l'atmospheére sous forme de gaz, d” aérosols et de particules
a partir des différentes sources telles que : les poussieres minérales, les particules de sel de mer,
matieres extraterrestres, les aérosols volcaniques et les incendies de forét (Leygonie, 1993), et des
sources industrielles telles que les émissions provenant du transport, la combustion du charbon, et
de I’émission de particules fugitives (Bradl, 2005). Ces éléments métalliques se trouvent a 1’état de
traces dans des particules atmosphériques, dont les effets biologiques, physiques et chimiques de
ces particules sont en fonction de la taille des particules, de leur concentration et de leur
composition, le parameétre le plus effectif sur I’environnement étant la taille de ces particules
(Kampa et Castanas, 2008). Dans ’air ambiant, on trouve de nombreux éléments, comme le
plomb, le cadmium, le zinc, le cuivre, etc., dont la concentration est d’autant plus élevée que les

particules sont fines (Ballerini et al, 1998).
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1.5.2. Effets des métaux lourds sur la santé humaine

L'exposition permanente des étres humains aux métaux lourds est un grave probleme qui ne cesse
de prendre de I'ampleur dans le monde entier. Elle s'est fortement aggravée au cours des derniéres
annees avec l'augmentation exponentielle de I'utilisation de métaux dans les processus et produits
industriels (Sisca et al, 2009; Kinoshita et al, 2013).

L’effet d’un métal et sa toxicité sur les sujets exposées peuvent étre influencés par un certain
nombre de facteurs, parmi ces facteurs, on a ceux qui sont liés au contaminant (ou facteurs
extrinseques) tels que la nature du métal, état de I'oxydation, biodisponibilité... etc (Ali et al, 2013).
A ces facteurs, s’ajoutent des facteurs intrinséques liés a 1’age du sujet exposé, le sexe, 1’état
nutritionnel, les conditions d’expositions et la variabilité génétique....etc. L’ensemble de ces
facteurs peut influencer sur la charge corporelle d’un métal, sa distribution tissulaire et ses effets

nocifs (Kakkar et Jaffery, 2005).

La toxicité des métaux varie aussi selon la dose et la durée d’exposition. Une exposition de courte
durée a des concentrations élevées cause des syndromes aigues, alors que 1’exposition de longues
durées a de faibles concentrations provoque des troubles chroniques. L’accumulation de ces métaux
toxiques comme : Hg, Cu, Cd, Cr et Zn dans les étres humains a plusieurs conséquences telles que :
la gastroentérite, la pneumonie et 1’insuffisance rénale et hépatique, caractéres anormaux de
développement, carcinogenese, défauts du contrble neuromusculaire, retardation mentale,
fonctionnement rénal défectueux et une large variété gamme d'autres maladies (Rehman et al,
2006). L’exposition aux métaux lourds provoque ’apparition de plusieurs pathologies physiques et
méme psychologiques. Ces derniers peuvent s’accumuler au sein de 1’organisme et donc perturber
son organisation interne et provoquent des effets tératogenes ou/et des troubles de la fécondité
(Sisca et al, 2009). Le tableau (3) ci-dessous présente quelques effets nocifs des métaux sur la santé

humaine.
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Tableau 3. Effets nocifs des métaux lourds spécifiques sur la santé humaine

Contaminant

Effets nocifs

Référence

Comme l'arséniate est un analogue de phosphate

il interfere ainsi avec les processus cellulaires

Nies, 1999

Monachese et al, 2012

Arsenic essentiels tels que la phosphorylation oxydative
et la synthese d'ATP.
Cancérigéne, mutagene, tératogéne provoque une | Halttunen et al, 2007
insuffisance rénale et peut-étre un cancer de la | QIng €tal, 2007
Cadmium prostate et une anémie chronique, ostéoporose, Zhai etal, 2015
dysfonctionnements cardio-vasculaires
Provoque la perte de cheveux, perforations | Rehman et al, 2006
nasales, caractéres anormaux dans le foie et le | Privaetal, 2013
L systéeme de reproduction, troubles de la fonction TeElEHEL, A
rénale.
Des niveaux élevés endommagent le cerveau et | Nies, 1999
les reins, induisent des cirrhoses du foie, des
Cuivre anémies chroniques et des irritations intestinales.
Altération du développement, intelligence | Halttunen et al, 2007
réduite, perte de mémoire a court terme,
Plomb maladies cardiovasculaires, perturbation de la
synthese de I'hémoglobine, troubles de la
fonction rénale et neurologique.
Maladies auto-immunes, dépression, problemes | Kiyono et al, 2013
d'équilibre, perte de cheveux, insomnie, perte de
Mercure mémoire, des troubles de la vision, des
tremblements
Démangeaisons de nickel; [l'inhalation peut | Nies, 1999
Nikel causer un cancer des poumons, du nez et des | L1 €tal, 2014

sinus, troubles cardio-vasculaires et atteintes

rénales.
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I1. Les bactéries lactiques
I1.1. Principales caractéristiques des bactéries lactiques

Les bacteéries lactiques (BL) représentent un groupe de bactéries qui sont fonctionnellement liées par
leur capacité a produire de l'acide lactique lors d’un métabolisme homo ou hétéro-fermentaire
(Klaenhammer et al, 2002). Elles sont immobiles et ne sporulent pas, et ont également un
métabolisme aérobie facultatif et ne produisent pas de catalase. Les bactéries lactiques ont en
commun la capacité de fermenter les sucres en acide lactique (Labioui et al, 2005). Certaines sont
dites homo-fermentaires car elles produisent trés majoritairement de 1’acide lactique alors que
d’autres sont dites hétéro-fermentaires et produisent de 1’acide lactique en méme temps que d’autres
composés (acétate et éthanol) en général (Klaenhammer et al, 2002; Abbaszadeh et al, 2015). Les
bactéries lactiques sont ubiquistes et on les trouve dans différentes niches écologiques comme le lait
et les produits laitiers, les végétaux, la viande, le poisson, les muqueuses humaines et animales et

dans le tractus digestif (Jasna et al, 2012).

11.2. Les différents genres de bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des bactéries a Gram-positif qui regroupent 12 genres bactériens (Figure
1), dont les plus étudiés sont (Holzapfel et al, 2001): Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,

Tetragenococcus, Leuconostoc et Weissella.

COenococcus

Streptococcus

Lactococcus
Enfterccocciuns,
Nelissococc s,
Tetragenoooccds

Vargooooous
Cerenobo cteritnm
Lerctos haera
Aerocoocc s

Leuconostoc

g Weissella
¥ e

ctob acillus

Alloicococcus
Daolosigranulum

Propiconibacterium

Bifidob acterium

Figure 1. Schéma montrant I’arbre phylogénique des bactéries lactiques basé sur la comparaison du géne de

I’ARN 16 S (Holzapfel et al, 2001)
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11.3. Les bactéries lactiques comme probiotiques

Les bactéries lactiques (BL) sont des microorganismes essentiels qui constituent la flore buccale,
intestinale et vaginale. Ce sont des bactéries utiles a ’Homme lui permettant de fabriquer et de
conserver un grand nombre de ses aliments, par la production de composés antimicrobiens tels que
les acides organiques, le diacétyle, le peroxyde d'hydrogene et de bactériocines pendant la
fermentation (Sharma et Srivastava, 2014). Les bactériocines sont les antimicrobiens les plus
prometteurs car ils peuvent étre utilisés non seulement comme agents de conservation des aliments

naturels, mais également comme agents thérapeutiques (Abbaszadeh et al, 2015).

Les BL probiotiques, sont des micro-organismes vivants susceptibles de produire des effets
bénéfiques chez 1’hote (Madsen, 2001), par exemple la gestion de l'intolérance au lactose, la
diminution du taux de cholestérol, I'amélioration de la fonction immunitaire, la prévention du
cancer du célon, et I’inhibition de 1’adhésion de certains agents pathogénes. Les probiotiques tels
que Lactobacillus et Bifidobacterium peuvent lier le cholestérol sur leur surface cellulaire, ce qui
permet sa décharge fécale efficace a I'extérieur du corps (Kinoshita et al, 2013; Drouault et
Corthier, 2001).

11.3.1. Criteres de sélection des BL comme probiotique

La majorité des micro-organismes utilisés comme probiotiques appartiennent aux BL et aux
bifidobactéries. Les BL sont généralement sélectionnées pour leurs propriétés technologiques: une
bonne croissance et une participation au développement de flaveur au cours de la fermentation du
lait ou encore une résistance aux bactériophages en plus des effets bénéfiques sur la santé de 1’hote
(Kinoshita et al, 2013).

Selon Drouault et Corthier, 2001, un déterminant essentiel dans la sélection d’un micro-organisme
potentiel probiotique est sa capacité d’atteindre, de survivre voire de persister dans 1’environnement
dans lequel il doit agir. C’est pourquoi de nombreuses études visent a sélectionner les bactéries
lactiques comme probiotiques qui ont les critéres suivants : la sécurité, la viabilité, la résistance a
I'acide gastrique et les sels biliaires, d’adhérer in vitro aux cellules épithéliales et de produire
plusieurs substances antimicrobiennes et la capacité a coloniser le tractus gastro-intestinal (Nivoliez
et al, 2012; Abbaszadeh et al, 2015). Les probiotiques se caractérisent par leur tolérance aux
conditions de transit des voies gastro-intestinales humaines, leur capacité a stimuler la réponse
immunitaire et leur capacité d'influencer sur les activités métaboliques, telles que la production de

vitamines, du cholestérol et de l'activité d'assimilation du lactose (Zhai et al, 2015).
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11.3.2. Importance et avantages des BL probiotiques

Les BL, notamment des lactobacilles, occupent des niches importantes dans les voies gastro-
intestinales des humains et des animaux et sont considerés comme des agents qui offrent un certain
nombre d'avantages probiotiques pour la santé générale et le bien-étre (Pophaly et al, 2014). Ces
avantages comprennent une influence positive sur la microflore normale, I'exclusion compétitive
des agents pathogeénes, et la stimulation / modulation de I'immunité (Klaenhammer et al, 2002).
Les BL produisent une variété de composés antimicrobiens comme sous-produits métaboliques ou
comme mecanisme de défense naturel (Nivoliez et al, 2012). Plus récemment, les BL sont utilisées
dans la production de produits biologiques, y compris des biopolymeres et des produits chimiques
industriels (Leuconostoc spp.), des enzymes (Lactobacillus brevis), I'éthanol et l'acide lactique
(Lactobacillus casei, Ic. lactis, Lb. delbrueckii, Lb. brevis) (Sharma et Srivastava, 2014). Les BL
sont également de bons candidats pour le développement en tant que vecteurs par voie orale pour
les enzymes digestives et les antigénes des vaccins, en raison de leur tolérance a 1’acide ce qui leur
permet de survivre aux conditions gastriques, ce sont des éléments clés qui peuvent étre exploitées

pour fournir efficacement les produits biologiques a des sites ciblés (Klaenhammer et al, 2002).

11.3.3. Place des BL dans le microbiote intestinal

Les étres humains naissent axéniques, c'est-a-dire, dépourvus de germes. Dans les premieres heures
qui suivent la naissance, l'intestin, initialement stérile est rapidement colonisé par les bactéries de
I'environnement, principalement d'origine maternelle (Tableau 4), que I’on appelle « Microbiote
intestinale » (Gérard, 2011; Quévrain et Seksik, 2013; El Kaoutari et al, 2014).

Tableau 4. Composition et origine des probiotiques dans l'intestin humain (Bouhnik, 1993; El Kaoutari
et al, 2014)

Origine

Humaine Animale Végétale
Streptococcus thermophulus A
Lactobacillus bulgaricus +
Lactobacillus acidophilus + +
Lactobacillus casei (GG) +
Bifidobacterium longum +
Bifidobacterium breve +
Bifidobacterium animalis +
Streptococcus faecium +
Saccharomyces boulardii +
Saccharomyces cervisiae +
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Cette flore intestinale endogéne exerce de nombreuses fonctions physiologiques, telles que les
réactions métaboliques (fermentation...) et un effet de barriére s'opposant a la colonisation par des

microorganismes pathogénes (Quévrain, 2014).

Selon Rabot, 2015, la flore microbienne s‘organise sous forme de populations, en état d'équilibre, le
long du tube digestif et se divise en trois groupes :

a) La flore dominante composée de Bifidobacterium et Bacteroides.

b) La flore sous-dominante composée en particulier de Lactobacillus.

C) La flore contaminante, potentiellement pathogene mais théoriqguement absente.

La flore intestinale ainsi constituée va rester relativement stable tout au long de la vie de l'individu
(Gérard, 2011). Cette stabilité est assurée par plusieurs facteurs physico-chimiques et par les
bactéries indigénes de la flore colique qui exercent vis-a-vis des micro-organismes exogenes un
effet de barriére permissif ou drastique aboutissant a leur élimination (ElI Kaoutari et al, 2014). Ces
mécanismes semblent extrémement puissants et spécifiques et la possibilité d'implanter une bactérie
exogene non pathogéne dans la flore dominante de 'Homme n'a pas été démontrée de fagon
convaincante. Les mécanismes responsables de la survenue de l'effet de barriere sont les

interactions et la densité bactériennes coliques qui jouent un r6le important (Bouhnik, 1993).

La composition de la microflore intestinale varie en fonction de I’espéce animale et de son
alimentation (Gérard, 2011). La flore normale est définie par la présence constante de certaines
especes dans I’intestin. Chez un individu donné, il existe également des variations quantitatives
(abondances relatives de ces espéces dans 1’écosystéme) et qualitatives (nature des especes
bactériennes de 1I’écosystéme) en fonction de la région intestinale (Rabot, 2015).

Si Pon exclut la bouche, directement en contact avec le milieu extérieur, les populations
bactériennes présentes dans la lumiere du tube digestif augmentent progressivement de 1’estomac

jusqu’aux selles (Figure 2).
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Figure 2. Composition de la microflore intestinale humaine (Holzapfel et al, 1998)
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I11. Interactions bactéries lactiques-métaux lourds
I11.1. Introduction

Les interactions microbiennes avec les métaux lourds et leurs applications en désintoxication /
biorestauration ont été exhaustivement étudiées, puisque ces micro-organismes ont la capacité de
supprimer, d'immobiliser ou de détoxifier les métaux a travers divers mécanismes (Lyon et VVogel,
2013; Wasi et al, 2013). La détoxification des métaux par les microbes a été attribuée a un certain
nombre de réactions qui comprennent la réduction, I'oxydation, la complexation et la méthylation
(Pandey et al, 2013; Wasi et al, 2013). Plusieurs études ont montré que les micro-organismes en
contact avec les métaux lourds sont capables de développer des mécanismes spécifiques de
résistance et de détoxification comme une réponse a la toxicité de ces métaux nocifs (Tiwary et
Dubey, 2016). Ces mécanismes de résistance peuvent étre intracellulaires ou extracellulaires et
peuvent étre spécifiques a un métal particulier ou un mécanisme général, fonctionnant pour une
variété de métaux (Gadd, 2010; Wasi et al, 2013).

Les travaux de recherche rapportent plusieurs études sur l'interaction des métaux lourds avec les
surfaces bactériennes, mais seulement quelques travaux considérent ces interactions au niveau
moléculaire, Beveridge, 1989, a concentré ses études sur la morphologie microbienne et
I'incorporation des métaux lourds (I'incorporation est basée sur la composition en polysaccharide de
chaque organisme particulier); il a conclu que l'interaction entre les métaux lourds et les structures
biologiques des surfaces bactériennes est inévitable. Cette dernieére se produit par des réactions
chimiques telles que la complexation et I'échange d'ions avec des composes de structure présents

sur la surface des microbes et d'autres organismes (Da Costa et Duta, 2001; Bestawy et al, 2013).

Deux mécanismes de base qui représentent les interactions essentielles des bactéries lactiques avec
les métaux lourds: la biosorption ¢’est un processus passif car il n’est pas associé au métabolisme,
le métal est adsorbé sur la paroi cellulaire des bactéries. La bioaccumulation c’est un processus actif
associé au métabolisme dont lequel le métal sous sa forme oxydée (M™) traverse la membrane
cellulaire par les phénoménes de diffusion soit a I’aide des protéines de transport (TP) a travers des
canaux ioniques et s’accumule a l'intérieur de la cellule (Figure 3) (Vieira et al, 2000; Jasna et al,
2012).
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Figure 3. Interaction entre les métaux lourds et les surfaces bactériennes (Jasna et al, 2012)

Les bactéries a Gram positif, notamment les BL sont caractérisées par la présence des acides
teichoiques associés a la paroi cellulaire, dont les groupes phosphate, les groupes carboxyle et les
groupes phénols sont les éléments clés pour l'adsorption de métaux lourds (Da Costa et Duta,
2001; Bestawy et al, 2013).

Les micro-organismes ont développé plusieurs mécanismes qui répondent aux effets toxiques des
métaux lourds, I’'un des mécanismes les plus communs est la stimulation des protéines de liaison
métalliques, suivant I’adsorption des métaux sur les cellules. Une classe bien étudiée des protéines
de liaison du métal est appelé métallothionéines (MTS) ce sont des protéines de faible poids
moléculaire riches en cysteine. La propriété essentielle de cette classe de protéines est leur
inductibilité en réponse aux métaux (Zaharah et al, 2001). On peut observer une transformation
des métaux par des processus d’oxydation/réduction ou d’alkylation. Par exemple, plusieurs
microbes ont été choisis pour catalyser ces réactions conduisant a des changements dans la mobilité
des métaux dans le sol. La production de substances chélatrices des métaux telles que les composés
organiques (org) ou des sulfides (S) a été également observée. Ces modifications sont effectuées
lors une interaction des métaux avec le microorganisme soit par le phénomene d’adsorption passive
ou par transport actif a I’intérieur de la cellule (Haferburg et Kothe, 2007). Les principaux types

d'interactions sont résumés dans la figure 4.
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Figure 4. Mécanismes d’interaction micro-organismes-métaux lourds (Ledin, 2000)

111.2. ROle des BL dans la détoxification des métaux lourds

Parmi les différents micro-organismes de décontamination potentiels des métaux lourds, le groupe
des BL a été considéré comme le groupe d’agents biologiques naturels le plus prometteur, ce
groupe a recu beaucoup d'attention ces dernieres années (Chang et al, 2012; Abbaszadeh et al,
2015). Au cours des dernieres années, plusieurs études ont montré que certaines BL
« probiotiques » ont des propriétés anti oxydantes qui peuvent étre plus efficaces contre les métaux
lourds induisant un stress oxydatif chez I'Homme. Il y a aussi des preuves considérables que les BL,
telles que, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium breve et
Bifidobacterium lactis, peuvent se lier et éliminer les métaux lourds in vitro (Zhai et al, 2015).
Cette propriété résulte de la présence des polymeéres d'acide téichoique au niveau de la paroi des
bactéries a Gram-positif et qui conferent une forte charge négative sur la surface de la paroi
cellulaire en raison de leur teneur élevée en groupes de phosphate ionisées. De plus, I’interaction
entre les BL et les métaux dépend de la formation de complexe de chélation entre la surface
cellulaire des bactéries a Gram-positifs et des ions meétalliques. Par conséquent, il est raisonnable
que la quantité de métal accumulé par ces bactéries soit plus élevée (Tsuruta, 2006).

Les BL ont gagné une attention particuliere en raison de leur capacité a produire des
exopolysaccharides (EPS), qui sont des polysaccharides extracellulaires ayant une grande diversité
de structures et des propriétés fonctionnelles, principalement impliquées dans l'adhésion et la

protection cellulaire, les EPS sont largement utilisés comme, bio- adsorbants, et comme agents
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d'élimination des métaux lourds et d'autres polluants (Surayot et al, 2014). Aussi bien qu’ils
servent comme une barriere protectrice pour les cellules contre I’environnement externe et jouent
un role essentiel dans la séquestration et la biosorption des ions métalliques (Bestawy et al, 2013).

En 2004, Urbain et Kuthan ont envisagé I'application des probiotiques dans la désintoxication des
xenobiotiques dans les aliments (Jasna et al, 2012). Ils ont également supposé que les micro-
organismes probiotiques pourraient jouer un rdle dans la diminution des taux de métaux lourds
consommeés par I’Homme directement dans le lumen intestinal. De plus, plusieurs études ont indiqué la
possibilité d'application des BL dans la désintoxication et la bioaccumulation des ions métalliques dans
les produits alimentaires et les produits pharmaceutiques, comme illustré dans la figure 5 (Jasna et al,
2012).

Bactéries lactiques

Biosorption/ bioaccumulation/ biotransformation

Métaux lourds /\ Eléments Trace

. ) 7
Elimination des métaux Industrie Aliments et produits alimentaires
| dansT’eaunotable ] ) ) riches en minéraux (produits
> < alimentaire . o .
Elimination des métaux laitiers fermenteés, vin, pain)
dans I’aliment ) L

7

Elimination des métaux . . ) i i i
o —>| Industrie pharmaceutique La biomasse microbienne
in situ ‘ enrichie avec les minéraux

Figure 5. Application des BL dans les processus d’¢limination des ions métalliques dans I’industrie

pharmaceutique et alimentaire (Jasna et al, 2012)
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111.3. Les conditions d’efficacité des BL dans la désintoxication des métaux lourds

La capacité des BL a se lier au métal est un processus complexe qui dépend des caractéristiques des
ions métalliques, des propriétés physiologiques des BL et des conditions physico- chimiques de
I'environnement (pH, température, concentration des ions du meétal) (Jasna et al, 2012). La
consommation des BL d’une fagon quotidienne pourrait étre une stratégie alimentaire de protection
pour les populations exposées aux métaux lourds. Le choix d’une souche probiotique
potentiellement active contre la toxicité des métaux lourds, lui impose de présenter les propriétés
suivantes :

D’une part, les souches de BL doivent avoir une bonne capacité de liaison au métal, ce qui leur
permet d’accumuler le métal avant I'absorption intestinale de ce dernier par I'hdte et augmenter son
excrétion parce que les souches seront excrétées via la matiére fécale. D’autre part, comme le métal
communiquera directement avec les souches dans le tractus gastro- intestinal (TGI) apres exposition
par voie orale, les bactéries doivent avoir une tolérance au métal pour y rester actives. En troisieme
lieu, la souche doit posséder une bonne capacité anti-oxydante pour fournir un effet protecteur
contre le stress oxydatif induit par le métal dans le corps humain. De plus, pour éviter la perte de
leur viabilité dans le TGI les probiotiques doivent étre sélectionnés pour leur tolérance aux

conditions des voies gastro-intestinales humaines simulées (Zhai et al, 2015).

I111.4. R6le des BL dans la détoxification du chrome

111.4.1. Généralités sur le chrome

Le chrome est un métal bleu- blanc qui est solide et fragile (Priya et al, 2013). L'élément appartient
au groupe des métaux de la transition avec un nombre atomique de 24 et une masse atomique de
51.996 amu (Bradl, 2005). Il est naturellement present dans I'environnement et notamment répandu
dans les rochers, les animaux, les plantes et le sol, c’est le septieme élément le plus abondant dans
la crote terrestre, a des concentrations qui varient de 100 a 300 pg.g* (Losi et Frenkenberger,
1994; Cervantes et al, 2001; Focardi et al, 2013). Il a une grande gamme d'usages dans 1’industrie
notamment, la préparation d'alliages, placage chromé, industrie de la teinture, industries de la
tannerie, pétrole raffiné, fabrication des pigments, conservation du bois et énergie nucléaire
(Mohanty et Patra, 2011; Focardi et al, 2013; Mukherjee et al, 2013). Le chromite (FeOCrO,),
minerai fondamental de chrome, est utilisé dans I’industrie métallurgique et dans I’industrie
chimique. Donc il est disséminé dans Il'environnement par un grand nombre d'opérations
industrielles (Priya et al, 2013). Le chrome existe dans neuf états de valence qui varient de -2 a +6

dans I’environnement (Qian et al, 2013).
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Parmi les différents états d'oxydation du chrome, les formes les plus stables et communes sont les
trivalents Cr(l11), qui ne sont pas toxiques et relativement insolubles dans les systemes aqueux
(Mukherjee et al, 2013), c'est un élément nutritif essentiel pour les étres humains (Thacker et al,
2007). Le chrome se produit principalement sous forme de Cr(VI), chromate divalent de I'oxyanion
ou sous forme de Cr(l11), le cation trivalent (Sundar et al, 2010; Nies, 1999). Le trivalent Cr(lll) se
trouve dans la forme des oxydes, les hydroxydes ou les sulfates, alors que le 1’hexavalent Cr(VI) se
trouve associé habituellement avec l'oxygene comme dans les chromates (CrOzks) ou les
dichromate (Cr,O2k7). Le chrome sous sa forme chimique hexavalente Cr®* est caractérisé par une
plus grande solubilité, mobilité et persistante et il est toxique plus de 300 fois, que le trivalent Cr*
et toutes les formes de chrome (Rehman et al, 2006 ; Xu et al, 2014).

111.4.2. Effet du chrome sur la santé humaine

L’utilisation excessive et I’¢limination inappropriée des effluents chargés par le chrome ont mené a
une contamination des eaux de surface, des eaux souterraines, du sol, et des sédiments par le Cr(V1)
ce qui pose des risques aigués et/ou chroniques sur la santé des animaux et des étres humains (Polti
et al, 2011; Mukherjee et al, 2013). Les eaux potables qui contiennent plus de 0.05 mg/l Cr(VI)
sont considérées comme toxiques (Bhattacharya et Gupta, 2013).

L’exposition des étres humains au Cr(VI1) peut induire des allergies, diarhées, irritations nasales,
eczéma, ulcérations, irritations de la peau, perforations de tympan, désordres de la voie respiratoire
et méme des carcinomes du poumon (Kushwaha et al, 2012). De plus, le Cr(V1) a la capacité de
s’accumuler dans le placenta, ce qui conduit & un développement feetal anormal (Rehman et al,
2006). Le Cr hexavalent est tératogene et mutagene, il a été inscrit comme un polluant cancérogéne
humain par I'Agence de la Protection De I'environnement Américaine (US-APE) (Qian et al, 2013).
La pollution de I'environnement par le Cr(VI) change la structure des communautés microbiennes
du sol, en réduisant la croissance microbienne et les activités enzymatiques apparentées, avec une
persistance de la matiére organique dans les sols et une accumulation du Cr(VI) (Bradl, 2005;
Thatoi et al, 2014). L'action toxique du Cr(V1) est di a sa capacité de pénétrer facilement dans les
membranes cellulaires, il est a I’origine d’atteintes sur ces membranes par le stress oxydatif, avec
des effets tels que la perte d'intégrité de la membrane ou I’inhibition de la chaine de transport des
électrons. De plus, le Cr(VI1) pénetre dans les cellules via le systéme de transport du sulfate de la
membrane cellulaire des organismes qui sont capables d'utiliser le sulfate (Focardi et al, 2013).

Une fois le Cr(VI) dans les cellules, des reactions spontanées se produisent avec les réductases

intracellulaires comme 1’ascorbate (AsA) et la glutathione (GSH), en produisant I’intermédiaire
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éphémere : le Cr (V) et/ou Cr (IV), des radicaux libres et le produit final qui est le Cr(I1l) comme
illustré dans la figure 6 (Focardi et al, 2013; Gren et al, 2013).

CrV1iO, 2-

Figure 06. La réduction de I’anion chromate par les réductases ascorbate (AsA) et glutathione
(GSH) en intermédiaires éphémeres Cr(V) et/ou Cr(IV), radicaux libres et le produit final est le
Cr(111) dans les cellules (Sarkar, 2002)

111.4.3. Interactions microbienne avec le Cr (V1)

En dépit de la toxicité du Cr(VI), quelques micro-organismes peuvent interagir avec ce métal lourd,
en montrant une capacité de le réduire et de transformer le Cr(\V1) en Cr(lll), sous des conditions
différentes (Losi et Frankenberger, 1994; Mahjoub et al, 2009). Des études ont rapporté plusieurs
types de bactéries capables de réduire le Cr (VI), notamment Escherichia coli, Pseudomonas putida,
Desulfovibrio sp., Bacillus sp., Shewanella sp., Arthrobacter sp., Streptomyces sp. et
Microbacterium sp. L'operon du chrBCAF (éléments transposables comportant le gene ChrA et
géne ChrB) confére aux bactéries une résistance au Cr(VI) elles synthétisent une protéine
régulatrice sensible au chrome (chromate-sensible) (Nies, 1999).

Plusieurs mécanismes bactériens de résistance aux ions chromate ont été rapportés, parmi ces
mécanismes les mieux caractérisés comprennent la réduction du Cr®* hexavalent au Cr3* trivalent et
I’efflux des ions chromate du cytoplasme cellulaire (Alvarez et al, 1999; Nies, 1999; Focardi et
al, 2013). L'efflux des chromates par le transporteur ChrA (Géne de résistance au chrome) a été
également défini, en effet, le ChrA fonctionne comme une pompe chimiosmotique du chrome a

partir du cytoplasme par une force proton-motrice (Pinaki et al, 2013).
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D’autres mécanismes de résistance bactérienne au chrome ont été suggérés, ces mécanismes sont en
rapport avec I'expression des composants des systémes de réparation de I’ADN et aussi, en rapport
avec les mécanismes d’homéostasie du fer et du soufre (Focardi et al, 2013).

Plusieurs chercheurs ont rapporté 1’élimination du Cr(VI1), de I’eau ou du sol par des micro-
organismes de I’environnement. Les travaux mettant le point sur le role que peuvent jouer les BL
notamment les Lactobacilles dans la désintoxication du chrome hexavalent dans le tube digestif ou
dans les aliments sont trés rares voire inexistantes et c’est sur ce point que notre travail se focalise

essentiellement.
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L’intégralité de ce travail a été réalisée au niveau du laboratoire de Toxicologie Moléculaire, et du
laboratoire de microbiologie de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de I'Université de
Jijel, sur une période de 12 mois.

Notre travail avait pour objectifs de recouvrir les points suivants :

01. Purification et repiquage des bactéries lactiques d’origine locale

02. Screening des bactéries lactiques ayant la capacité de croitre en présence des métaux lourds

03. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

04. Etude de la cinétique de la croissance des bactéries lactiques en présence des métaux lourds
(densité optique « DO »)

05. Bioaccumulation des métaux lourds par les bactéries lactiques.

06. Evaluation biologique des aptitudes probiotiques de la bactérie lactique in vitro.

I. Matériel

Au cours de cette étude, nous avons utilisé le matériel suivant :

I.1. Les souches bactériennes

1.1.1. Bactéries lactiques

Les souches de bactéries lactiques utilisées dans cette étude ont été aimablement fournies par Prof.
Tayeb Idoui (Laboratoire de Biotechnologie, Environnement et Santé, Université de Mohammed
Seddik Benyahia, Jijel).

Tableau 05. Les souches de bactéries lactiques utilisées

Souches Code Origines
Streptococcus salivarius ssp thermophilus | St.sa Lait
Lb. plantarum Gl Gésier du poulet
Lb. plantarum 15 Lait
Lb. curvatus Bj432 Beurre de Jijel
Lactobacillus sp T5 -
Lactobacillus sp 05 -
Lb. confusus Lb.con Selles humaines (APich
50+Logiciel)
Lactobacillus sp 45 -
Lactococus lactis ssp. cremoris CHT24 Lait de Chamelle
Lb. delbrcueckii spp lactis Lb. del Selles de nourrissons
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1.1.2. Bactéries de référence

Les souches de référence utilisées dans cette étude ont été aimablement fournies par M™Hamida
Bouridane (Laboratoire de Toxicologie Moléculaire, Faculté de Sciences, Université Mahammed
Seddik Benyabhia, Jijel).

Tableau 06. Les souches de référence utilisées

Souches Code
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853
Klebsiella pneumoniae ATCC700603
Escherichia coli ATCC25922

1.2. Milieux de culture

Les milieux de culture suivants ont été utilisés:

e Gélose MRS et bouillon MRS (Man Rogosa Sharpe): pour la culture des bactéries lactiques ;
(Institut Pasteur, Alger).

e Gélose nutritive (GN) et bouillon nutritif (BN) : pour la culture des bactéries pathogene ;

(Institut Pasteur, Alger).

1.3. Produits chimiques :
e Nitrate de plomb (PbNO3). été utilise comme source de Pb (I1)
e Dichromate de potassium (K2Cr207) été utilise comme source de Cr (V1)
e Nitrate de fer Fe(NOz)3 été utilisé comme source de Fe (I11)
e Le chlorure de mercure HgCl. été utilisé comme source de Hg (I1)

1. Méthodes

11.1. Revification des souches
La revification des souches est une étape essentielle avant chaque test. Les souches utilisées dans ce
travail sont ensemencées, dans des conditions d’asepsie, dans 5 ml de bouillon MRS, ensuite elles

sont incubées a 37 °C pendant 18 h.

Mémoire de magister : 2016 / 2017 25



Matériel et Méthodes

11.2. Préparation des solutions méres de métaux lourds
Pour obtenir des concentrations différentes de sels des métaux, des solutions meres (1000 mg/L) Hg
(10, Pb (I1), Fe (I11) et Cr (VI), ont été préparées en dissolvant des pesées appropriées de (HgCly),
(Pb(NO3)2, (Fe(NOa3)3), et (K2Cr207), respectivement, dans l'eau distillée puis stérilisées par
autoclave (Bhakta et al, 2012).
SM1: Plomb 1000 mg/L
Masse molaire du (PbNO3). = 538.4 g/mol
Masse molaire du (Pb) = 207.2g/mol
m = 1000* 538.4 / (207.2)*2=1.3 g
Pour préparer la solution méere a 1000 mg/l, donc 1.3 g de nitrate de plomb sont dissous dans 1L
d’eau distillée (Kinoshita et al, 2013).
SM2 : Fer 1000 mg/L
Masse molaire du (Fe(NO3)s) = 241.84 g/mol
Masse molaire du (Fe) = 55.84 g/mol
m = 1000 * 241.86/55.84 = 4.3g
Pour préparer la solution mére a 1000 mg/l, donc 4.3g de nitrate de Fer sont dissous dans 1L d’eau
distillée (Guo et al, 2010).
SM3: Chrome 1000 mg/L
Masse molaire du (K2Cr2.07) = 294.16 g/mol
Masse molaire du (Cr) =51.99 g/mol
m = 1000 * 294.16/(51.99)*2 = 2.83 g
Pour préparer la solution mére a 1000 mg/l, 2.83g de dichromate de potassium sont dissous dans 1L
d’eau distillée (Guo et al, 2010).
SM4:Mercure1000 mg/L
Masse molaire du (HgCl2) = 271.496 g/mol
Masse molaire du (Hg) = 200.59 g/mol
m = 1000 * 271.496/200.59 = 1.35¢
Pour préparer la solution mere a 1000 mg/l, 1.35¢g de chlorure de mercure sont dissous dans 1L d’eau
distillée (Guo et al, 2010).

11.3. Purification et repiquage des bactéries lactiques d’origine locale

A partir des cultures conservées au congélateur (0°C), une inoculation sur bouillon MRS a été
réalisée, ensuite 10 boites de gélose MRS sont ensemencées par stries a partir des 10 tubes de
bouillon MRS incubées a 37°C pendant 24 h. Aprés vérification de la pureté, on conserve les souches

sur gélose MRS inclinée a 4 °C et dans du glycérol a 0 °C. La culture est renouvelée chaque mois.
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11.4. Réalisation d’une courbe d’étalonnage pour la quantification des cellules par spectro-

photométrie

Les souches bactériennes utilisees ont été activées sur bouillon MRS, incubées a 37C° pendant 18 h.
Ensuite les cellules ont été recueillies par centrifugation et lavées trois fois avec 1’eau physiologique
stérile. Apres avoir effectué une série de dilutions décimales dans 1’eau physiologique, la
concentration cellulaire est déterminée par mesure de la densité optique (DO) a 600 nm avec un
spectrophotometre UV-visible, ensuite 100 pl de la suspension sont étalés sur gélose MRS et
incubées 48 h a 37 °C.
Les colonies bactériennes ont été dénombrées, et exprimés en UFC/ml. La courbe d’étalonnage est
tracée en portant la DO a 600 nm en fonction du nombre d’UFC/ml (Annexe 8). Nous pouvons
déduire la concentration bactérienne initiale en unités formant colonies (UFC) par millilitre, selon la
formule qui suit (Madigan et Martinko, 2007):

UFC/ml =n x (1/d) x (1/v)
n : nombre de colonies
d : dilution
v : volume
11.4.1. Calcul du taux de croissance bactérienne
Le taux de croissance bactérienne u (u/h) est calculé en utilisant I’équation suivante (Wei et al, 2009)

U= 1 x (DOt-—DOg
DOo (Tt-To)
DOt : densité optique a un temps t

DOy : densité optique au temps initial
Tt: temps aprés incubation
To: temps initial

I1.5. Screening des bactéries lactiques ayant la capacité de croitre en présence des métaux
lourds

Le test de screening permet de sélectionner les souches les plus efficaces ayant la capacité la plus
importante de croitre sur le bouillon MRS contenant différents métaux : chrome hexavalent, plomb,
mercure, fer. Les 10 souches bactériennes ont été inoculées dans des erlenmeyers de 250 ml stériles, (
a titre de 2% (v/v) de I’inoculum dans 100 ml de bouillon MRS), qui contiennent 10 mg/L de Hg (lI),
Pb (I1), Fe(lll) et Cr (VI). Parallelement, un témoin ne contenant que du bouillon MRS et la culture,
a aussi été preparé pour chaque souche bactérienne (Guo et al, 2010; Kinoshita et al, 2013).
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Puis, les erlenmeyers ont été incubés a 37 °C sous agitation a 150 rpm, les echantillons ont été pris a
intervalles de temps prédéfinis (To, T2s, T4g) pour la mesure de la densité optique (DO) a 600 nm a
I’aide d’un spectrophotomeétre UV- visible (Guo et al, 2010).

11.6. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) des souches bactériennes sélectionnéees (05, 45, CHT 24,
St.sa) pour le mercure (Hg) a été étudiée avec différentes concentrations en métal, variant de 10
jusqu’a 100 mg/l. Dans des erlenmeyers de 250 ml, sont ajouté 100 ml de bouillon MRS stérile
contenant des concentrations différentes d’Hg. Tous les flacons étaient aseptiqguement inoculés avec
2% (v/v) par les souches, suivie par une incubation a 37 °C sous agitation a 150 rpm.

La DOsoonm était mesurée avant incubation Tg et aprés incubation a To4. Ce test permet de déterminer
la plus faible concentration du métal donnant lieu & une inhibition totale de la croissance bactérienne

et la sélection de la souche la plus résistante au mercure (Guo et al, 2010).

Pour mesurer la concentration minimale inhibitrice des autres métaux pour la souche (St.sa), nous
avons utilisé la méthode de dilution sur tube qui consiste a faire une série de dilutions croissantes de
la solution mere du métal (plomb, chrome hexavalent et fer) selon le protocole suivant :

Premierement, la souche bactérienne a été cultivée dans du bouillon MRS pendant 18 h & 37 °C.
Apres incubation, 200 pl de I’inoculum de St.sa ont été transférés dans chaque tube contenant des
concentrations croissantes en Pb, Fe et Cr(VI) (de 10 a 500 mg/l) obtenues par dilution des solutions
meéres (SM1, SM2 et SM3) ayant une concentration de 1000 mg/l, avec un volume final de 10 ml du
bouillon MRS pour chaque tube (Hassen et al, 1998). D’autre part, une deuxiéme série de tubes
représentant un blanc pour chaque concentration est aussi préparée. Les densités optiques sont
mesurées a 600 nm aprés une période d’incubation de 24 h 37 °C. La concentration minimale en

métal qui inhibe completement la croissance bactérienne a été prise comme CMI.

I1.7. Etude de la cinétigue de croissance de la BL sélectionnée (St.sa) en présence du chrome
L'influence des métaux lourds sur la croissance de la souche « St.sa » la plus résistante au mercure et
au chrome hexavalent, a été analysée dans des erlenmeyers de 250 ml stériles, la souche bactérienne
(St.sa) préalablement activée a éte inoculée a titre de 2% (v/v) dans 50 ml de bouillon MRS en
présence d’une concentration croissantes (de 50 a 500 mg/l) en Cr (V1) (Kinoshita et al, 2013).
Parallélement, le bouillon MRS qui ne contient pas le métal lourd a été utilise comme contréle. Apres
une incubation a 37°C sous agitation, la DO a 600 nm a eté mesurée pour chaque erlenmeyer toutes
les 2h (Kinoshita et al, 2013).
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11.8. Etude des interactions du chrome avec la souche (St.sa)
Afin de suivre la variation de la concentration du chrome dans le temps, quatre essais sont réalisées et
les tests ont été répétés deux fois (Shakouri et al, 2000):

= Le 1®"essai: Dans un erlenmeyer de 250 ml stérile, nous préparons un volume final de 100 ml
constitué de bouillon MRS, d’une concentration de 50 mg/L en Cr (VI), et ensemencé par 2 %
de la culture bactérienne fraiches.

= Le 2®™ essai: Les mémes étapes du 1° essai sont répétées, le milieu est neanmoins dépourvu
de Cr (VI), et cela pour estimer la quantité de Cr intracellulaire initiale pour évaluer la
bioaccumulation du Cr, en comparaison avec le 1 essai.

» Le 3*™ essai: Les mémes étapes du 1°" essai sont suivies, cette fois-ci, le milieu est dépourvu
de la culture bactérienne, pour évaluer I’impact des facteurs abiotiques sur le devenir du
chrome.

» Le 4°™ essai: Le milieu contient la biomasse bactérienne autoclavée et avec le chrome
hexavalent, cet essai est réalisé pour évaluer la quantité du chrome adsorbé a la surface
cellulaire. Les erlenmeyers recouverts par le coton et du papier aluminium, sont ensuite
incubés a 37 °C sous agitation pendant une durée de 72 h.

Pour suivre 1’évolution de la concentration du chrome dans le temps, des échantillons de 10 ml sont
prélevés plusieurs fois en To, T2, Tag €t T72 dans des conditions d’asepsie. Les échantillons sont
centrifugés pendant 20 min a 6000 rpm pour obtenir un surnageant exempt de cellules microbiennes
(Bhattacharya et Gupta, 2013). Parallélement, d’autres prélévements sont effectués toutes les 24 h
pour suivre la cinétique de croissance de la souche St.sa, de la méme maniére que précedemment et

tout au long du test.

11.8.1.Méthode colorimétrique de dosage du chrome

La mesure de la concentration de Cr (VI) dans chaque étape a été effectuée selon la méthode
colorimétrique standard de (Greenberg et al, 1985). Le Cr (VI) de I’échantillon a analyser réagit
avec un agent complexant, le 1,5- diphenycarbazide en milieu acide. Ainsi, aprés 10 a 15 minutes, le
complexe formé donne la couleur rose violacé dont I’intensité est proportionnelle a la concentration

en chrome hexavalent et est mesuree par spectrophotométrie a 540 nm (Park et al, 2000).

a- Préparation de la solution acide de diphénylcarbazide (DPC)
On dissout 0,2 g de 1,5- diphénylcarbazide chimiquement pure dans un volume de 100 ml d’alcool
éthylique a 95°. Ensuite, 400 ml de la solution d’acide sulfurique de concentration 176 g/L (100 ml
d’acide sulfurique dans 1 L d’eau distillée) sont ajoutés. Cette solution se conserve dans un flacon

teinté au réfrigérateur, et reste stable pendant un mois environ (Rodier et al, 2009).
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b-Etablissement de la courbe d’étalonnage du chrome
Une solution fille étalon de chrome & 5 mg/l est obtenue par dilution de 5 ml de la solution mére de
chrome dans 1 L d’eau distillée. Puis, a partir de cette solution fille, nous avons préparé des dilutions
avec un volume final de 50 ml couvrant la gamme de concentrations suivante : 0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 et
0,5 mg/l (Marzouk Trifi, 2012).

c- Mode opératoire
Dans une fiole jaugée, nous avons introduit 50 ml de I’échantillon et 3 ml de la solution acide de
diphenylcarbazide. Apres avoir bien homogénéisé, nous avons laissé le mélange au repos pendant 10
minutes pour permettre un développement complet de la coloration rouge-violet.
Un blanc dans les mémes conditions avec 50 ml de bouillon MRS a été préparé. Ensuite, nous avons
effectué les lectures au spectrophotométre a une longueur d’onde de 540 nm (Priya et al, 2013). A
partir des valeurs de DO mesurées a 540 nm pour les solutions étalons, nous avons tracé la courbe
d’¢étalonnage du chrome (Annexe 10), et les concentrations du Cr (V1) des échantillons sont tirées et
calculées a partir de cette courbe étalon selon la relation de (CEAEQ, 2008) :

Ci=Co xF

Ct: concentration final en Cr (VI) de I’échantillon
Co :concentration en Cr (VI) tirée a partir de la courbe d’étalonnage

F : facteur de dilution

11.8.2. Le taux de réduction du chrome

Le taux de réduction du chrome R% est calculé en utilisant la formule suivante (Priya et al, 2013):
R% = [(Co—Ct) / Co] X100

Co : concentration initiale du Cr (V1)

Ct : concentration du Cr (V1) en temps t

t : temps d’incubation.

11.8.3. Lyse des cellules bactériennes

Aprés 72h d’incubation, deux ultimes échantillons (5 ml) a partir des essais 1 et 2 (11-8) sont prelevés
dans deux tubes a hémolyse, les deux échantillons sont centrifugés pendant 10 min a 6000 rpm.
Aprés élimination du surnageant, le 1% tube servira pour la mesure du poids sec de la biomasse,
tandis que le 2°™ tube servira pour la lyse cellulaire. Le culot ainsi récolté est lavé trois fois avec
I’eau déionisée et la lyse cellulaire est induite par 1’addition de 5 ml d’acide nitrique & 1% pendant
24h a4 °C.
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Par la suite, le lysat bactérien est centrifugé pendant 10 mn a 6000 rpm, et le surnageant obtenu apres
centrifugation, a été filtré par des filtres millipores 0.22um, il servira pour I’évaluation de la

concentration intracellulaire du Cr accumulé (Nithya et al, 2011; Deng et Wang, 2012).

La quantité de chrome accumulé est calculée et exprimée en : mg Cr/g du poids sec de la biomasse
(Srinath et al, 2002).

11.8.4. Détermination du poids sec de la biomasse

Le poids sec de la biomasse est déterminé en déduisant le poids du tube contenant le culot apres
séchage dans 1’étuve a 80 °C (2,9953+ 0.0028g) du poids du tube vide pesé au préalable (2,9639 g), il
ressort que le poids sec de la biomasse est de 0.0314 + 0.0028g /5 ml du volume initial de la
suspension cellulaire. Donc, le poids sec en mg de biomasse/unité de volume est de : 6.28+ 0.0028

mg/ml.

11.9. Evaluation biologique des aptitudes probiotiques in vitro

11.9.1. Tolérance aux acides

La tolérance de la souche a l'acidité a été réalisée selon la méthode de De Valdez et Taranto (2001)
et Lee et al (2016) avec une modification du protocole de comptage des cellules.

D’une part, le pH du bouillon MRS a été ajusté a pH 6.4, pH 2 et pH 3 par du HCI 5M, stérilisé par
filtration (0.22 pm) et conservé a température ambiante avant son utilisation. D’autre part, nous
avons préparé une culture jeune de la bactérie lactique (18 h d’incubation a 37°C) dans du bouillon
MRS (pH 6.4), les cellules sont récupérées par centrifugation a 5000 rpm pendant 10 mn, le culot
obtenu est lavé deux fois avec le tampon phosphate (PBS) 0.1 M, pH 7.0. Finalement, les cellules
sont suspendues au volume original avec le tampon phosphate par agitation.

Un inoculum de 2% de la suspension bactérienne a été ajouté aux bouillons MRS a pH 6.4, pH 2 et
pH 3 puis incubés a 37 °C sous agitation pendant 4 heures, des échantillons de la culture ont été
prélevés chaque deux heures (Ton, T2n, Tan) pour un dénombrement des cellules sous microscope
optique a I’aide d’une cellule de malassez. Ainsi le taux de survie a été estimé par la suite. Ce test a

été répété deux fois.
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11.9.2. Tolérance aux sels biliaires

Le test a été réalisé selon la technique décrite par De Valdez et Taranto (2001).

a- Préparation du bouillon MRSO (1 L)
Le bouillon MRSO c¢’est du bouillon MRS a pH 6.4, additionné de 0.5, 1, 1.5, et 3 g de sels biliaires
pour obtenir une concentration finale de 0.05%, 0.1%, 0.15%, et 0.3%, respectivement puis stérilisé

par autoclavage.

b- Protocole expérimental
A partir d’une culture jeune (18h d’incubation), les cellules sont récupérées de la culture par
centrifugation & 5000 rpm pendant 10 mn, le culot obtenu est lavé deux fois avec du tampon
phosphate (PBS) 0.1 M, pH 7.0.

Ensuite, les cellules sont suspendues au volume original avec le tampon phosphate. A partir de ce
volume, nous inoculons (0.5 %) de la suspension bactérienne dans les milieux MRS et MRSO qui est
ensuite incubés a 37 °C sous agitation, des échantillons de 1 ml ont été recueillis de la culture pour la
mesure de la densité optique a 560 nm (DOseo nm) chaque heure pendant 7 h. Ce test a été répété deux
fois.

Selon De Valdez et al, (2001), la tolérance aux sels biliaires est déterminée par comparaison des
deux cultures (sans stress et avec stress) en se basant sur le temps nécessaire pour chacune d'elles a
atteindre une méme valeur de la DOsgonm coOrrespondant a la croissance cellulaire (généralement, cette
valeur est trouvée dans la phase exponentielle précoce) dans le milieu MRS et les milieux MRSO; la
différence dans le temps (min) entre les milieux de culture est considérée comme le retardement
(décalage) de la croissance (D) ou :

D=T,-T1

D : retardement de la croissance

T : temps de croissance dans le milieu MRS sans bile.

T, : temps de croissance dans le milieu MRSO.

11.9.3. Pouvoir antagoniste de la souche sélectionnée

Il s’agit d’étudier ’activité inhibitrice de la bactérie lactique envers des souches de référence : E.coli,
Klebsiella, Staphylococcus aureus, et Pseudomonas. Pour mettre en évidence cette activité, nous
avons utilisé la méthode de diffusion par disque sur milieu gélosé décrite par Labioui (2005).

Les souches bactériennes de référence sont ensemencées dans le bouillon nutritif et incubées a 37 °C

pendant 4 h, pour optimiser leur croissance. Un ensemencement est réalisé par 1’ajout de 10 pul de la
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culture pathogene dans 20 ml de la gélose nutritive, le milieu est homogénéisé puis coulé dans des
boites de Pétri, et laissé refroidir. Une culture jeune de la bactérie lactique Streptococcus salivarius
ssp. Thermophilus (&gée de 18 h sur bouillon MRS) a été centrifugée a 6000 rpm pendant 15 mn, le
surnageant obtenu est filtré par des microfiltres (0.22 um). Apres sechage de la gélose, des disques en
papier Wattman stériles (de 5 mm de diamétre) étaient imbibés par 50 ul du surnageant filtré de la
souche jeune de la bactérie lactique a tester et déposés a la surface de la gélose déja ensemencée.
Puis, les boites sont incubées a 4 °C pendant 4 h pour permettre une bonne diffusion du surnageant.
Ensuite 1’incubation est faite a 37 °C pendant 24 h. L’activité antagoniste est révélée par 1’apparition

des zones d’inhibition autour des disques.
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Dans notre étude, nous avons choisi de travailler avec les sels de Pb(ll), Hg(Il), Fe(lll) et Cr(\V1),
considérés comme les polluants les plus toxiques de I'environnement. Le fer appartient aux métaux
de la transition qui devient toxique a la cellule quand sa concentration intracellulaire dépasse une
certaine limite, tandis que le plomb, le mercure et le chrome hexavalent sont considérés pour étre

toxiques méme a faible concentration.

1.1. Criblage des souches résistantes aux métaux

La croissance des cellules bactériennes était évaluée, en mesurant la densité optique (DO) de
chaque culture, a 600nm sur une durée de 48h a raison d’une mesure chaque 24h.

Les figures (7-16) représentent les résultats sous forme de courbes de variation de la de croissance
dans le temps des dix souches cultivées dans le bouillon MRS en absence et en présence du métal.
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Figure 7. Croissance de la souche Lactobacillussp  Figure 8. Croissance de la souche Streptococcus

(45) dans le bouillon MRS en présence del0 mg/I salivarius ssp thermophilus (St.sa) dans le bouillon

du métal incubé a 37 °C pendant 48h MRS en présence de10 mg/lI du métal incubé
a 37 °C pendant 48h
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Figure 9. Croissance de la souche Lactobacillus sp  Figure 10. Croissance de la souche Lb. Delbrcueckii
(T5) dans le bouillon MRS en présence de 10 mg/l  spp lactis (Lb.del) dans le bouillon MRS en présence

du metal incubé a 37 °C pendant 48h de 10 mg/l du métal incubée a 37 °C pendant 48 h.
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Figure 11: Croissance de la souche Lb. confusus Figure 12: Croissance de la souche Lb. plantarum
(Lb.con) dans le bouillon MRS en présence de (15) dans le bouillon MRS en présence de 10 mg/I

10 mg/l du métal incubée a 37 °C pendant 48h. du métal incubée a 37 °C pendant 48 h.
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Figure 13. Croissance de la souche Lactococus
lactis ssp. cremoris (CHT24) dans le bouillon MRS
en présence de 10 mg/l du métal incubée a 37 °C

pendant 48 h.

Figure 14. Croissance de la souche Lb. curvatus
(Bj432) dans le bouillon MRS en présence de

10 mg/l du métal incubée & 37 °C pendant 48h.

=T ==Cr —h—Fe =>é=Ppbh =3=Hg

[
o

DO 4 600 nm

SO LB N W b U1 O N 0O O

l —

T=0h T=24h T=48h

Temps d'incubation (heures)

| asffffus Cf  ewfis F@  amiem Ph == Hg
10
9
) \
7 Ra
c 6
[ =
85
©
]
o 4
a
3
2
1 £ —X
O T : T 1
T=0h T=24h T=48h
Temps d’incubation (heures)

Figure 15. Croissance de la souche Lb. plantarum
(G1) dans le bouillon MRS en présence de 10 mg/I

du métal incubée a 37 °C pendant 48 h

Figure 16. Croissance de souche Lactobacillus sp
(05) dans le bouillon MRS en présence de 10 mg/I

du métal incubée a 37 °C pendant 48 h
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D’apres ces courbes, la croissance cellulaire des dix souches en présence d’une méme concentration
(10 mg/l) du métal (Cr, Fe, Pb, Hg) a été comparée avec les témoins montrant la croissance cellulaire
des dix souches en absence du métal, nous remarquons qu’au cours du temps d’incubation, il y a une
augmentation progressive et continue de la croissance cellulaire avec un taux de croissance rapide
durant les premieres 24 heures d’incubation en présence de chrome hexavalent, fer et plomb avec
une diminution dans les heures suivantes pour les différentes souches, d’une fagcon que le taux de
croissance est presque identique a celui du témoin, a I’inverse, de la croissance en présence du
mercure (Hg) ou cette derniére est tres faible avec un taux de croissance trés lent, donc les dix
souches montrent une certaine sensibilité a ce métal (Hg). Cette sensibilité est probablement due au
fait que le mercure montre une haute affinité au BL que les autres métaux, ¢’est connu que le mercure
est fortement lie aux groupes du thiol de cysteine. De méme La croissance cellulaire des BL peut
étre réduite ou peut étre inhibée parce les enzymes du thiol intracellulaire qui sont des enzymes
essentielles peuvent étre inhibé en présence de mercure Hg (I1) (Kinoshita et al, 2013). Les travaux
de Akhmetsadykova et al, 2009, qui ont travaillé sur quatorze des souches de bactéries lactiques
isolées du lait ou de shubat, ont permis d’observer que les souches étaient capables de croitre en
présence de fortes concentrations en métaux lourds (plomb et cadmium), ceci a également été
constaté par Halttunen et al, 2007, qui ont trouvé que certaines bactéries lactiques telles que :
Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus casei, Lactobacillus fermentum, B. longum 2C, B.
longum 46 et B. lactis Bb12 ont la capacité de tolérer la présence de 10 mg/l de cadmium (Cd) et 50
mg/l de plomb (Pb).

De plus, Kinoshita et al, 2013, ont étudié I’influence des métaux lourds Cd (1), Pb (I1), As(l1l) et
Hg (1) sur la croissance cellulaire de 103 souches de bactéries lactiques a une concentration de 1
ppm pour chaque métal, ils ont trouvé que le mercure Hg (Il) a influencé sur la croissance des
bactéries et les a méme peut inhibé aprés 48 h alors qu’en présence de Cd (1), Pb (11) et As (1) les
différents bactéries lactiques montrent une bonne résistance.

Ces données sont semblables a nos résultats ou la croissance de toutes les souches testées est inhibée

en présence de Hg (I1) (Figures 7-16).

Cela suggére que la toxicité du mercure est plus importante que celle des autres métaux lourds. Etant
donné que le mercure se lie fortement aux groupements thiol des cysteines ce qui altére la structure
des protéines. Dans cette etude, parmi les dix souches bactériennes testees, seulement quatre d’entre
elles ont montré une haute résistance aux différents métaux avec un taux de croissance élevé et méme
une résistance au mercure (Hg) par rapport aux autres souches qui sont (Lactobacillus sp (05),

Lactococus lactis ssp. cremoris (CHT24), Lactobacillus sp (45), S. salivarius ssp thermophilus
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(St.sa)). Ces quatre souches ont été utilisées pour déterminer la souche la plus résistante a des

concentrations croissantes en mercure (le métal le plus toxique parmi les quatre métaux lourds).

1.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La tolérance de chaque souche sélectionnée (Lactobacillus sp (05), Lactococus lactis ssp. cremoris
(CHT24), Lactobacillus sp (45), S. salivarius ssp thermophilus (St.sa),) au mercure a été évaluéee par
détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI), a partir de laquelle on peut déduire la

plus faible concentration du métal dans laquelle aucune croissance cellulaire n’est observée.

Ce test est nécessaire pour déterminer la souche la plus résistante entre elles a ce métal tres toxique.

Les résultats sont résumés dans le tableau 07.

Tableau 07. Valeurs de la densité optique (DO) mesurée a 600nm pour les souches Lactobacillus sp
(05), Lactococus lactis ssp. cremoris (CHT24), Lactobacillus sp (45), S. salivarius ssp thermophilus
(St.sa) avec (Hg)

Souches St.sa CHT24 05 45
Temps T2a—To T2a—To T2a—To T2a—To
[Hg] mg/l

0 7.997 6.828 6.465 5.574
10 1.403 0.082 0.187 0.050
20 0.183 0.030 0.026 - 0.052
30 0.207 - 0.066 -0.029 - 0.055
40 0.155 - 0.007 - 0.064 -0.072
50 0.050 - 0.009 -0.049 - 0.085
60 - 0.006 - 0.039 - 0.056 - 0.046
70 - 0.029 - 0.037 -0.017 -0.042
80 - 0.059 -0.044 - 0.054 -0.023
90 -0.033 - 0.046 -0.031 -0.048
100 - 0.040 - 0.058 - 0.030 - 0.057

Les données de ce tableau représentent 1’évolution en fonction du temps de la croissance
bactérienne des quatre souches Lactobacillus sp (05), Lactococus lactis ssp. cremoris (CHT24),
Lactobacillus sp (45), S. salivarius ssp thermophilus (St.sa), en présence de mercure, chaque valeur
est déterminée par la différence entre la croissance cellulaire au temps initial (To) et apres 24
heures (T24) (Annexes 03, 04, 05, 06).
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Nous résultats montrent clairement que la concentration la plus faible pour laquelle aucune
croissance bactérienne n’est observée est différente d’une souche a 1’autre, La souche bactérienne
St.Sa montre un haut degré de résistance au mercure, avec une CMI de 60 mg/I.

La concentration minimale inhibitrice (MIC) des quatre souches (S. salivarius ssp thermophilus
(St.sa), Lactococus lactis ssp. cremoris (CHT24), Lactobacillus sp (05), Lactobacillus sp (45)) dans
le milieu MRS qui contient des concentrations croissantes du métal lourd Hg était égale a 30 mg/I,
20 mg/1, 30 mg/l et 60 mg/l, respectivement. Ainsi, I'ordre de la résistance des souches vis-a-vis du
mercure est le suivant: S. salivarius ssp thermophilus (St.sa) > Lactococus lactis ssp. cremoris
(CHT24) = Lactobacillus sp (05) > Lactobacillus sp (45).

Des résultats similaires ont été trouvés lors d’une étude sur la tolérance des BL au cadmium, qui
ont montré que la capacité de résistante au Cd varié considérablement selon les souches des BL
testées. Parmi onze souches testées, cing seulement avaient une résistance remarquable au Cd, y
compris deux souches de L. plantarum et deux souches de L. rhamnosus et une de B, bifidum, dont
les valeurs de CMI varient de 50 a plus de 500 mg/l, et L. plantarum CCFM8610 a montré une
valeur de CMI maximale, plus de 1000 mg/l, en comparaison avec les autres souches (Zhai et al,
2015). Pareillement, les résultats obtenus par (Bhakta et al, 2012) ont montré que la CMI du Cd
vis-a-vis de 26 souches de BL varie entre 50 a plus de 1000 mg/I tandis que pour le Pb cette valeur

dépasse 2000 mg/I.

La souche S. salivarius ssp thermophilus (St.sa) avait une résistance remarquable au mercure (Hg),
avec une CMI de plus de 50 mg/l, ce qui indique que cette souche peut survivre facilement dans
I’environnement contaminé par des hautes concentrations en mercure, comme dans le tube digestif

des étres humains et animaux a risque d'exposition au mercure (Hg).

Malheureusement, aucune donnée scientifique n’est disponible sur la capacité des lactobacilles ou
des bactéries du tube digestif de lier ou d’absorber le mercure. Basés sur ces résultats, nous avons
sélectionné la souche S. salivarius ssp thermophilus (St.sa) pour les autres tests, en raison de sa
remarquable tolérance au mercure, pour cela nous avons déterminé la CMI des autres métaux vis-a-
vis d’elle (Tableau 08).
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Tableau 08. Valeurs de la densité optique (DO) mesurée a 600 nm pour la souche S. salivarius ssp

thermophilus (St.sa) en présence du Pb, Fe, Cr (VI)

Metaux Plomb Chrome Fer
Temps(h) Taa—To Taa—To Taa—To
[Me] mg/I

0 6.740 7.494 6.984
10 6.895 6.497 7.297
20 6.900 7.274 6.818
30 6.400 7.394 7.567
40 6.655 8.667 7.268
50 6.385 7.104 6.932
60 6.552 7.139 7.496
70 6.677 6.873 6.492
80 6.501 7.535 7.178
90 6.642 7.362 7.252
100 6.773 7.495 5.880
110 6.288 7.422 5.225
120 6.235 7.550 4.679
130 6.203 7.620 3.640
140 6.468 7.349 2.769
150 6.249 6.956 1.856
160 6.149 6.527 1.586
170 6.042 7.258 1.033
180 5.823 7.002 0.492
190 5.592 6.898 -0.112
200 4.100 6.898 -0.035
250 1.993 2.024 -0.084
300 - 0.027 0.757 -0.173
350 - 0.089 0.102 -0.178
400 -0.166 -0.406 - 0.233
450 - 0.260 -0.142 - 0.300
500 -0.244 -0.229 - 0.282
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A partir des résultats (Tableau 8), on signalera que la souche S. salivarius ssp thermophilus (St.sa)
a un haut degré de résistance aux trois métaux lourds testées, notamment au Pb (I1) et au Cr (V1),
dont la concentration minimale inhibitrice (CMI) dans le milieu liquide (bouillon MRS) est
différente selon les ions du métal lourds additionné. On remarque que la plus faible concentration
pour le Cr (VI) dans laquelle aucune croissance de la souche Streptococcus salivarius ssp
thermophilus (St.Sa) n’a pu étre observée est égale a 400 mg/l, alors que pour le plomb la CMI est
égale a 300 mg/l, d’autre part, la plus faible concentration pour le fer dans laquelle aucune

croissance bactérienne n’a pu étre observée est égale a 190 mg/I.

La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) du Cr (VI), du Fe et du Pb est
nécessaire pour 1’étude de la croissance microbienne de la souche sélectionnée en présence de
chaque métal, en se basant sur les résultats des Tableau 7 et Tableau 8 nous pouvons remarquer
que les métaux lourds testés sont différents dans leurs effets inhibiteurs vis-a-vis la souche
sélectionnée. La classification des effets inhibiteurs des quatre ions de métal lourds sur la souche S.
salivarius ssp thermophilus (St.sa) est dans l'ordre suivant : Hg (1) > Fe(ll) >Pb (I1l) > Cr (VI).
Cette classification peut traduire le degré de sensibilité de notre souche aux métaux, donc elle est
tres sensible au mercure mais présente une bonne résistance au chrome hexavalent. Par ailleurs,
nous avons remarqué que la croissance cellulaire de la souche est décroissante en fonction de la
concentration du métal. Ceci est, autrement di a ’effet inhibiteur exercé par les ions métalliques
présents. Ainsi, et suivant ces résultats, nous avons choisi de travailler avec le chrome (VI) en
raison de la haute résistance de la souche S. salivarius ssp thermophilus (St.sa) pour ce métal, ce qui

indique sa capacité prometteuse pour une éventuelle application en désintoxication de metal.

1.3. Influence du chrome hexavalent sur la croissance de la souche Streptococcus salivarius ssp
thermophilus (St.sa)

Plusieurs études antérieures ont rapporté I'effet de la biomasse existante sur la résistante des
bactéries aux métaux lourds, notamment 1’effet de la variation de la densité de la biomasse
bactérienne et le pH du milieu (Bhattacharya et Gupta, 2013; Kinoshita et al, 2013; Soni et al,
2013). Cependant, nous avons concentré dans notre étude sur l'effet de la concentration initiale en
chrome hexavalent sur la capacité de résistance de notre souche en démarrant avec une méme
densité en biomasse (2 %). Dans ce test nous avons évalué I’effet de la présence de différentes
concentrations en Cr (V1) allant de 10 mg/l jusqu’a 500 mg/l sur 1’allure genérale des courbes de
croissance de la souche, par la mesure de la DO a 600 nm, et en comparaison avec le témoin qui ne

contient pas le Cr. Les résultats sont illustrés dans la Figure 17.
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Figure 17. Cinétique de croissance de Streptococcus salivarius ssp thermophilus (St.sa)

en présence de différentes concentrations en Cr (V1) dans le bouillon MRS a 37 °C

Les résultats montrés dans la figure 17 montrent que la concentration du chrome hexavalent
influence considérablement sur la croissance de la souche bactérienne notamment & des hautes
concentrations. Il est clair que durant les premiéres heures d’incubation correspondant a la phase de
latence, la croissance de la souche est faible et relativement stable durant les deux premieres heures
d’incubation, de plus la croissance est presque la méme en absence et en présence des
concentrations faibles du métal allant jusqu’a 200 mg/L, toutefois apres 24 h, on remarque une
différence dans la croissance d’une concentration a ’autre qui diminue au cours du temps
d’incubation par rapport au témoin. Tandis que les concentrations allant de 250 mg/L jusqu’a 500
mg/L, montrent clairement une inhibition de la croissance en en fonction de 1’augmentation de la

concentration initiale du Cr(VI) dés les premieres heures d’incubation, notamment a des
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concentrations plus élevees en chrome dépassant les 250 mg/L, ou on peut remarquer une inhibition
totale de la croissance bactérienne apres 28 h d’incubation a la concentration de 450 mg/l et apres

26 h d’incubation a la concentration de 500 mg/I.

En absence de données sur I’influence des ions chromate sur les BL, on se trouve dans 1’obligation
de comparer nos résultats avec ceux des bactéries saprophytes, c’est le cas des résultats de Soni et
al, 2013 qui ont travaillé sur quatre souches Bacillus sp. (JN674188), Microbacterium sp.
(JN674183), Bacillus thuringiensis (JN674184), et Bacillus subtilis (JN674195), ils ont montré que
la croissance bactérienne a été affectée par I’augmentation de la concentration en Cr(VI) dans un
intervalle de (0.2-1.0 mM).

De méme, Xu et al, 2015 ont démontré que I'effet toxique du Cr(V1) sur la croissance cellulaire de
la souche Bacillus anthracis augmente avec l'augmentation de la concentration du Cr(VI), ils ont
remarqué une variation de la morphologie cellulaire suivie d’une inhibition de la croissance en
présence de 125 mg/l de Cr(VI).

I.4. Etude des interactions du chrome avec la souche lactique Streptococcus salivarius ssp
thermophilus (St.sa)

Ce test nous permet d’une part, de suivre la variation de la concentration du chrome (1V) dans le
milieu extracellulaire et d’autre part, la mesure de la quantité de Cr (IVV) accumulée par les cellules
(test de bioaccumulation). De plus, I’effet des conditions abiotiques sur le Cr (VI) et la capacité des
cellules mortes a adsorber le métal ont également testés.

1.4.1. Variations de chrome (V1) extracellulaire dans le milieu de culture

Ce test nous permet d’évaluer 1’aptitude de la souche S. salivarius ssp thermophilus a éliminer le Cr
(V1) dans le bouillon MRS, en présence d’une concentration initiale de 50 mg/l, Parallélement, un
témoin, ne contenant que le Cr(VI) a été préparé et incubé dans les méme conditions abiotiques
(oxygeéne) sur la réduction du chrome hexavalent. Une biomasse lactique morte a été également testee
pour sa capacité a adsorber le métal dans les mémes conditions. La réduction de chrome (VI) est
suivie par la mesure de 1’évolution de sa concentration dans le milieu de culture toutes les 24h
pendant 72h (To, T2s, Tag, T72).

En paralléle la croissance cellulaire de la souche (St.sa) dans le milieu de culture en absence et en
présence du Cr (VI) a 50 mg/l est suivie par la mesure de la DO a 600 nm, tout au long du test
(Figure 18). Le pourcentage de réduction du Cr (V1) par la souche est calculé pour les temps To, Tos,
Tsg et T72 (Figure 19).
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Figure 18. Evolution de la concentration du Cr (V1) en (mg/l) et la croissance de St.sa dans le
bouillon MRS en fonction du temps et en présence d’une concentration initiale en Cr de 50 mg/I

(Valeurs de la moyenne (£SE)).

D’aprés la Figure 18, qui est une représentation graphique des résultats de la réduction du Cr(VI)
en mg/l, en fonction du temps. Nous constatons que pour une concentration initiale de 50 mg/l du
chrome (VI), la capacité de réduction du Cr (VI) pendant les 72 heures, dans le témoin (contrdle
abiotique) est trés faible voire inexistante, c’est-a-dire que ’effet des conditions extérieures est
négligeable, cependant dans le milieu contenant la biomasse morte, le niveau de réduction est trés
faible, cependant une diminution du taux de Cr (VI) relativement faible en fonction du temps
d’incubation est enregistrée, cela peut étre da a I'adsorption physique qui a eu lieu étant donné que

la souche est riche en polysaccharides de surface (Schut et al, 2011).

Priya et al, 2013, ont montré que la biosorption du chrome hexavalent par les biomasses mortes des
bactéries, des algues, des moisissures et des levures est d(i aux interactions électrostatiques entre les
ions du meétal dans le milieu de culture et les parois cellulaires microbiennes. Quant au milieu

contenant la biomasse vivante, nous remarquons une vitesse d’élimination trés lente dans les
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premieres 24 heures [To - T24], de méme la cinétique de croissance bactérienne en absence et en
présence de chrome hexavalent est lente durant cette période, puis lorsque les cellules bactériennes
entrent dans la seconde phase, correspond a la phase exponentielle, un accroissement de la capacité
de réduction est nettement perceptible a partir de 24 h d’incubation, et elle atteint le maximum de
réduction de Cr (VI) aprés T2, ou la croissance bactérienne de St.Sa est d’autant plus importante.
Ces résultats indiquent qu’il existe une relation entre le dynamisme de réduction du Cr (VI) et la
croissance bactérienne (Patra et al, 2010). La croissance des cellules stimule une réduction efficace
du Cr (VI) et en revanche sa diminution dans le milieu favorise la croissance bactérienne, de ce fait,
on remarque que cette derniere est similaire a la croissance cellulaire en absence du chrome (VI).
Cela peut étre expliqué par le fait que notre bactérie a une résistance au Cr (VI), qui résulte
probablement, du transport du métal lourd a travers les membranes cellulaires microbiennes qui
servent de médiateur par le méme mécanisme de transport des ions métaboliqguement importants tels
que le potassium, le magnésium et le sodium. Les systémes de transport des métaux peuvent étre
confondus par la présence d'ions du métal lourds de la méme charge et méme rayon ionique que les
ions essentiels. Ce genre de mécanismes n'est pas associé a une activité métabolique (Priya et al,
2013).

Selon Kinoshita et al, 2013, les métallothioneines (MTs) sont des protéines riches en cystéine qui
ont la capacité de se lier aux métaux lourds, ces protéines maintiennent I’homéostasie intracellulaire
des ions et contribuent a la désintoxication des ions du métal lourd. De méme, Halttunen et al,
2007 ont rapporté que les échanges ioniques a travers les surfaces peuvent étre impliqués dans la

bioaccumulation des métaux lourds.

D’autre part, Schut et al, 2011, ont examiné la capacité d’accumuler le cuivre par huit espece de
Lactobacillus typiques de la vigne dans deux états physiologiques des bactéries: vivantes (bactéries
activées) et mortes (bactéries désactivées), apres traitement par la chaleur, ils ont constaté, un degré
considérable d'adsorption du Cu(ll) par les bactéries mortes, cependant, I'adsorption du cuivre par
les cellules mortes était plus faible par rapport a la biosrption par les cellules vivantes.
La reduction du chrome par la biomasse vivante comprend principalement deux états : la premiere,
est indépendante du métabolisme bactérien et comprend 1’adsorption ou les ions du chrome sont liés
aux parois cellulaires, la deuxiéme, est dépendante du métabolisme par laquelle les ions du chrome

sont transportés a travers la membrane cellulaire « bioaccumulation ».
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Figure 19. Variation du pourcentage d’élimination du Cr (VI) par la souche Streptococcus

salivarius ssp thermophilus (St.sa) en fonction du temps (Valeurs de la moyenne (xSE)).

La Figure 19 présente le taux de réduction du chrome hexavalent dans le bouillon MRS au cours du
temps, les résultats obtenus ont montré que la concentration extracellulaire en Cr(VI) est diminuéee
notamment dans le milieu avec la souche vivante ou le taux de réduction est trés élevé et atteint le
maximum 41.89 + 0.41 (%) apres 72 h, alors qu’avec la biomasse morte le pourcentage de
réduction est faible ot son maximum est de 5.13 + 0.32 (%) et tous les échantillons ont montré une
différence considérable par rapport au milieu abiotique, qui ne contient pas de cellules bactériennes

ou le pourcentage de réduction est de 1.19 + 0.09 (%) aprés 72 h d’incubation.

Concernant le taux de réduction du Cr(VI), Patra et al, 2010 ont rapporté que le taux de réduction
du Cr(VI) pour trois souches a Gram positif Arthrobacter, Bacillus et Rhodococcus, était faible et
presque stable pendant les premieres heures d'incubation [To- T2o] puis une réduction remarquable a
été enregistrée au cours du temps jusqu’a une élimination totale du Cr aprés 75 h d'incubation.

Nous tenons a signaler, que les données relatives a 1’élimination du Cr (VI) par les BL sont

inexistantes, ce qui ne nous permet pas de comparer nos résultats a d’autres.
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1.4.2. Bioaccumulation du chrome (V1) par la culture bactérienne

Ce test nous a permis d’évaluer la capacité de Streptococcus salivarius ssp thermophilus (St.sa) a
accumuler le Cr (VI) aprés 72h d’incubation a 37°C sous agitation, en présence d’une concentration
initiale de 50 mg/L en Cr (VI), en comparant avec le test témoin constitué d’une culture dans les
mémes conditions mais en absence de métal. Les résultats du test sont présentés ci-dessous dans la

Figure 20.
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Figure 20. Bioaccumulation du Cr par St.sa en présence de 50 mg/L de dans le bouillon MRS aprés
72h d’incubation a 37 °C (Valeurs de la moyenne (+SE))

Le dosage par la méthode colorimétrique du Cr (V1) intracellulaire dans la souche bactérienne a
donné les résultats présentés dans la figure ci- dessus. Cette figure montre qu’il y a une différence
remarquable dans la concentration intracellulaire du Cr (V1) pour la bactérie cultivée dans un milieu
dépourvu de métal et I’autre cultivée en présence d’une concentration initiale de 50 mg/l en Cr (V1),
ou elle atteint 2.53 + 0.16 mg de Cr(VI) / g du poids sec de la biomasse, cependant sa concentration
en absence du métal est de 0.091+ 0.021 mg de Cr(VI) / g du poids sec. Ces resultats permettent de
confirmer la capacité de notre souche S. salivarius ssp thermophilus (St.sa) a accumuler le chrome
hexavalent. Peu de travaux qui s’intéressent & la bioaccumulation des métaux lourds par les BL sont

disponibles. Toutefois, Bhakta et al, 2012, étudient soixante-quatre souches de BL isolées de la
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boue activée et qui montrent une efficacité, d’accumuler le Cd(Il) et le Pb (I1), ils ont rapporté que
le taux d’accumulation des métaux par Enterococcus faeciumPb12 était égale a 0.0377 mg Cd/h/g
et 0.0460 mg Pb/h/g de biomasse humide pour le cadmium et le plomb, respectivement. De méme
Chang et al, 2012, ont montré que Lactobacillus reuteri Cd70-13 et Pb71-1 a montré une haute
capacité de réduction du Cd (1) (25%) et Pb (11) (59%) du milieu de culture (MRS). Dans une autre
étude, Halttunen et al, 2007, ont indiqué I’existante d’interactions électrostatiques entre les métaux
lourds et les BL, ils ont suggéré que I'élimination rapide du Cd(ll) et du Pb (II) par les BL et les
bifidobactéries est dde a I'incorporation passive des métaux a la surface des bactéries plutét que par
accumulation a l'intérieur de la cellule. Par ailleurs, Halttunen et al, 2008, ont remarqué une
corrélation négative entre 1’¢limination des différents métaux lourds qui est probablement le résultat
de la diversité des mécanismes d’ « élimination- bioaccumulation » et des propriétés physiologiques

des souches testées.

D’apres les résultats cités précédemment dans cette étude, il apparait clairement que la souche
testée S. salivarius ssp thermophilus (St.sa) est capable de résister et de croitre en présence du
chrome hexavalent comme elle & le pouvoir de I’éliminer soit par adsorption sur la paroi cellulaire
ou principalement par bioaccumulation intracellulaire. Cela peut nous permettre de suggérer qu’il y
a une affinité entre les ions du chrome hexavalent et les cellules bactériennes, celui-ci pourra étre
accumulé par divers mécanismes notamment la formation d’un complexe de métaux dans des
systemes biologiques qui comprennent 1’accumulation dans les carbohydrates, les complexes
protéiques polyphosphates ou une complexation avec les groupements carboxyle du peptidoglycane
de la paroi cellulaire (Kinoshita et al, 2013).

1.5. Evaluation des aptitudes probiotiques de la BL in vitro

L’acidité¢ dans l'estomac et les fortes concentrations en sels biliaires dans l'intestin sont deux
barrieres puissantes qui influencent le contréle et le maintien du microbiote de tube digestif et qui
préviennent la croissance et la survie des probiotiques (Zhai et al, 2015). En effet, une éventuelle
application de notre souche lactique en désintoxication du chrome hexavalent dans le tube digestif
devrait étre précédée par une évaluation de ces propriétés probiotiques notamment son taux de

survie dans les conditions du tractus gastrointestinal.

1.5.1. Evaluation du taux de survie de la BL aux conditions acides

La résistance aux différents pHs est I'un des indicateurs de la capacité des bactéries de survivre et
de croitre dans le tractus intestinal, elle représente donc, une condition préalable pour les
probiotiques (Ehrmann et al, 2002). Bien que le stress cellulaire commence dans 1’estomac, qui a

un pH aussi faible que 1.5, la plupart des essais in vitro sont réalisés a pH 3.0. Ainsi, I’examen
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préalable de toutes les cultures étudiées pour leur tolérance a faible pH 2.0 et a pH 6.4 neutre est
exigé. En outre, plusieurs études indiquent que les bactéries ne survivent pas en nombre suffisant au
cours de leur passage dans le tractus gastro-intestinal (Khater et al, 2010).

Dans un premier lieu, la souche S. salivarius ssp thermophilus a été incubée a pH acide (pH2, pH3)
et a pH neutre (pH6.4) en vue de comparer la tolérance des cellules dans les deux états aux
conditions similaires a celles de I’estomac. Les résultats de la croissance de la souche bactérienne

sur milieu acide et neutre sont représentés dans le tableau 09

Tableau 09. Croissance de la souche S. salivarius ssp thermophilus en fonction du pH du milieu

pH du milieu Nombre de cellules /ml
Temps pH2 pH3 pH6.4
TOh 31x10* 27 x 10* 28 x 10*
T2h 32 x 10 35 x 10* 86 x 10*
T 4h 22 x 10* 37 x 10* 103 x 10*

D’une part, on remarque que les cellules montrent une bonne tolérance aux conditions acides, la
croissance cellulaire a lieu dans les différents pH (pH2, pH3 et pH6.4), aprés deux heures
d’incubation, le nombre de cellules atteint 32.10* cellules/ml, 35.10* cellules/ml et 86.10*
cellules/ml, respectivement, cependant, aprés 4 heures d’incubation, la croissance cellulaire diminue
Iégérement dans le milieu a pH2 et atteint environ 22.10* cellules/ml, tandis que, cette derniére est
poursuivie & pH3 mais avec une vitesse de croissance faible 37.10% cellules/ml, par rapport, a pH 6.4
avec une croissance rapide de 103.10* cellules/ml, ces résultats peuvent traduire la capacité de la
souche S. salivarius ssp thermophilus a résister aux conditions acides. A partir des résultats du
tableau 17 nous pouvons calculer le taux de survie, selon Lee et al, (2016) :

_ Nombres des cellules viables soumises au stress dans MRS
Taux de survie % (SR) = x 100

Nombre des cellules viables dans le MRS controle.

A partir du tableau 10 nous remarquons que la souche S. salivarius ssp thermophilus montre une
résistance aux acides (la survie a différentes valeurs de pH), on note une tolérance remarquable au
pH 3 avec un taux de survie de 35.92 % apres une période d'incubation de 4 h a pH 3 a été notée,

alors qu’a pH 2 le taux de survie est de 21.35 %.
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Tableau 10. Taux de survie (%) de la souche S. salivarius ssp thermophilus dans le milieu acide

Taux de survie (%)

pH pH 3 pH 2
Temps
TOh 100 100
T2h 40.69 37.20
T4 h 35.92 21.35

Ces résultats s’avérent moyens par rapport a ceux des autres auteurs qui ont testé la viabilité des
bactéries probiotiques dans des conditions similaires a 1’acidité de 1’estomac et de ’intestin, parmi
lesquels citons 1’étude réalisée par Zhai et al, (2015) portant sur onze souches dont Lactobacillus
rhamnosus GG, Bifidobacterium bifidum CCFM16 et L. rhamnosus CCFM311 et qui ont montré
une résistance importante aux acides de I’estomac aprés 3 heures d’incubation avec des taux de
survies qui atteignent 93.36% , 91.93% et 91.14 %, respectivement, cependant, avec les conditions
similaires a celles de D’intestin, B. bifidum CCFM8622, L. casei CCFM30 et L. plantarum
CCFM309 ont présenté des taux de survie de 94.82%, 93.98% et 92.98%, respectivement. De la
méme maniére, Ehrmann et al, (2002), ont rapporté la capacité de résistance des souches L. reuteri
TMW 1.979, L. reuteri TMW 1.974, L. salivarius TMW 1.970, L. animalis TMW 1.972 et L.
salivarius TMW 1.992, dans les pH 2 et 3, et notamment les deux souches L. salivarius TMW

1.992 et L. animalis TMW1.972 qui peuvent survivre dans un milieu tres acide a pH 1.

Ainsi, EI Jeni et al, (2015), ont signalé la résistance des quatre souches de bactéries lactiques
Enterobacter faecium HG937695, E. faecium HG937696, E. faecium HG937697 et Leuconostoc
mesenteroides HG937700 dans des conditions de faible pH (pH2, 3 et 4) in vitro avec une bonne
viabilité bactérienne aprés 3 heures d’exposition. Des résultats similaires ont été rapportés par
Kacem et Karam (2006), pour onze souches de L. plantarum qui ont montré une bonne survie a
pH2 et pH3 aprés six heures d’incubation, parmi elles, les deux souches L. plantarum OL12 et L.
plantarum OL15 montrent un taux de survie de 26+1.7et28 + 1.4 % apH2et 73 +£1.2,52+2.12a

pH3, respectivement, cependant a pH1 aucune souche n’a pu survivre.

D’une maniére générale, les résultats de notre travail ont permis de confirmer qu’il y a une
croissance aussi bien qu’une viabilité acceptable de S. salivarius ssp thermophilus avec un taux de

survie moyen en milieu acide.
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1.5.2. Evaluation du taux de survie de la BL aux sels biliaires

La bile est la seconde barriere a franchir par les bactéries probiotiques pour gagner leur site
d’action, elle a une fonction détergente (émulsifie et dégrade les lipides) ce qui lui confére une forte
activité antimicrobienne, principalement due a la dissolution des membranes bactériennes (Bergley
et al, 2006).

De ce fait, la tolérance de la souche probiotique, S. salivarius ssp thermophilus aux sels biliaires a
pH 6.4 a été évaluée pour simuler les conditions du tube digestif. Pour garantir la tolérance des
cellules a la bile, il est nécessaire d'utiliser un inoculum faible (0.5%, v/v) pour avoir une valeur de
DOseonm initiale faible et pour assurer que la culture est dans une phase exponentielle précoce de sa
croissance. Les courbes de la figure 21 représentent la croissance cellulaire mesurée (DOsgonm)
pour S. salivarius ssp thermophilus aprés I’exposition a 0.05%, 0.1%, 0.15%, 0.3% de sels biliaires
pendant 8h, respectivement, et les résultats du retardement de la croissance (D) sur les différents

milieux MRSO sont représentés dans le tableau 11.

== Sans bile e=—MRSO 0,05% MRSO 0,1%  e====MRSO 0,15% === MRSO 0,3%
3
2,5 /J_
/ L "~
/ T
L

\'ﬂ
(0]
=

DO a 560 nm
[y

‘ Sec

¥+ ———
=¥{ —

TO mn T60 mn T120mn T180mn T240mn T300mn T360mn T420 mn

o
U

HH

Temps d'incubation (minutes)

Figure 21. Croissance de la souche S. salivarius ssp thermophilus incubée dans le bouillon MRS

additionné de sels biliaires
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D’apres les résultats illustrés dans la figure 21, nous remarquons une croissance cellulaire faible de
S. salivarius ssp thermophilus apreés incubation des cellules pendant 3 heures dans les sels biliaires a
concentrations élevées (0.15%, 0.3%), en comparaison avec le témoin qui ne contient pas de sels
biliaires, cela peut étre traduit par une diminution de la viabilité des cellules, tandis qu’aprés 4
heures d’incubation, on remarque une augmentation légérement faible qui continue jusqu’a 7 heures
d’incubation, cela peut se justifier par le fait que la souche a développé une résistance a ce stress.
Alors que pour les cellules incubées dans les milieux MRS avec des concentrations faibles en sels
biliaires (0.05%, 0.1%), ces derniéres montrent qu’il y a une croissance remarquable de la souche
sur ces milieux, avec une vitesse de croissance presque identique a celle du témoin dans les
premieres heures d’incubation, mais apres 4 heures d’incubation il est claire que la croissance de S.
salivarius ssp thermophilus sur les milieux en présence des sels biliaires diminue avec le temps
d’incubation par rapport au témoin.

Tableau 11. Retardement de la croissance de S. salivarius ssp thermophilus en présence des sels

biliaires
Temps d’incubation Retardement de la croissance (T2-T1)
Milieux de cultures
DO =05 DO=15
: DabDO=05 DabDO=15
MRS sans bile 180 mn 270 mn
MRSO : 0.05 % 180 mn 300 mn 0 mn 30 mn
MRSO : 0.1 % 180 mn 330 mn 0mn 60 mn
MRSO : 0.15 % 240 mn - 60 mn -
MRSO : 0.3 % 390 mn - 210 mn -

Les résultats présentés dans le tableau ci-dessus montrent clairement qu’il y a une nette différence
dans le décalage de la croissance entre les différents MRSO. Nous avons constaté que le temps de
retardement augmente lorsque les concentrations des sels biliaires sont élevées. En se basant sur nos
résultats obtenus, nous avons déduit que la souche S. salivarius ssp thermophilus (St.sa) est deux
fois plus résistante a une exposition pendant 7h dans les concentrations faibles en sels biliaires (0.05
%, 0.1 %) que dans les concentrations élevées (0.15 %, 0.3 %). Pareillement, des niveaux de
résistance aux sels biliaires semblables ont été rapportés pour d’autre lactobacilles, en effet, Lee et
al, (2016), ont montré que Lb. plantarum C182, Leuconostoc mesenteroides C10, L. mesenteroides
F27 et L. mesenteroides C4 sont capables de résister et de survivre apres 3 h d'exposition a une

concentration de 0.3% en sels biliaires.
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De plus, Benavides et al, (2016), ont rapporté une haute résistance aux sels biliaires de
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus collinoides, Lactobacillus brevis, Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei, L. paracasei subsp. paracasei et Lactobacillus pentosus apres 4 heures

d’exposition a une concentration de 0.3 % de la bile.

1.5.3. Aptitude antagoniste de S. salivarius ssp thermophilus

Ce test a pour but I’évaluation de la capacité¢ de la souche lactique sélectionnée a inhiber la
croissance de quelques souches de référence. Les résultats relatifs a ce test sont présentés dans le
tableaul?.

Tableau 12. Pouvoir antagoniste de la souche S. salivarius ssp thermophilus envers quelques

souches référence

Souche pathogéne | Staphylococcus | Pseudomonas Klebsiella Escherichia coli
aureus aeruginosa pneumoniae

Diametre de la

Zone d’inhibition 11 0 9 7

(mm)

Apres la mise en contact du surnageant de la souche S. salivarius ssp thermophilus avec les souches
de référence, nous remarquons 1’absence d’une zone d’inhibition avec Pseudomonas aeruginosa ce
qui traduit I’absence de produits inhibiteurs, en revanche, 1’apparition de zones d’inhibition autour
des disques avec les autres souches Staphylococcus aureus (11mm), Klebsiella pneumoniae (9mm)
et Escherichia coli (7 mm), montre qu’il y a une activité antagonistique de notre souche lactique
vis-a-vis de ces dernieres, avec la capacité de production de substances inhibitrices. Le pouvoir
d’inhibition de la souche pathogeéne Staphylococcus aureus est le plus important. Ces résultats sont
comparables a ceux rapportés par plusieurs auteurs comme Labioui, (2005) qui a trouvé que la
souche BLh5 du genre Streptococcus présente une activité bactéricide importante sur Escherichia
coli ATCC 25921, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Klebsiella pneumoniae. D’aprés les
résultats de ces essais, nous pouvons adopter le terme « probiotique » pour désigner la souche S.
salivarius ssp thermophilus, toutefois, une étude plus approfondie des divers mécanismes impliqués

dans le pouvoir antagoniste est nécessaire.

A T’issue de cette étude, nous pouvons constater que la souche lactique Streptococcus salivarius ssp
thermophilus testée a monté une grande capacité a réduire le chrome hexavalent, ce qui nous permet
de postuler que I’ingestion des BL ayant cette méme caractéristique peut prévenir 1’absorption du

I’ion chromate dans 1’organisme, ce qui facilitera son expulsion par défécation.
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Néanmoins, une telle suggestion ne peut étre validée qu’aprées avoir réalisé plus d’analyses in vitro
et in vivo afin de mieux comprendre les mécanismes qui y sont impliqués. L’un des tests propos¢s,

est I’évaluation de I’affinité des ions chromate aux cellules épithéliales du tube digestif.
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Conclusion

Cette étude a pour objectif I’étude de la bioaccumulation des métaux lourds par les souches de BL.

Dans la premiere partie expérimentale, nous avons étudié la capacité de résistance des souches aux

quatre métaux (Pb, Hg, Cr, Fe). Dans la deuxiéme partie nous avons évalué 1’aptitude

d’élimination et de bioaccumulation du Cr(V1) par la souche lactique Streptococcus salivarius ssp

thermophilus (St.sa).

Les résultats obtenus nous ont permi de conclure que:

X/

X/

*

X/

La résistance aux métaux a été observée pour les dix souches de BL isolées de différentes
origines soumises a une méme concentration initiale de I’ion métallique des quatre métaux
lourds testés (Pb, Hg, Cr(VI), Fe).

L’analyse et la comparaison de la résistance aux metaux lourds sur les différentes souches
a permis de mettre en évidence une résistance remarquable de la souche St.sa pour ces
métaux et notamment pour le chrome hexavalent.

La survie et la croissance cellulaire in vitro du S. salivarius ssp thermophilus ne sont pas
affectées par les teneurs croissantes en chrome (VI), de méme la mesure de la
concentration minimale inhibitrice montre une haute résistance avec une CMI de 400 mg/I.
L’élimination du chrome (V1) par le processus de bioaccumulation par la souche S.
salivarius ssp thermophilus (St.sa) a été confirmée en mettant en ceuvre son analyse par la
méthode colorimétrique par le 1,5 diphénylcarbazide.

La souche S. salivarius ssp thermophilus a montré une résistance relativement élevée aux
conditions du tube digestif, notamment, le pH acide et les sels biliaires. En outre, une
activité antagoniste faible a ¢été notée a 1’égard des souches pathogenes testées.

Aux propriétés probiotiques que montrent cette souche, s’ajoute une remarquable capacité
a accumuler le chrome hexavalent ou méme d’autres ions métalliques, ce qui laisse
suggerer gue la consommation des bactéries probiotiques en quantités suffisantes contribue

a la désintoxication de ces éléments toxiques.

Il est important de signaler que cette étude préliminaire a permi de démontrer la capacité des BL

probiotiques a tolérer des concentrations tres élevées en metaux lourds, ce qui laisse postuler

qu’un role dans la désintoxication de ces polluants s’ajoute aux divers roles bénéfiques que

fournit cette remarquable famille de microorganismes.
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Finalement, ce travail laisse aussi des questions ouvertes et des perspectives sur des études a
poursuivre pour y répondre, comme c’est le cas de la nécessité a réaliser des études génétiques et
moléculaires pour approfondir les connaissances sur les mécanismes mis en jeu par ces souches
probiotiques dans 1’élimination des métaux, et notre derniére perspective, concerne 1’application
de cette approche dans divers produits alimentaires fermentes, particulierement, les produits

laitiers.
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Annexe 1.Croissance des dixsouchesdans du bouillon MRS en présence de 10 mg/l de métal

incubées a 37 °C pendant 48 h (DO 600 nm)

souche 45

Temps Témoin Fer plomb Chrome Mercure
T=0h 0,275 0,258 0,18 0,287 0,251
T=24h 8,28 8,68 7,76 7,05 0,469
T=48h 7,99 9,38 71 8,04 0,778
souche 05

Temps Témoin Fer plomb Chrome Mercure
T=0h 0,305 0,283 0,25 0,275 0,191
T=24h 7 8,42 7,88 7,64 0,498
T=48h 7,65 9,06 6,95 8,79 0,842
souche Gl

Temps Témoin Fer plomb Chrome Mercure
T=0h 0,339 0,284 0,324 0,255 0,176
T=24h 5,64 7,45 8 7,42 0,362
T=48h 8,19 8,86 6,83 8,68 0,529
souche Bj432

Temps Témoin Fer plomb Chrome Mercure
T=0h 0,269 0,269 0,229 0,255 0,168
T=24h 6,25 8,1 7,64 7,36 0,295
T=48h 7,81 8,69 7,19 8,57 0,581
souche CHT24

Temps Témoin Fer plomb Chrome Mercure
T=0h 0,284 0,269 0,265 0,262 0,167
T=24h 6,7 8,29 8,01 7,02 0,414
T=48h 7,17 9,12 7,02 8,63 0,797

VI



Annexes

souche 15

Temps Témoin Fer plomb Chrome Mercure
T=0h 0,222 0,296 0,177 0,5 0,17
T=24h 7,13 8,03 7,29 7,46 0,426
T=48h 8,1 10,57 7,14 8,78 0,801
souche Lb.con

Temps Témoin Fer plomb Chrome Mercure
T=0h 0,227 0,247 0,141 0,224 0,15
T=24h 6,55 7,94 7,11 7,19 0,344
T=48h 7,02 8,34 6,87 8,52 0,698
souche T5

Temps Témoin Fer plomb Chrome Mercure
T=0h 0,29 0,267 0,152 0,276 0,144
T=24h 7,22 9,01 74 8,06 0,339
T=48h 8,75 8,88 7,31 8,67 0,679
Souche St.Sa

Temps Témoin Fer plomb Chrome Mercure
T=0h 0,273 0,277 0,21 0,29 0,113
T=24h 7,61 8,43 7,5 8,53 0,388
T=48h 7,66 9,09 7,03 8,92 0,714
Souche Lb.del

Temps Témoin Fer plomb Chrome Mercure
T=0h 0,277 0,239 0,248 0,31 0,152
T=24h 6,88 7,98 7,65 6,87 0,446
T=48h 7,62 9,24 7,23 8,52 0,865
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Annexe 2.Le taux de croissance (h™) des dix souches,dans du bouillon MRS additionné de 10
mg/l de Cr (1), Fe (111), Hg(l1), Pb(ll) et incubées & 37 °C pendant 48 h

souche 45
Temps Témoin Fer plomb Chrome Mercure
T=24h 1.210 1.358 1.752 0.980 0.036
T=48h 0.583 0.735 0.800 0.562 0.043
souche 05
Temps Témoin Fer plomb Chrome Mercure
T=24h 0.912 1.193 1.271 1.113 0.066
T=48h 0.500 0.643 0.558 0.643 0.070
souche Gl
Temps Témoin Fer plomb Chrome Mercure
T=24h 0.649 1.051 0.985 1.170 0.044
T=48h 0.480 0.628 0.417 0.688 0.041
souche Bj432
Temps Témoin Fer plomb Chrome Mercure
T=24h 0.924 1.210 1.346 1.160 0.031
T=48h 0.582 0.650 0.632 0.679 0.051
souche CHT24
Temps Témoin Fer plomb Chrome Mercure
T=24h 0.941 1.239 1.216 1.239 0.061
T=48h 0.504 0.684 0.530 0.684 0.078
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souche 15

Temps Témoin Fer plomb Chrome Mercure
T=24h 1.295 1.085 1.671 0.58 0.062
T=48h 0.738 0.721 0.818 0.345 0.077
souche Lb.con

Temps Témoin Fer plomb Chrome Mercure
T=24h 1.159 1.294 2.058 1.294 0.053
T=48h 0.622 0.681 0.993 0.770 0.076
souche T5

Temps Témoin Fer plomb Chrome Mercure
T=24h 0.993 1.362 1.984 1.174 0.056
T=48h 0.606 0.671 0.979 0.633 0.077
Souche St.sa

Temps Témoin Fer plomb Chrome Mercure
T=24h 1.118 1.226 1.445 1.181 0.101
T=48h 0.563 0.662 0.676 0.618 0.110
Souche Lb.del

Temps Témoin Fer plomb Chrome Mercure
T=24h 0.993 1.348 1.242 0.880 0.080
T=48h 0.552 0.783 0.685 0.550 0.097
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Annexe 3.Valeurs de la densité optique (DO) mesurée a 600nm pour les souchesLactobacillus

sp(05)avec (HQ)
05 Omg/l | 10mg/l | 20mg/l | 30mg/l | 40mg/l | 50mg/l | 60mg/l | 70mg/l | 80mg/l | 90mg/I | 100mg/I
T=0h  0.185 0.174 0.177 0.177 0.184 0.179 0.186 | 0.163  0.186 ' 0.164 @ 0.156

T=24h | 6.650 | 0.361 ' 0.203 | 0.148 4 0.120 | 0.130 4 0.130 | 0.146 ' 0.132 | 0.133 | 0.126

Annexe 4.Valeurs de la densité optique (DO) mesurée a 600nm pour les

souchesLactococuslactisssp. cremoris(CHT24)avec (Hg)
CHT24 | Omg/l | 10mg/l | 20mg/l | 30mg/l | 40mg/l | 50mg/I | 60mg/l | 70mg/l | 80mg/l | 90mg/l | 100mg/I
T=0h  0.182 0.172 ' 0.174 0.175 0.175 0.168 | 0.171 | 0.168 0.172 0.166 0.170

T=24h | 7.010 0.254 | 0.204 | 0.109 ' 0.168 @ 0.169 | 0.132 | 0.131 0.128 | 0.160 | 0.112

Annexe 5. Valeurs de la densité optique (DO) mesurée a 600nm pour les souchesLactobacillus

Lactobacillussp(45)avec (HQ)
45 Omg/l | 10mg/l | 20mg/l | 30mg/l | 40mg/l | 50mg/l | 60mg/l | 70mg/l | 80mg/l | 90mg/l | 100mg/I

T=0Oh  0.186 0.182 0.167 0.162 0.157 0.156 0.150 0.152 0.149 0.160 @ 0.172

T=24h ' 5.760  0.232 | 0.115  0.107 § 0.085  0.071 | 0.104 § 0.110 § 0.126 | 0.112 | 0.115

Annexe 6.Valeurs de la densité optique (DO) mesurée a 600nm pour les souchesStreptococcus

salivariussspthermophilus(St.sa)avec (Hg)
St.sa | Omg/l | 10mg/l | 20mg/l | 30mg/l | 40mg/l | 50mg/l | 60mg/l | 70mg/l | 80mg/l | 90mg/l | 100mg/I
T=0h  0.204 0.157 | 0.169 0.168 | 0.167 0.170  0.159 @ 0.150 § 0.159 @ 0.148 | 0.146

T=24 820 | 1560 |0.352 0.375 |0.322 0.220 | 0.153 | 0.121 | 0.100 | 0.115 | 0.106
h
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Annexe 7.Valeurs de la densité optique (DO) mesurée a 600nm pour lasoucheStreptococcus

salivariussspthermophilus(St.sa)en présence du Pb, Fe, Cr (VI)

Métaux Chrome(VI) Fer Plomb
Te To | Ta To T2 To To
[Me] en mg/I
0 0.266 71.76 0.086 7.07 0.220 6.96
10 0.516 7.79 0.093 7.39 0.215 7.11
20 0.253 6.75 0.112 6.93 0.220 7.12
30 0.315 7.81 0.123 7.69 0.240 6.64
40 0.318 7.68 0.102 7.37 0.225 6.88
50 0.325 7.86 0.238 7.17 0.225 6.61
60 0.337 7.21 0.134 7.63 0.218 6.77
70 0.321 7.46 0.188 6.68 0.213 6.89
80 0.316 7.42 0.132 7.31 0.219 6.72
90 0.293 8.96 0.168 7.46 0.208 6.85
100 0.306 7.70 0.170 6.05 0.207 6.98
110 0.362 7.26 |0.335| 5.56 0.212 | 6.50
120 0.322 71.22 0.181 4.86 0.225 6.46
130 0.338 7.34 0.240 3.88 0.237 6.44
140 0.302 756 0251 | 3.02 0.352 | 6.82
150 0.293 6.82 0.364 2.22 0.231 6.48
160 0.264 71.22 0.234 1.82 0.241 6.39
170 0.271 7.62 0.327 1.36 0.228 6.27
180 0.260 7.88 0.348 0.84 0.217 6.04
190 0.220 1.77 0.332 0.22 0.208 5.80
200 0.248 1.67 0.355 0.30 0.250 | 4.35
250 0.216 224 10324 0.24 0.247 | 2.24
300 0.183 0.94 |0.213| 0.04 0.367 | 0.34
350 0.248 0.35 |0.198 | 0.02 0.359 | 0.27
400 0.241 0.20 0.241 | 0.008 0.296 0.13
450 0.232 0.09 |0.310| 0.01 0.266 | 0.006
500 0.235 0.003 |0.288 | 0.006 0.245 | 0.001
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Annexe 8. Courbe étalon de Streptococcus salivariussspthermophilus(St.sa)UFC/ml en

fonction de la DO a 600 nm

1200

1000

y =15062x + 386,9

R*=0,997

]

800

600

/

400 -

Nombre d' UFC / ml

200

& Nombre d'UFC/ml

—— Nombre d'UFC/ml

0,01

0,02 0,03
DO a 600 nm

0,04 0,05

Les valeurs de DO a 600 nm et le nombre de colonies correspondant pour la réalisation de la

courbe d’étalonnage de la souche Streptococcus salivariussspthermophilus(St.sa)

Dilution DO a 600 nm Nombre d'UFC/ml
1° 0,042 1010
10° 0,025 780
10”7 0,002 410
10° 0,0014 250
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Annexe 9.Cinétique de croissance de Streptococcus salivariussspthermophilus (St.sa) enprésence de

différentes concentrations en Cr (V1) dans le bouillon MRS a 37°C

Valeurs de la densité optique (DO) mesuré a 600 nm pour la souche « St.Sa » avec « Cr »
[Crlen 10 50 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 450 | 500
mg/I v
T=0h | 0183 |0.207 | 0204 |0.168 | 0.162 | 0.235 | 0.115 | 0.187 | 0.154 | 0.155 | 0.134 | 0.110
T=2h | 0293 |0315 | 0331 |0.307 | 0.306 | 0.281 | 0.241 | 0.195 | 0.177 | 0.168 | 0.159 | 0.138
T=4h | 0954 |1042 |1.002 |0.964 |1.055 | 0.881 | 0.710 | 0.575 | 0.345 | 0.253 | 0.196 | 0.175
T=6h | 1985 |2065 |2034 |2016 |2.031 | 1.872 | 1.672 | 1.321 | 0.904 | 0.583 | 0.403 | 0.297
T=8h |2160 |2240 | 2209 |2179 | 2134 | 2091 | 1.891 | 1.540 | 1.099 | 0.752 | 0.572 | 0.435
T=24h|6.72 623 |538 |[558 |536 |518 |504 |428 |375 |271 |168 |0.84
T=26h|6.99 6.60 |570 |[532 |506 |484 |442 |349 |318 |224 |1.02 |0.14
T=28h|684 |647 |553 |474 |481 |475 |417 |327 |28 [200 |027 |0.05
T=30h | 6.56 501 |450 |437 |400 |[410 [336 [230 |255 |1.35 |0.09 |0,009

Annexe 10.Courbe d’étalonnage du dosage du chrome VI par 1,5 diphénylcarbazide en
fonction de la DO a 540 nm

0,4

0,35

0,3

0,25

0,2

0,15

DO a 540 nm

0,1

0,05

0

y=0,8474x + 0,03
R2= 0,9666

e

e

e

0 0,1 0,2 0,3 0,4
Concentration Cr VI (mg L%)
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Les concentrations des solutions étalons du Cr hexavalentpréparées et les valeurs de DO

mesurées a 540 nm.

Solution étalon n° Concentration Cr(VI) DO a 540 nm
(mg/L)
01 0,0 0,000
02 0,1 0,07
03 0,2 0,132
04 0,3 0,212
05 0,4 0,266
06 0,5 0,334

Annexe 11. Préparation du milieu de culture pour (1 L)

Composition Quantité en (g/l)
Bouillon MRS

Peptone 10.0

Extrait de viande de boeuf 8.0

Extrait de levure 4.0

Acétate de sodium 3 H,0O 5.0

Phosphate dipotassiqueK;HPO, 2.0

Citrate d’ammonium 2.0

Sulfate de magnésium, 7H,0 0.2

Sulfate de manganeése, 4H,0 0.05

Glucose 20.0

Tween 80 1.0 ml

Cystéine 0.1

Eaudistilée 1000 ml

pH 6,2+ 0.2 Ajuster par NaOH ou HCL
Gélose MRS 1 L bouillon MRS + de 15g d’agar

Annexe 12. Composition du Tampon phosphate 0,1 M (1 L)

Solution A (0.2 M NaH,PO4):Pesez27.6 g NaH,PO,4-H,0 dans 100 ml de I’eau distillée.
Solution B (0.2 MNa2HPO4):Pesez53.05 g Na;HPO,4-7H,0 dans 100 ml de I’eau distillée.
Puis on mélange 195 ml de la solution A et 305 ml de solution B et on ajuste le volume a 1000 ml

avec l'eau distillée, et le pH a 7, le tampon est ensuite stérilisé par autoclavage.

XVI



Président : Pr. Lehouel Mesbah Présenté par :

Encadreur : Dr. Ouled Haddar Houria Me''e, Abbas Nadjiba

Examinateurs : Pr. Leghouchi Essaid
Pr. Idoui Tayeb
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Résumé
Avec ’augmentation de la conscience publique aux effets néfastes de ’environnement contaminés par les

métaux lourds sur 1’étre humain et la santé animale, il y a eu un intérét croissant dans le développement des
technologies de remédiation des sites contaminés. Néanmoins, peu de chercheurs indiquent I’emploi des
bactéries lactiques probiotiques pour la désintoxication de ces polluants. Notre étude expérimentale a été
entreprise pour mettre en évidence l'importance de certaines bactéries lactiques dans la désintoxication des
métaux lourds. Dix souches de BL ont été testées pour leur capacité de résistance pour quatre métaux lourds
(Cr (VI), Hg (1), Fe (I11) et Pb (I)). Les résultats ont permis également de montrer une bonne capacité de
résistance chez les dix souches, alors que seulement la souche S. salivarius ssp thermophilus (St.sa) a été
étudiée, d’une part, pour son pouvoir de bioaccumulation du chrome hexavalent ce qui a révélé qu’elle est en
mesure d’accumuler une concentration de 2.53 +0.16 mg de Cr (V1) /g de poids sec et d’autre part, pour son

potentiel probiotique par sa capacité de survivre dans les conditions simulées du tractus gastro-intestinal.

Mots clés : Bactéries lactiques, métaux lourds, probiotiques, détoxification, bioaccumulation.

Abstract
With the increasing public awareness of the harmful effects of the environment contaminated by heavy

metals on humans and animal health, there has been a growing interest in the development of remediation
technologies for contaminated sites. Nevertheless, few researchers indicate the use of probiotic lactic acid
bacteria for the detoxification of these pollutants. Our experimental study was carried out to highlight the
importance of some lactic acid bacteria in the detoxification of heavy metals. Ten LAB strains were tested for
their resistance to four heavy metals (Cr (VI1), Hg (I1), Fe (lIl) and Pb (II)). The results also showed a
remarkable resistance for the ten strains, whereas only the strain S. salivarius ssp thermophilus (St.sa) was
studied, on the one hand, for its hexavalent chromium bioaccumulation potential, which revealed that it is
able to accumulate a concentration of 2.53 £ 0.16 mg Cr (VI) / g dry weight and on the other hand, for its

probiotic potential by its capacity of survival in gastro-intestinal tract simulated conditions.

Key words: Lactic acid bacteria, Heavy metals, probiotic, detoxification, bioaccumulation.
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