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Introduction

Depuis I’antiquité, I’humanité a utilisé les plantes pour traiter les maladies. Les plantes
médicinales (telle que la menthe, le thé vert et la verveine) sont des plantes possédant une
activité pharmacologique a usage thérapeutique, cette activité est due a la présence d’un certain
nombre de principes actifs dont la plupart agissent sur 1’organisme humain (Alotaibi et al.,
2021). Les principes actifs d'une plante médicinale sont les composants biochimiques (les
métabolites primaires et les métabolites secondaires) naturellement présents, qui présentent un
intérét thérapeutique préventif ou curatif pour I'nomme ou l'animal (Hussein et El-Anssary,
2019).

Les plantes médicinales contiennent de nombreuses substances antioxydants qui jouent un role
majeur dans la prévention des maladies liés au stress oxydatif. Néanmoins, I’idée de
I’incorporation des probiotiques dans des matrices végétales est considérée comme étant un
parameétre clé pour renforcer la fonctionnalité des souches probiotiques et de protéger ces
bactéries de I’effet délétere de 1’oxygene, de ces dérivés actifs et des conditions hostiles du
tractus digestif (Zbadi et al., 2018 ; Spacova et al., 2020). Par ailleurs, 1’encapsulation des
probiotiques et leur utilisation dans des matrices végétales en tant que starters est devenue une
pratique industrielle courante, et ce afin d’en produire des aliments fonctionnels (Reque et

Brandelli, 2021).

Le tractus gastro intestinal est I’un des écosystémes microbiologiquement actifs qui joue un role
crucial dans le fonctionnement du systéme immunitaire muqueux (MIS). Il est colonisé par de
nombreux microorganisme qui vont constituer le microbiote digestif. Ce dernier est un des plus
importants écosystéemes en termes de diversification microbienne, ce qui a fait de lui un terrain
tres important pour la recherche scientifique en raison des nombreuses activités qu’il meéne
(Muresan et al., 2017 ; Galdeano et al., 2019 ; Lin et al., 2020).

C’est dans cette optique que nous nous sommes intéressés a prendre en charge une nouvelle idée
qui va ouvrir de nouvelles perspectives pour la recherche scientifique et qui s’axe sur

I’incorporation des probiotiques dans les préparations des infusions.

Cette présente étude est articulée autour des parties suivantes dont la premiére est consacrée a
une synthese bibliographique qui comporte deux chapitres : Dans le premier chapitre, nous
traitons la définition des plantes médicinales, description botanique de quelque plantes (verveine
odorant, menthe, thé vert), les composés phénolique et leur activité biologique et les méthodes

courantes de préparation des infusions.
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Dans le deuxiéme chapitre, nous rappelons I’historique des probiotiques, 1’encapsulation,

I’activité biologique des probiotiques et les probiotiques dans les matrices végétales.

La deuxiéme partie englobe la méthodologie mise en ceuvre pour la réalisation de ce travail et
qui comporte : une étude de la composition de la menthe, du thé vert et de verveine, suivie d’un
dosage des composés bioactifs (polyphénol totaux, flavonoides) et la détermination des activités
antioxydant et anti inflammatoire. Une deuxiéme étude qui va porter sur 1’évaluation de la survie
in vitro d’une mixture de deux souches de Lactiplantibacillus plantarum (S10, BCX1) libres et
encapsulée en I’absence et en présence des infusions (verveine odorant, menthe, thé vert) dans
des conditions similaires a celles du tractus bucco-gastro-intestinale avec une évaluation des
aptitudes probiotiques et des activités antioxydante et anti inflammatoire avant et apres passage a
travers les trois étages digestifs.

La derniére partie sera dédiée a la présentation des résultats obtenus ainsi que leur discussion.

Enfin, le travail sera cléturé avec une conclusion générale et des perspectives.
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Chapitre 1. Verveine Odorante, Menthe et Thé Vert

I.1. Plantes médicinales

Depuis I’antiquité, les plantes médicinales ont été utilisées en médecine traditionnelle (Lazli et
al., 2019). Le continent africain contient des plantes médicinales tres diversifiées qui demeurent
encore une source de soins médicaux dans les pays en voie de développement en I’absence d’un
systeme médicinale moderne. Elles sont utilisées de différente maniére ou, on compte la

macération aqueuse, 1’infusion et la décoction (Salhi et al., 2010 ; Bohui et al., 2018).

Les extraits de plantes médicinales traditionnelles ont été largement utilisés en raison de leurs
effets bénéfiques sur la santé, tels que l'abaissement de la glycémie et des lipides sériques,
I'action antivieillissement, I'action immunomodulatrice, I'action anticancéreuse, I'action
antifatigue, lI'action sur I'népatite, I'action sur la thrombose et I'action sur la fertilit¢ masculine
(Yong et al., 2022).

De nos jours, I’intérét pour ces plantes médicinales est en plein essor grace a ’intégration de
techniques modernes permettant d’une part d’évaluer la qualité, la sécurité et I’efficacité des
métabolites secondaires et d’autre part ; le role potentiel des médicaments ¢élaborés a partir de ces
métabolites dans les soins de santé. En effet, les plantes, avec leur grande variété de constituants
phytochimiques, ont un potentiel important dans le traitement de plusieurs maladies humaines et
animales. Elles offrent une source prometteuse de médicaments. Les composés phytochimiques
d’intérét thérapeutiques peuvent provenir de nombreuses parties de la plante telles que I'écorce,
les feuilles, les fleurs, les racines, les fruits, les graines, etc. avec des teneurs variables
(Ouedraogo et al., 2021).

I.1.1. Verveine odorante : L’infusé de cette plante odorante ou verveine citronnelle est I’'une
des tisanes les plus consommées. Les tisanes représentent une source majeure de cOomposés
phénoliques dans notre alimentation avec des propriétés aromatiques, digestives et

antispasmodiques (Lenoir, 2011).

La verveine odorante (Aloysia citrodora, Aloysia triphylla ou Lippia citriodora) appartenant a la
famille des Verbenaceae est un arbrisseau ramifié dont les longues tiges angule courtement
pétiolées, verticillées par trois (parfois par quatre). Les fleurs, disposées en épis, possedent
quatre pétales soudés a la base en un tube et étalés en quatre lobes bicolores : blancs sur la face
externe et bleu violacé sur la face interne. L’espeéce peut €tre cultivée sur le pourtour
méditerranéen (Figures 1 et 2). Les parties utilisées de la plante sont les feuilles fraiches ou
séchées (Ghédiraet al., 2017 ; Issam et al., 2021).
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Figure 1. Sommités fleuries d’Aloysia citriodora Figure 2. Feuilles d’Aloysia citriodora
(Ghédiraet al., 2017)
D’aprés Ghédira et al. (2017), la situation botanique d’Aloysia citrodora Palau est la suivante :

e Regne : plante (végétal) — Super-division : Embryophyta
e Division : Tracheophyta

e Subdivision : Spermatophytina

e Classe : Magnoliopsida

e Superordre : Asteranae

e Ordre : Lamiales

e Famille : Verbenaceae

e Genre : Aloysia Juss

e Espece : Aloysia citriodora Palau.

1.1.2. Menthe : La menthe est un membre de la famille des Lamiacées aux petites fleurs blanc
bleuté, elle a 18 espéces différentes (Figures 3 et 4). Elle est également utilisée comme plante
médicinale qui se caractérise par son arome frais, et dans la préparation de produits cosmétiques
grace aux effets bénéfiques de ses huiles essentielles. De plus, il s'est avéré que les feuilles de

menthe ont des avantages sur la santé humaine (Amkor et al., 2021 ; Harjanti et al., 2022).

La classification botanique est la suivante (fukui et al, 2022) :
e Régne : Plantae
e Division : Magnoliophyta
e Classe : Magnoliopsida
e Ordre : Lamiales

e Famille : Lamiaceae
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e Genre : Menthal

e Espéce :Mentha aquatica, mentha spicata, mentha citronnée

Figure 3. Feuilles de la menthe Figure 4. Fleur de la menthe
(Bortolini et al., 2021).

~

1.1.3. Thé vert : Le thé vert est un arbuste qui atteint 10 a 15m d’hauteur dans la nature et 0,6 a
1,5m lorsqu’il est cultivé. Il possede des feuilles persistantes avec un grand nombre de branches.
Ses feuilles matures apparaissent vertes-foncées, brillantes, lisses et ovales allongées. Alors que
les jeunes feuilles apparaissent vertes-claires, portant des poils, de courtes tiges de longueur
variante de 5 a 30cm et environ 4cm de largeur (Figure 5). Les fleurs portent de nombreuses
étamines avec des anthéres jaunes et produisent des capsules rouges brunatres. Le fruit est une
capsule trigone a trois cellules aplaties, lisses et arrondies contenant des graines de taille d’une

petite noix (Mahmood et al., 2010).

Camellia sinensis

Figure 5. Aspect du thé vert (Camellia sinensis) (Bortolini et al., 2021).



Chapitre 1. Verveine Odorante, Menthe et Thé Vert

La classification botanique du thé vert (Camellia sinensis) est la suivante (Mahmood et al.,
2010) :

e Division : Magnoliophyta

e Classe : Magnoliopsida - Dicotyledons

e Sous -classe : Dilleniidae

e Ordre : Theales

e Famille : Theaceae

e Genre : Camellia

e Espece : Camellia sinensis L

I.2.Principes actifs des plantes médicinales

Les principes actifs appelés aussi meétabolisme secondaire, sont présent dans les plantes
supérieures fraiches ou séchées qui montrent un intérét thérapeutique dans le traitement ou la
prévention de plusieurs maladies. Ces principes actifs sont divisés principalement en trois
grandes familles chimiques : les polyphénols, les flavonoides, et les saponines (Ouedraog et al.,
2021).

1.2.1. Polyphénols : Les polyphénols sont des métabolites secondaires qui constituent un des
groupes les plus représentés et largement distribués dans le monde végétal. Ces composés
présents principalement dans les fruits, les Iégumes, le thé vert et dans les grains entiers (Hu et
Luo, 2016 ; Saponjac et al., 2016 ; Singla et al., 2019).

La plupart des composés phénoliques de source naturelle existent sous forme conjuguée ;
monosaccharides et polysaccharides liés a un ou plusieurs groupes phénoliques, qui peuvent
également se présenter sous forme de dérivés fonctionnels, tels que les esters et les esters
méthyliques (Molino et al., 2016). Ils sont divisés en plusieurs sous classes en fonction du
nombre d’unités phénoliques dans leur structure moléculaire, les groupes substituant et /ou les
type de liaison entre les unités phénoliques a savoir les acides phénoliques, les flavonoides et les
tanins (Singla et al., 2019).

1.2.2. Flavonoides : Les flavonoides sont une large classe de polyphénols importants pour la
lutte au stress, constituent un groupe de plus de 6000 composé naturel qui sont quasiment
universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments responsables des coloration
jaune, orange et rouge de différent organe végétaux et se trouvent dans presque toutes les
feuilles, fleurs, fruits et racines (Kim et al., 2021). Tous les flavonoides ont la méme structure de

6
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base (Ce-Cs3-Ce), ils contiennent quinze atomes de carbone dans la structure de base : deux cycles
aromatiques A et B a six atomes de carbone est lié a une unité a trois atomes de carbone, qui peut
ou non étre le troisieme cycle C. On retrouve les flavonols, les flavones, les flavonoides et les

tanins condensés...ctc (Tapas et al., 2008).

1.2.3. Saponines : Les saponines sont un groupe hétérogéne de glycosides qui produisant une
mousse lorsqu’ils sont dissous dans I’eau. En effet, elles ont la méme racine que le mot savon.
Comme les détergents, les saponines sont de grosse molécule avec une partie hydrophile, la
partie glucidique, et une partie lipophile, la sapogénine. En solution aqueuse, les molécules de
saponine s’alignent verticalement a la surface avec leurs extrémités hydrophobes orientées loin

de I’eau (Mikolajczyk-Bator, 2022).

1.3. Méthodes communes d’extraction des plantes médicinales

1.3.1. Infusion : C’est une préparation réalisée en versant de I'eau bouillante sur des herbes
fraiches ou sechées et en les laissant infuser afin d'extraire leurs propriétés médicinales. Elle
convient a la préparation d'herbes délicates ou finement hachées (feuilles, fleurs, graines, écorces

et racines) avec des constituants volatils et thermolabiles (Kraft, 2004).

1.3.2. Décoction : Elle est préparée en faisant bouillir des herbes fraiches ou séchées dans de
I'eau pendant 10 & 60 minutes pour en extraire les principes actifs. Elle convient pour la
préparation de matiéres végétales dures ou trés dures (bois, écorces, racines) ou d'herbes avec

des constituants peu solubles (par exemple, I'acide silicique) (Kraft, 2004).

1.3.3. Macération (extrait a froid) : Préparée en laissant infuser une plante dans 1’eau froide
pendant plusieurs heures pour en extraire les principes actifs (Figure 8). Elle convient a la
préparation d'herbes contenant des mucilages comme les graines de lin ou les graines de
psyllium dont les concentrations élevées en amidons et pectines les feraient gélatiniser si elles
étaient préparées avec de I'eau bouillante. Egalement utilisé pour empécher l'extraction de

constituants indésirables qui se dissolvent dans I'eau chaude (Kraft, 2004).

1.3.4. Distillation : La distillation fractionnée a été traditionnellement utilisée pour la séparation

des composants des mélanges volatils. En phytochimie, elle a été largement utilisée pour

I'isolement des composants des huiles volatiles. A I'échelle du laboratoire, il n'est pas facile de

séparer les composants mineurs d'un mélange a l'état pur par cette méthode, et la

chromatographie en phase gazeuse est maintenant utilisée de facon routiniére. En effet, la
7



Chapitre 1. Verveine Odorante, Menthe et Thé Vert

distillation a la vapeur est tres utilisée pour isoler les huiles volatiles et I'acide cyanhydrique a

partir de matériel végétal (Evans, 2009).

L.4.Activités biologiques des plantes médicinales

1.4.1. Activité antioxydante : La menthe contient des composés volatils, des triterpénoides, des
acides phénoliques et des flavonoides. Ils sont une bonne source d’antioxydant naturel. De
nombreuses études ont montré que la menthe se caractérise par une activité antioxydante qui se

distingue par un niveau élevé de flavonoides et de composés phénoliques (llic et al., 2022).

Les feuilles de thé représentent une trés bonne source de composés polyphénoleique. Elles sont
constituées de flavonoides ainsi que des acides phénoliques qui peuvent constituer jusqu’a 30%
du poids sec des feuilles fraiches et seulement 10% du poids sec. Ces constituants sont appelés
bio flavonoides ou vitamine P, car ils présentent un large éventail d’effet biologiques sur les
organismes vivants. Les groupes des polyphénols les plus importants des feuilles de thé sont des
substances dont la nomenclature est encore divergente. Ces composés sont souvent appelés
flavan-3-ols ou catéchines. Les feuilles de thé seraient le seul produit alimentaire contenant du
gallate d’épigallocatéchine (Gramza et al., 2005 ; Laib et al., 2021). De ce fait, le thé vert est
considéré comme un agent antioxydant tres puissant grace a sa richesse en polyphénols qui
peuvent neutraliser les especes réactives générées lors du stress oxydatif et réduire donc ou
prévenir les dommages tissulaires oxydatifs, y compris les atteintes rénales toxico-induites
(Azam et Zaidi, 2014 ; Zbadi et al., 2018 ; El-desouky et al., 2019). En effet, la présence des
flavonoides améliore également I'activité de certains enzymes antioxydant rénaux tels que SOD,
CAT et GPx (Ibrahim et Albadanie, 2014).

La verveine odorante posséde plusieurs vertus thérapeutiques et des activités biologiques
(Bekara et al., 2020 ; Mashayekhi-sardoo et al., 2020). Plusieurs catégories de composés
phytochimiques ont été identifiées dans ses différentes parties telles que les terpénes, les
phénylpropanoides, les phényléthanoides, les flavonoides et les composés phénoliques. Ces
derniers conférent un potentiel bioactif aux plantes (Touati et al., 2021). Par ailleurs, l'infusé a
une forte activité de piégeage du radical superoxyde et une activité plus modérée vis-a-vis du
radical hydroxyle et de I'acide hypochloreux (Valentao et al., 2002). Les extraits des feuilles de
verveine ont une activité antioxydante importante qui est due a la présence des composes
phénoliques, des flavonoides, des terpéneles phénylpropanoides et des phényléthanoides
(Cheurfa et Allem, 2015).
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1.4.2. Activité anti-inflammatoire : L’inflammation est une source importante de radicaux
oxygénés produits directement par les cellules phagocytaires activées (Loe, 2018). Grace aux
anti-inflammatoires que contiennent, les plantes médicinales sont largement utilisées en
médecine traditionnelle et moderne. Ces activités sont dues a leur richesse en métabolites
secondaires bioactifs, tels que les polyphénols, les alcaloides, les coumarines les terpénes...etc.
Certains de ces composés phyto-chimiques en particulier les composés phénoliques ont une
activité anti-inflammatoire puissante et qui a été démontrée dans de nombreuses études in vitro
et in vivo (Yoon et Baek, 2005 ; Han et al., 2007).

Aloysia citriodora est une plante médicinale, elle contient plusieurs composés phénoliques
(polyphénols et flavonoides) et ses feuilles présentent des propriétés aromatiques,
antispasmodiques, antipyrétiques, sédatives et digestives (Kaskoos, 2019). Les composés
phénoliques seraient responsables de la plupart des activités pharmacologiques de la verveine
citronnelle, telles que les effets analgésiques, anti-inflammatoires et antioxydants (Lima et al.,
2020). A. citriodora contient des niveaux élevés de polyphénols propanoides qui inhibent
I'expression de différentes cytokines pro-inflammatoires. De plus la verveine améliore le
processus inflammatoire et le dysfonctionnement vasculaire qui caractérise cette condition et ces
effets médiés par des composés phénoliques, notamment le verbascoside et autres

phenylpropanoides glycosylés (Miraj et al., 2016).

Les menthes sont également riches en sources d'agents anti-inflammatoires non volatils qui
contient des produits phytopharmaceutiques utiles, on préte dailleurs a cette plante
d'innombrables vertus antibactériennes, antidouleur, anti-inflammatoire ... etc (Shen et al.,
2011 ; llic et al., 2022). Plusieurs types de composés acides naturels présents dans les plantes
Lamiaceae ont montré des propriétés anti-inflammatoires et d'autres activités biologiques.
L'acide rosmarinique présent dans les especes de Mentha a été reconnu pour inhiber
I'inflammation en intervenant sur plusieurs voies de signalisation cellulaire. L'acide oléanolique
et l'acide ursolique, deux isomeéres de position de triterpénoides trouvés dans d'autres plantes
Lamiaceae ont également été signalés comme des composants anti-inflammatoires et
responsables de I'inhibition des symptémes d'inflammation (De Céssia da Silveira e Sa et al.,
2013 ; Hejna et al., 2021).

Les feuilles de thé vert contiennent une multitude de métabolites secondaires bioactives : les
polyphénols, la caféine, la théanine, et les catéchines qui sont les polyphénols les plus importants

et les plus abondants dans le thé vert. Ce groupe comprend principalement 1’épicatéchine (EC),

9
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I'épigallo-catéchine (EGC), 1’épicatéchine-3-gallage (ECG) et 1’épigallo-catéchine-3-gallate
(EGCG), Ces derniers possedent une activité anti-inflammatoire importante (Hisanaga et al.,
2014 ; Ohishi et al., 2016 ; Hodges et al., 2020). De plus, les feuilles du thé vert possédent un
effet anti-inflammatoire remarquable contre la dénaturation des protéines grace a sa teneur
élevée en flavonoides (Chatterjee et al., 2012).

10
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Chapitre I1. Probiotiques, encapsulation et activités biologiques

I1.1. Données et définition des probiotiques

La naissance des probiotiques a été souvent liee aux travaux du scientifique et prix Nobel Elie
Metchnikoff en 1907, lorsqu’il a remarqué que la longévité et la bonne santé des paysans
Bulgares est liée a la consommation des produits laitiers fermentés. Plus tard, il a constaté que
I’ingestion des bactéries lactiques influengait positivement la microflore intestinale en réduisant
dans le tube digestive la population des bactéries putrifiantes ou produisant des toxines, ce qui

amélioraient I’hygiéne digestive, et donc augmenter I’espérance de vie (Gogineni et al., 2013).

Le terme probiotique est dérivé du latin (pro) et du grec (bios) qui signifie littéralement « pour
la vie ». Il a été utilisé pour la premiere fois par Kollath en 1953 pour décrire de maniére
géneérale divers compléments organiques et inorganiques qui étaient censés avoir la capacité de
rétablir la santé des patients mal nourris. Actuellement, il est utilisé pour nommer les bactéries
associées a des effets bénéfiques pour les humains et les animaux (FAO/WHO, 2002 ;
Markowiak et Slizewska, 2017).

En 2002, 1I’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS) et 1’Organisation des Nations Unies pour
I’alimentation et I’agriculture (FAQ) officialisaient la définition du terme probiotique afin
d’éviter toute dérive. Les probiotiques sont donc définis comme « des organismes vivants qui,
lorsqu’ils sont ingérés en quantité suffisante, exercent un effet bénéfique sur la santé de 1'hote »

(Markowiak et Slizewska, 2017).

I1.2. Critéres de sélection des probiotiques

Selon les suggestions de I’OMS, de la FAO et de ’EFSA (1’autorité européenne de sécurité des
aliments), dans leur processus de sélection, les souches probiotiques doivent répondre a la fois a
des criteres de sécurité et de fonctionnalité, ainsi qu’a celles liées a leur utilité technologique

(Tableau 1) (Markowiak et Slizewska, 2017).
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Tableau 1. Critéres de sélection des probiotiques (Markowiak et Slizewska, 2017)

Critéres Propriétés requises

* D'origine humaine ou animale.

* [sol¢ du tractus gastro-intestinal d’individus en bonne sant¢.

* Historique d'utilisation en toute sécurité.

* Identification diagnostique précise (traits de phénotype et de génotype).

* Absence de la capacité de couper les sels des acides biliaires.
Sécuritaires * Aucun effet indésirable.

» Absence de génes responsables de la résistance aux antibiotiques localisés
dans des eéléments non stables.

» Compétitivité vis-a-vis du microbiote habitant I’écosystéme intestinal.

* Capacité a survivre et a maintenir l'activité métabolique et a se développer
sur le site cible.

* Résistance aux sels biliaires et aux enzymes.
. * Résistance au faible pH dans l'estomac.
Fonctionnelles

« Compétitivité vis-a-vis des espéces microbiennes habitant 1’écosystéme
intestinal (y compris les espéces étroitement apparentées).

* Activité antagoniste vis-a-vis des agents pathogenes.

» Résistance aux bactériocines et aux acides produits par le microbiote
intestinal.

*Adhésion et capacit¢ a coloniser certains sites particuliers au sein de
I’organisme hote, avec un taux de survie dans le systéme digestif.

* Production facile de quantités élevées de biomasse et productivité élevée
des cultures.

* Viabilité et stabilité des propriétés souhaitées des bactéries probiotiques
pendant le processus de préparation (congélation, lyophilisation), et de
distribution de produits probiotiques.

Technologiques * Taux de survie élevé lors du stockage dans les produits finis (en conditions
aerobies et micro-aérophiles).

» Garantie des propriétés sensorielles souhaitées des produits finis (dans le
cas de l'industrie alimentaire).

» Stabilité génétique.

* Résistance aux bactériophages
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I1.3.Principaux microorganismes probiotiques

En raison de la définition bien établie, le terme probiotique doit étre réservé a des cellules
vivantes qui peuvent étre des bactéries, principalement les especes des genres Lactiplantibacillus
et Bifidobacterium, des levures non pathogénes, c’est le cas de Saccharomyces cerevisiae. Par
ailleurs, d’autres genres et espéces peuvent étre également considérés comme probiotiques
notamment, Escherichia coli, Streptococcus thermophilus, Enterococcus feacium,
Saccharomyces boulardii, Propionibacterium, Leuconostoc et Pediococcus (Tableau 2)
(Tamang et al., 2016 ; Tufarelli et Laudadio, 2016).

Tableau 2. Principaux probiotiques a usage humain (Yépez et al., 2015 ; Grangette et
Trottein, 2021).

Lactobacillus Bifidobacterium Lactococcus Enterococcus

L. acidophilus B. bifidum L. lactis subsp. Lactis E. faecalis

L. rhamnosus B. animalis L. lactis subsp. cremoris E. faeclum

L. gasseri B. breve

L. casei B. infantis Others

L. reuteri B. longum S. thermophilus

L. bulgaricus B. lactis P. freudenreichii
L. plantarum B. adolascentis P acidilactici

L. salivarus S. cerevisiae

L. johnsonii S. boulardi

L. fermentum L. mesenteroides
L. helveticus E. coli strain Nissle
L. delbrueckii subsp. bulgaricus Some Bacillus spp.

I1.4. Généralité sur le probiotique Lactiplantibacillus plantarum (L. plantarum)

L. plantarum est une bactérie lactique, mésophile non pathogéne, sous forme batonnet a Gram
positive, aéro-anaérobie facultative, catalase négative, non sporulée, généralement immobile et
ses cellules sont souvent organisées en chaines, capable de cultiver a des températures comprises
entre 15 et 45°C, une bonne croissance est remarquée en présence de 4 a 6% de NaCl et a des
valeurs de pH entre 4 et 9 (Al-Tawaha et Meng, 2018 ; Mao et al., 2021).

L.plantarum est 1’'une des espéces les plus largement réparties dans une large gamme de niches
écologiques notamment la cavité buccale, le tractus gastro-intestinal et les cavités vaginales.

Cette bactérie est utilisée dans la fermentation des produits laitiers, des produits végétaux, ainsi
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que dans les formulations probiotiques (De Montijo-Prieto et al., 2019). L. plantarum se
caractérise par un métabolisme hétéro-fermentaire, donc elle est désignée comme
Streptobacterium ou elle appartient au groupe B, capable de fermenter différents aliments. De ce
fait, elle est utilisée comme starter dans la production des aliments fermentés (Ferrando et al.,
2016 ; Isa et Razavi, 2017).

I1.5. Mode d’action des probiotiques

Certains probiotiques font partie de la microflore intestinale humaine, tandis que d'autres,
exercent indirectement leurs effets de maniére transitoire en passant par le remodelage ou
I'influence de la communauté microbienne existante. De ce fait, ils ne colonisent pas toujours le
tube digestif pour exercer leurs effets. D’une maniére générale, les probiotiques sont capables
d’exercer leurs effets bénéfiques selon trois mécanismes principaux a savoir 1’effet barricre,
I’amélioration de la fonction barriére de la muqueuse intestinale et la modulation du systéme

immunitaire (Monteagudo-Mera et al., 2019 ; Kazmierczyk-winciorek et al., 2021).

L’effet barriere des probiotiques, consiste & empécher ou limiter la colonisation de la muqueuse
intestinale par les bactéries pathogenes. Cette inhibition de I’adhésion bactérienne peut étre due a
la compétition pour les sites de liaison dans la muqueuse intestinale, a la production de
bactériocines a large spectre d’inhibition et des métabolites tels que les acides gras a chaine
courte induisant une diminution du pH peu favorable a la croissance bactérienne ou a des

biosurfactants ayant une activité antimicrobienne (Pickard et al., 2017 ; Juturu et Wu, 2018).

I1.6. Survie au cours du transit digestif

Aprés ingestion des probiotiques, le premier obstacle est I'environnement stomacal, plus
précisément le suc gastrique, qui est extrémement acide. Le pH de I'estomac est généralement
communément compris entre 1 et 2,5 et le temps de vidange gastrique est d'environ 2 h (Kim et
al., 2016). Par conséquent, tout microorganisme probiotique doit avoir une tolérance élevée a
I’acidité stomacale qui peut étre améliorer par 1’ingestion de nourriture en méme temps (Shehata

etal., 2016).

Les probiotiques ne peuvent pas survivre dans des conditions acides pendant 2 h en raison d'une
perturbation des activités métaboliques et cytoplasmiques. Puisque le passage a travers I'estomac
est inevitable pour que le probiotique atteigne la cible, la résistance aux acides est considérée
comme une propriété indispensable d'un systeme efficace d'administration de probiotiques (Kim
et al., 2016). Cette résistance pourrait étre expliquée par un mécanisme inductible appelés Acid

Tolerance Response (ATR) qui met en jeu la transcription de certains genes, avec synthése
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d’enzymes et de protéines protectrices pour les microorganismes. Cette propriété serait
notamment due a la capacité des enzymes a éliminer les protons de son cytoplasme grace a des
pompes a ATP spécifiques ou de produire des ions ammoniacs qui tamponnent le milieu

cellulaire et y maintiennent un pH alcalin (Cotter et Hill, 2003 ; Sanchez et al., 2007).

Ensuite, au niveau de l’intestin gréle, les acides biliaires et les enzymes digestives (lipases,
protéases, amylases, etc.) affectent la viabilité des probiotiques. L'une des principales fonctions
des acides biliaires dans le lumen est de promouvoir la digestion et I'absorption des lipides
ingérés. Cependant, ils présentent également des propriétés antibactériennes, agissant comme des
détergents qui perturbent les membranes cellulaires. Certains probiotiques sont capables de
synthétiser des hydrolases de sels biliaires (BSH), qui hydrolysent les acides biliaires en acides
biliaires non conjugués et en glycine (Yao et al., 2020). Cette activité enzymatique qui est la
déconjugaison des sels biliaires, grace a la présence d’une enzyme appelée « Bile Salt Hydrolase
» (BSH EC 3 .5.1.24) (Cholyglycine hydrolase) (Figure 8) coupe la liaison peptidique des acides
biliaires, ce qui entraine I'élimination du groupe des acides aminés du noyau stéroide
(Sivamaruthi et al., 2020).

Un autre mécanisme de résistance est 1’extrusion active des acides biliaires et des sels qui
s’accumulent dans le cytoplasme par I’intermédiaire de pompes d’efflux. Un mode d’action
commun de bactéries probiotiques contre la toxicité de la bile. Ce mécanisme est réalisé grace
aux systemes Multidrung Resistance (MDR) (Lubelski et al., 2007 ; Sivamaruthi et al., 2020).
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Figure 6. Mécanismes de réponse biliaire identifiés et caractérisés chez les lactobacilles (Begley
et al., 2006).
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A Structure chimique des acides biliaires. ® Réaction catalysée par les enzymes BSH. ©
Détection de l'activité de BSH. L. plantarum, qui a été cultivé toute la nuit dans du bouillon
MRS, a été ensemenceé sur de la gélose MRS (Difco) (A) ou MRS additionnée de 0,2% (poids /
volume) d'acide glycodésoxycholique (dérivé de la bile) et incubé en anaérobie pendant 48
heures. Le blanc précipite autour des colonies et la clarification du milieu indiquent I’activité de

la BSH.

I1.7. Encapsulation des bactéries probiotiques

La micro-encapsulation est utilisée pour ameéliorer la résistance et la viabilité des probiotiques
pendant le stockage et dans le tractus gastro-intestinal (acidité gastrique, enzymes digestives et
sels biliaires), et aussi pour assurer leur libération au niveau intestinal (Zhu et al., 2021 ; Eratte
etal., 2018 ; Yao et al., 2020).

Les applications de I’encapsulation des probiotiques sont nombreuses notamment dans les
industries alimentaires et pharmaceutiques. Cette technique a été constamment développée,
améliorée, modifiée et adaptée a une multitude de domaines (cosmétique, agroalimentaire,
textile, peinture, électronique... : Figure 10) (De Prisco et al., 2016 ; Peanparkdee et al.,
2016).
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fabrication des Maintenir la starter

aliments viabilité des
probiotiques
dans le tractus
gastro-intestinal

Figure 07. Applications de la micro-encapsulation des bactéries lactiques

(Kavitake et al., 2018).
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I1.8. Activité antioxydante des souches probiotiques

Au cours des dix dernieres années, 1’activité antioxydante des souches probiotiques et des

produits apparentés a été freqguemment signalée. Différentes souches de bactéries probiotiques

pouvaient exercer leur capacité antioxydante de différentes manieres (Figure 10) (Tang et al.,
2016 ; Zhao et al., 2017).
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= - de I’héte
Chélation des ions folate, GSH
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Métabolites des
probiotiques folate,
GSH

Production
enzymatique ERO

Nrf2 MAPK  NFkB PKC

Antioxydases de
I’héte CAT ,
SOD

Les enzymes antioxydantes
Détoxification des protéines

Figure 08. Modulation de I’activité antioxydante par les probiotiques (Wang et al., 2017)

Les probiotiques modulent 1’activité antioxydante par plusieurs voies (Wang et al., 2017) :

e lls chélatent les ions métalliques ;

e |ls possédent leurs propres anti-oxydases ;

e lls produisent des métabolites antioxydants ;

o llsrégulent positivement les activités anti-oxydases de I'hote ;

e lls augmentent les niveaux de métabolites antioxydants de I'héte ;

e lIsrégulent les voies de signalisation ;

e lls régulent négativement les activités des enzymes produisant des ERO ;

e lls régulent le microbiote intestinal.

I1.8.1. Systéeme d’enzymes antioxydants: Les probiotiques ont egalement leurs propres

systemes enzymatiques antioxydants notamment les inhibiteurs enzymatiques et non

enzymatiques. L'une des plus connues de ces enzymes est la superoxyde dismutase (SOD). Le
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superoxyde est I'un des ERO (espéces réactives d’oxygene) les plus abondants produits par les
mitochondries, tandis que la SOD catalyse la décomposition du superoxyde en peroxyde
d'’hydrogéne et en eau. Elle est donc un régulateur central des niveaux de ERO (Wang et al.,
2017).

La catalase (CAT) participe a la défense antioxydante cellulaire en décomposant le peroxyde
d'hydrogene, empéchant ainsi la génération de radicaux hydroxyles. Ainsi que le glutathion
peroxydase (GSH-PX). Ces derniers jouent un role essentiel dans la gestion du stress oxydant
(Spyropoulos et al., 2011).

I1.8.2. Métabolites antioxydants : Les probiotiques peuvent produire divers métabolites ayant
une activité antioxydante, tels que le glutathion (GSH), le folate et le butyrate. Le folate est une
vitamine qui est impliquée dans de nombreuses voies métaboliques (L'efficacité de la réplication,
de la réparation et de la méthylation de I'ADN est affectée par la disponibilité de folate) (Endo et
al., 2013 ; Mishra et al., 2015).

11.8.3. Capacité de chélation des ions métalliques : L’acide éthyléne diamine tétra- acétique
(EDTA), [I’acide batho-phénanthroline disulfonique (BPS), la pénicillamine et Ia
desferrioxamine, ont été rapportés pour capturer les ions métalliques principalement les ions
ferriques (Fe*?) et cuivriques (Cu*?) et donc empécher la catalysation de I'oxydation (Wang et
al., 2017 ; Aguilar-Toala et al., 2020).

I1.8.4. Régulation du microbiote intestinal : Les probiotiques sont des habitants réguliers du
tractus gastro-intestinal des humains et des animaux, et ils peuvent réguler la composition du
microbiote intestinal et inhiber la prolifération excessive de bactéries nocives, ce qui peut
contribuer a réduire le stress oxydatif. Lactiplantibacillus et Bifidobacterium, les genres de
probiotiques les plus courants, produisant d’acide lactique, et de 1'acide propionique. Peuvent
abaisser le pH intestinal et supprimer la croissance de diverses bactéries pathogenes pour

maintenir I'équilibre de la flore intestinale (Wang et al., 2017 ; Yue et al., 2020).

11.9. Probiotiques dans les matrices vegétales

De nos jours, en raison de la demande croissante d’aliments aux propriétés fonctionnelles et
bénéfiques pour la santé, les infusions de plantes (menthe, thé vert, verveine odorante) riches en
composés phénoliques ont été largement étudiées en tant qu’additifs fonctionnelles dans les

systemes alimentaires (Cutrim and Cortez, 2018 ; Najgebaue-lejko, 2019).
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Les plantes et leurs infusions ont été utilisées pour fortifier les aliments en tant que conservateur,
aromatisants, agents meédicinaux et additif alimentaires a travers I’histoire. De nombreuses
plantes et leurs mélanges (menthe, thé vert, verveine odorante) sont utilisés pour traiter des
affections mineures et améliorer la santé et le bien étre en générale (Rodino et Butu, 2019).

Les boissons fonctionnelles constituent un segment important des produits alimentaires
fonctionnels en raison des avantages pour la santé qu'elles procurent. Récemment, l'utilisation de
plantes médicinales et aromatiques dans la production de boissons fermentés (BF) est devenue de

plus en plus populaire en raison de leur contenu spécifique en nutriments (Males et al., 2022).

L'utilisation des plantes médicinales et des probiotiques a récemment gagné un intérét depuis
I'interdiction de l'utilisation des antibiotiques. Les plantes médicinales sont chargées de plusieurs
minéraux, phytochimiques tels que les alcaloides, les saponines, les flavonoides, les phénols, les
tannins etc. Elles permet de réaliser de multiples activités biologiques. Les probiotiques, quant a
eux, repeuplent le tractus gastro-intestinal (TGI) de bactéries bénéfiques qui contrélent I'action

des agents pathogenes et leur population (Omolere et al., 2020).
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Etude Expérimentale Il. Matériel et Méthodes

Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire de contrble de qualité de la faculté des

sciences de la nature et de la vie de I’Université de Jijel, durant la période Mai- juin 2022.

11.1. Matériel

11.1.1. Matériel biologique : Dans cette étude, nous avons utilisé ce qui suit :

Souches bactériennes : Il s’agit d’'un mélange de deux souches de bactéries lactiques
fournies par Mr. Khennouf (Laboratoire de biotechnologie, environnement et santé de
I’université de Jijel), Lactiplantibacillus plantarum codée S10 et Lactiplantibacillus
plantarum codée BCX1. De mémes, trois souches a Gram®™ et a Gram™ a savoir
Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa ont été utilisées au
cours de cette étude pour effectuer le test de la co-agrégation in vitro.

Matrice végétale : Trois plantes médicinales a savoir verveine odorante, menthe et thé vert
ont été achetées sous la forme séchée et utilisées au cours de cette étude.

Les cellules épitheéliales : Les cellules épithéliales du poulet ont été préparées au niveau du
laboratoire et elles ont servi pour étudier la capacité d’adhésion des probiotiques in vitro.
Les enzymes : Les enzymes suivantes ont été utilisées au cours de cette étude, il s’agit de la
pepsine (2000U/ml), d’a-amylase (75U/ml) et la pancréatine (100U/ml).

11.1.2. Produits chimiques et réactifs : Les produits chimiques et réactifs utilisés lors de notre

étude se résument en :

e Alcools: Ethanol.

e Tampons: Tampon phosphate; Tampon phosphate salin PBS.

e Acides : Acide trichloro-acétique (TCA) ; Acide ascorbique, acide gallique.

e Sels : Chlorure d’aluminium (AIClz) ; Chlorure de calcium CaCl, (0.5M et 0.3M) ;
Chlore de potassium KCI (0.5M) ; Chlore de sodium NaCl (2M) ; Bicarbonate d’ammunium
NHs (CQOs)2 (0.5M) ; Carbonate de sodium (7.5%) ; FeSOs, MgClz(H20)s (0.15M),
KH2P0O4(0.5M) ; Carbonate de sodium (Na2COs).

e Acides et Bases : HCI (6M), NaOH (1M).

e Autres : Folin-Ciocalteu (1/10) ; DPPH ; Peroxyde d’hydrogéne ; Sels biliaires.

11.1. 3. Appareillage : L’ensemble du matériel utilisé lors de notre étude est le suivant :

e Agitateur magnétique chauffant (Heidolph MR 3002).
e Autoclave (Slli AVX éléctric), Four pasteur (Memmert), Etuve (Memmert).

e Balance électronique (Kern EMB 600-2), Balance analytique.
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e Centrifugeuse.

e Spectrophotométre UV.
o Vortex.

e pH métre (HANNA).

o Réfrigérateur (ENIEM).

e Microscope optique.

11.2. Méthodes

11.2.1. Preparations des infusions des plantes, Analyse physicochimiques et activités
biologiques

11.2.1.1. Préparations des échantillons et des infusions des plantes médicinales : Les trois
plantes, verveine odorante, menthe et thé vert ont été nettoyés avec 1’eau distillée afin d’éliminer

toutes impuretés, puis découpées manuellement en morceaux.

Afin de préparer I’infusion de chaque plante et d’extraire leurs composés bioactifs, nous avons
opté pour le protocole décrit par Yong et al. (2022) avec quelques modifications. Pour préparer
10% d’extraits végétal, 10g de chaque plante ont été homogénéisés dans 100ml d’eau distillée
stérile a I’aide d’un homogénéisateur. Le mélange a été incubé pendant 30 minutes dans un bain-
Marie (70°C) suivi d’une centrifugation (20 min, 2000 tr/min & 4°C). Le surnageant clair a été
utilisé comme extrait aqueux végétal. Ensuite, ’extrait aqueux de chaque plante (10%) a été

dilué a 2,5% d’eau distillée stérile en mélangeant une partie avec 3 parties d’H20.

Figure 09. Aspect des trois infusions des plantes
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11.2.1.2. Contrdle des parametres physicochimiques
11.2.1.2.1. Détermination de la teneur en eau (Normes francaise V04-208-Sep 1996) : La
teneur en eau a été determinée selon la norme Francaise V04-208. Des capsules vides sont
séchées a I’étuve durant 15 min a 103+2°C, puis tarées aprés refroidissement dans un
dessiccateur. Ensuite, 3g de chague échantillon ont été pesés dans chacune des capsules puis
placer dans une étuve réglée a 103+2°C pendant 3 heures. Les capsules sont retirées de 1’étuve et
pesées apres refroidissement. L’opération a été répétée jusqu’a 1’obtention d’un poids constant,
en réduisant la durée de séchage a 30min pour éviter la caramélisation (Acourene et Tama,
1997)
La teneur en eau est calculée selon la formule suivante :
H (%) = (M1-M2) /P x100
Avec

e H %: Humidité.

e M1 : Masse de la capsule contenant la mati¢re fraiche avant I’étuvage (g).
e M1 : Masse de la capsule contenant la mati¢re fraiche apres I’étuvage (g).
e P: Masse de la prise d’essai (g).

La teneur en matiére séche est calculée comme suite :
Matiére séche (%) =100 — H (%)

11.2.1.2.2. Mesure du pH : Le pH de chaque infusion a ét¢é mesuré a I’aide d’un pH métre
numérique, avant I’analyse, le pH meétre a été étalonné avec des solutions tampons commerciales
de pH 7,0 et 4,0. Ensuite, 50 ml de chaque échantillon ont été places dans un bécher de 200 ml et
agités continuellement avec un agitateur magnétique, la valeur du pH enregistrée sur 1’écran de

pH métre a été notée (Zou et Jiang, 2016).

11.2.1.2.3. Détermination du taux des solides solubles : Le taux de solides solubles (TSS),
exprim¢é en degré Brix, a été déterminé a I’aide d’un réfractométre. Une goutte de chaque
échantillon a été mise sur la plaque du refractometre préalablement nettoyée avec 1’eau distillée
et séchée. Le degré Brix a ¢été lu directement sur 1’échelle a I’intersection de la limite entre la

frange claire et la frange foncée (Doukani et Tabak, 2015). Les mesures ont été répétées 3 fois.

11.2.1.2.4. Détermination des cendres : Les creusets vides déja peses ont recu chacun 10 g de
de I'échantillon correspondant puis, placer dans un four a moufle pendant 3-5h a 550°C. A la
sortie du four les creusets ont été placés dans un dessiccateur pour le refroidissement, puis peses.

Les creusets ont été a nouveau réchauffés pendant une demi-heure puis refroidis et pesée. Cette
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opération a été répétée jusqu'a ce que le poids devienne constant (de couleur blanche ou blanc
grisatre) (Doukani et Tabak, 2015).

On calcule avant tout tenure en cendres par la formule suivant (NFV05-113,1972) :
Cendre%=(M1-M2) /p x100
La tenure en matiére organique est calculée comme suit :

Matiére organique (%) =100-cendre (%0)

Avec :

MO% : matiére organique

M1 : masse de la capsule la prise d’essai (g)
M2 : masse de la capsule les cendres(g)

P : poids de la prise d’essai (g)

11.2.1.2.5. Mesure de la conductivité électrique : La conductivité électrique a été déterminée
selon la méthode de Zou et Jiang (2016). L électrode de conductimétre (BIOBLOCK, Belgium)
a été plongée dans un bécher contenant 30 ml d’échantillon, la lecture s’est faite directement sur

I’afficheur du conductimeétre a 23°C. Les mesures ont été répétées 3 fois.

11.2.1.2.6. Détermination de la teneur en sucres totaux : La technique utilisée est celle decrit
par Dubois et al. (1956). 2 ml de chaque infusion ont été placés dans des tubes a essai, puis, 0.05
ml d’une solution de phénol a 80% et 3 ml d’acide sulfurique concentré ont été ajoutés, suivi
d’une agitation lente et légére. Le mélange réactionnel a été laissé pendant 10 min a une
température de 30°C (apparition de la couleur jaune rouge) puis la réaction a été stoppee par un
courant d’eau froide.

La mesure de 1’absorbance est faite a 490 nm et le taux de sucre a été calculé par usage de la

courbe d’étalonnage.

11.2.1.3. Analyses phytochimiques

11.2.1.3.1. Polyphénols totaux : La teneur en polyphénols totaux a été déterminée en suivant le
protocole décrit par Jablonska-Rys et al. (2016). Brievement, dans des tubes a hémolyse en
verre contenant un volume de 200 ul de chaque infusion, 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué
10 fois a été ajouté. Apres 5 min de repos, 800 pl d’une solution de carbonate de sodium (7.5%)

ont été ajoutés dans chaque tube. Ensuite, les tubes ont été agités et incubés a température
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ambiante a 1’obscurité pendant 1h et ’absorbance a été lue a 765 nm. La teneur en composés
phénoliques de chaque infusion a été déterminée graphiquement par régression linéaire de la
courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

11.2.1.3.2. Flavonoides totaux : La teneur en flavonoides de I’extrait a été déterminée selon la
méthode décrite par Benhamada et Idoui (2020). 1 ml de chaque infusion a été mélangé avec 1
ml de chlorure d’aluminium a 2%, le tous ont été incubé pendant 10 min a 1’obscurité et a
température ambiante. Apres cette période d’incubation, 1’absorbance a été mesurée a 430nm.
Cette teneur a été déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage établie avec de la quercétine
11.2.1.3.3. Saponines : La détection des saponifies est réalisée en ajoutant un peu d’eau a 2 ml
de I’infusion et la solution a été fortement agitée. Ensuite, le mélange est laissé au repos pendant
20 min. La présence des saponosides est évaluée comme suit (Kasmi et al., 2017) :

e Pas de mousse = test négatif

e Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif
e Mousse de 1-2 cm = test positif

e Mousse plus de 2 cm = test trés positif

11.2.1.4. Activités antioxydants

11.2.1.4.1. Capacité antioxydant totale (TAC) : Un volume de 0.3 ml de chaque infusion est
mélangé avec 3 ml d’une solution du réactif suivant : acide sulfurique 0.6 M (1ml), phosphate de
sodium 28mM (1ml) et molybdate d’ammonium 4 mM (1ml). Les tubes ont été vissés et incubés
a 95°C pendant 90 min. Aprés refroidissement, 1’absorbance des solutions a été mesurée a 695
nm contre le blanc qui contenait 3 ml de la solution du réactif et 0.3 ml du méthanol et il a été
incubé dans les mémes conditions (Prieto et al., 1999).

La capacité antioxydant totale est exprimée en milligramme équivalents d’acide ascorbique par

gramme de la matic¢re séche (mg EAA/g MS) a partir de la courbe d’étalonnage.

11.2.1.4.2. Test au DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) : L’activité¢ anti-radicalaire des
échantillons a été déterminée en utilisant la méthode décrite par Prabha et Vasantha (2011).
Pour se faire, un volume de 500 pl de chaque infusion a été ajouté a 5ml d’une solution
éthanolique fraichement préparée du 2,2-diphényl-2-picryle hydrate de hydrazyl (DPPH)
(0.02mM), le mélange a ét¢ soumis a une incubation pendant 30 min a 1’obscurité a température
ambiante, et I’absorbance a ¢t¢ mesurée en triples a 517 nm, contre un blanc contenant
uniquement le DPPH et 1’éthanol et un contrdle réalisé en remplacant 1’infusion par le Trolox
comme un antioxydant de référence.

Le pourcentage d’inhibition du radical libre de DPPH est calculé selon 1'équation :
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1% = [(A bilanc- A &chantillon) / A blanc] X 100

Avec : A= absorbance

11.2.1.4.3. Réduction du fer : Le pouvoir réducteur du fer des différents extraits a été evalué
selon la méthode décrite par. Cette méthode est basée sur la réduction de I’ion ferrique (Fe®*") en
ion ferreux (Fe?"). 1 ml de chaque infusion a été mélangé avec 2.5 ml d’une solution tampon
phosphate 0.2 M (pH 6.6) et 2.5 ml d’une solution de ferricyanure de potassium KsFe (CN)s a 1
%. Les mélanges ont ¢ét¢ incubés a 50 °C pendant 20 min. Ensuite, 2.5 ml d’acide
trichloracétique (10 %) ont été additionnés pour arréter la réaction. Aprés centrifugation des
tubes, 2.5 ml du surnageant de chaque infusion ont été mélangés avec 2.5 ml d’cau distillée et
0.5 ml de FeCls.

La lecture de I’absorbance a ét¢ mesurée a 700 nm contre un blanc. De plus, 1’acide ascorbique a
¢té utilis€é comme controle positif, dont I’absorbance a ét¢ mesurée dans les mémes conditions
que les échantillons testés. L’augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du

pouvoir réducteur des extraits testés (Zbadi et al., 2018).

11.2.1.5. Activité Anti-inflammatoire in-vitro

Nous avons utilisé la méthode de stabilisation de la membrane HRBC avec quelque
modification. Une quantité du sang a été prélevée a partir des volontaires sains (la personne ne
doit pas étre sous traitement antibiotique ou anti-inflammatoire) et mélangée a un volume égal de
solution d'Alsevers stérile (2% dextrose, 0.8 % de citrate de sodium, 0.5 % d'acide citrique et 0.5
% d'acide citrique et 0.42 % de NaCl dans de I'eau distillée). Le mélange obtenu a été centrifugé
a 3000 rpm pendant 10 min. Ensuite, les cellules emballées ont été lavées deux fois avec de I’eau
physiologique. Une suspension a 10% v/v a été préparée avec une solution de [’eau
physiologique (1ml sang dans 9ml 1’eau physiologie) ; 1ml de ce dernier a été mélangé avec 1 ml
d’échantillon.

Le contrdle a été préparé en utilisant 1ml I’eau distillée avec 1ml de sang.

Tous les mélanges de dosage ont été incubés a 56 °C pendant 30 min et centrifugés a 3 000 rpm
pendant 20 min et la teneur en hémoglobine de chaque surnageant a €té estimée par

spectrophotométrie a 560 nm (Kar et al., 2012).

Le pourcentage de stabilisation (PS) a été calculé a l'aide de la formule suivante :
PS = (Acontrole - Atest/ Acontréle) X100
Avec : A= absorbance

25



Etude Expérimentale Il. Matériel et Méthodes

11.2.2. Revivification des souches et standardisation de I’inoculum

Cette étape consiste a relancer et cultiver le mixtes de deux souches lactiques de
Lactiplantibacillus plantarum (S10 et BCX1) dans le bouillon Man- Rogosa et Sharp (MRS),
puis les incuber a 37°C pendant 24h. La revivification sera suivie par une vérification de la
pureté des souches par la réalisation d’un ensemencement par strie sur la gélose MRS a partir des
tubes ou la pastille blanche et le trouble ont été apparus. En vue de confirmer cette pureté, une
observation macroscopique (aspect des colonies) et microscopique (coloration de Gram) ont été
faite aprées la période d’incubation (Wang et al., 2021).

Pour la fiabilit¢ de chaque test, la connaissance de la charge de I’inoculum reste primordiale,
pour cela, nous avons appliqué la méme technique, avec les mémes conditions et le méme milieu
de culture pour la standardisation de 1’inoculum de chaque souche : un volume de 1ml de chaque
culture bactérienne a été inoculé dans 10 ml du bouillon MRS, puis incubé a 37°C pendant 24 h ;
au terme d’incubation, la DO de la culture a été ajustée a 0.7 (620 nm) puis des dilutions
décimales ont été réalisées dans 1’eau physiologique stérile jusqu’a 10°. La gélose MRS a été
ensemencée a partir des dilutions 10 ,10°, 10° et le dénombrement a été effectué aprés une
incubation a 37°C pendant 24/48h. Le nombre de cellules vivantes par ml de culture est exprimé

en UFC/ml selon la formule suivante (Wang et al., 2021) :

Nombre UFC/ml=X C/V (n1+ 0.1n2) d
Avec :

C : Nombre de colonies sur boites de chaque dilution retenue ;
V : Volume de la suspension bactérienne déposée sur boite (ml) ;
n; : Nombre de boites correspondant a la plus faible dilution ;

n, : Nombre de boites correspondant a la plus forte dilution ;

d : Correspond a la plus faible dilution.

11.2.3. Encapsulation des souches probiotiques

L’encapsulation des probiotiques a été effectuée en suivant le protocole décrit par Pupa et al.
(2021) avec quelques modifications. 2ml d’une culture de 20h de chaque souche (dans le
bouillon MRS) a été centrifugé (15minutes, 500009) et le culot obtenu a subi deux lavages par
I’eau physiologique stérile, puis suspendu dans 10ml d’eau physiologique (suspension a

encapsuler).

Cette suspension a ét¢ mélangée a 90ml de la suspension aqueuse d’alginate de sodium (1%

pH7) préalablement stérilisée a 1’autoclave (120°C, 20min) ce qui a permis d’obtenir un
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inoculum bactérien. Ce dernier a été introduit dans une seringue de Sml surmontée d’une aiguille
de taille (22G). La pression manuelle exercée sur le piston de la seringue, a permis de laisser
tomber goutte a goutte le contenu de la seringue dans une solution stérile de CaCl, (0.5M,
300ml). Aprés un temps de contact d’une heure, les gouttes gélifiées (les billes formées)
obtenues ont été séparées de la solution de CaCly, cette derniere a été aspiree plusieurs fois a
’aide une micropipette. Les billes obtenues ont été rincées deux fois avec I’eau distillée stérile et

conservées dans 1’eau physiologique a 4°C jusqu’a leur utilisation.

11.2.4. Evaluation de quelques aptitudes probiotiques des souches mixtes in vitro

11.2.4.1. Résistance aux pH gastrique : Afin d’évaluer la capacité des souches a survivre dans
un milieu similaire a celui stomacale (acide), nous avons opté pour le protocole modifié décrit
par Riane et al. (2019). En bref, 0.5ml d’une culture jeune de mixte de L. plantarum (S10 et
BCX) a éte introduit séparément dans 5 ml de bouillon MRS déja ajusté a pH 2, pH 3 et pH 4.
Ensuite, la densité optique a été mesurée a 620 nm apres 2h d’incubation a 37°C. Le pourcentage
de survie a été calculé par la comparaison des valeurs de la DO de la culture dans le bouillon
MRS aux différents pH :

% de survie = (DO MmRs pH acide / DO MmRs pH 5.8) X100
Avec : pH acide (pH2, pH3 et pH4)

11.2.4.2. Résistance aux sels biliaires : Pour connaitre la capacité de la mixture des souches
Lactiplantibacillus plantarum (S10 et BCX1) a croitre en présence des sels biliaires, nous avons
utilisé la méthode décrite par Riane et al. (2019) avec des modifications mineures. Avant la
réalisation de ce test, une étape de récupération de culot bactérien a été effectuée par une
centrifugation a 5000 rpm/10min de la culture jeune, suivie de deux lavages par le PBS, le culot
bactérien final a été suspendu dans un volume du méme tampon (PBS), puis un volume de 1 ml
des cellules bactériennes préparées a été mis dans deux tubes a essais contenant 6 ml du PBS, le
premier additionné de 0.3 % de sels biliaires, et le deuxiéeme sans sels (témoin), le tout a été
incubé a 37°C pendant 4h.

La résistance des souches aux sels biliaires a été estimée par une mesure de la densité optique a

620 nm, et le taux de la survie a été déterminé par la formule suivante :

% de survie = [DO sels biliaires'/ DO Témoin] X 100
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11.2.4.3. Hydrophobicité des surfaces cellulaires : L’évaluation de 1’hydrophobicité¢ de la
culture mixte a été faite selon la méthode décrite par Bouridane et al., (2016). Le culot bactérien
(culture de 18h) a été récupéré par centrifugation a 12000 rpm /15min suivi par deux lavages
successifs puis remis en suspension dans 1.2 ml de Tampon phosphate salin (PBS). Les cellules
ont été ensuite ajustées a une densité optique approximativement a 0.7 (DO initiale). Ensuite 0.6
ml du xylene, chloroforme, toluéne et éthyle d’acétate a été ajouté doucement a 3 ml de la
suspension bactérienne. Ce mélange a été incubé 10 min a 37°C apres agité en utilisant un vortex
pendant 2 min, aprés 15 min d’incubation a température ambiante, la densité optique de la phase

aqueuse a été mesurée a 450 nm.
L’hydrophobicité de la surface cellulaire (H%) est calculée par 1’équation suivante :
H% = [(DO initiale —DO finale) / DO initiale] x100

11.2.4.4. Auto-agrégation et Co-agrégation : L’auto-agrégation a été évaluée selon la technique
décrite par Beldarrain-lznaga et al. (2021) avec des modifications mineures. Briévement,
Lactiplantibacillus plantarum S10 et Lactiplantibacillus plantarum BCX1 ont été cultivées dans
un bouillon MRS. Apres une période d’incubation a 37 °C pendant 18h, le culot bactérien a été
récupeéré par centrifugation (5000 rpm/ 15 min), lavé deux fois avec du tampon PBS (pH 7.2) et
remis en suspension dans 4 ml du méme tampon ; une agitation de 10 secondes a été procédée et
I’absorbance de la suspension initiale a ét¢ mesurée (Ao). Aprés une incubation a 37°C pendant
3h, I’absorbance a ét¢ déterminée a une longueur d’onde de 620nm.
Le pourcentage d’auto-agrégation a été exprimé en fonction du temps, en utilisant la formule
suivante :
Auto-agrégation (%) = (Abso—Abst / Abso)

Avec :

e Abs;: DO at heure d’incubation ;

e Absg: DO ato.
Pour la Co-agrégation, la suspension cellulaire des souches a été préparée de la méme maniére
que le test d’auto-agrégation. Un volume égal de mixte L. plantarum (S10 et BCX1) et de la
souche test (2 ml) a été mélangé pendant 10 secondes par un vortex suivi d’une incubation a
37°C sous agitation pendant 3h. L’absorbance du mélange (Amix) a été mesurée a 620 nm apres

3h d’incubation.
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La préparation des cultures pathogénes (Escherichia coli ATCC 3569, Pseudomonas aeruginosa
ATCC2753(C) et Staphylococcus aureus ATCC29522 (A)) a été effectuée comme suite : un tube
du bouillon nutritif a été ensemencé par une colonie de chaque espece et le tout a été incubé a
37°C pendant 24h (pour chaque souche). Les cellules ont été récoltées par centrifugation a
5000rpm/15min, lavées deux fois avec PBS et leurs absorbances a 620 nm a été ajustée a 0.7
(Sui et al., 2021).

Le pourcentage de Co-agrégation a été déterminé comme suit :

Co-agrégation % = [(ALactobacillustApathogene) — Amix] / [(ALactobacillus+ Apathogene)] X100

I1.2.4.5. Capacité d’adhésion aux cellules épithéliales: Ce test a été réalisé dans le but
d’évaluer la capacité des souches a adhérer aux cellules épithéliales. La méthode décrite par Lin

et al., (2007) avec des modifications, a été appliquée selon les étapes suivantes :

e Préparation de cellules épithéliales : les cellules épithéliales du poulet ont été fournies
par Pr. Idoui puis diluées jusqu’a la dilution 10,

e Préparation des cellules bactériennes : Le culot bactérien d’une culture de 18h a été
récolté par centrifugation a 6000 rpm pendant 10 min ; suivi par deux lavages par le
PBS, le culot a été repris dans 2ml de méme tampon suivis d'une observation a I’aide
d’un cellule de mallasses pour confirmer que le nombre est approximativement de 108
cellules/ml.

e Réalisation de test : 1 ml de la culture bactérienne a été mélangé avec 1 ml de la
dilution 10 de la suspension des cellules épithéliales déja préparées suivie par une
incubation a 37°C pendant 45 min. Un frottis coloré avec le cristal violet 0.1% pendant
5 min a eteé réalisé. L adhésion est évaluée par examen au microscope optique a caméra
(Gx100).

Le test est considére positif si le nombre de cellules adhérées est supérieur a 15.

11.2.5. Activité antioxydant du mixte des souches in vitro
L’activité antioxydant du mixte des souches probiotiques a été évaluée par le test du peroxyde
d’hydrogeéne (H202), du radical libre 2, 2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) et I’estimation de

pouvoir réducteur.

I1.2.5.1. Résistance a la toxicité du peroxyde d’hydrogéne (H202 Scavenging Activity) : La
technique décrite par Li et al., (2012) a été appliquée avec des modifications mineures. Une

culture d’une nuit (Lactiplantibacillus plantarum S10 et Lactiplantibacillus plantarum BCX1) a
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été ensemencée a raison de 1% (V/V), dans le bouillon MRS contenant 0.4, 0.7 et 1.0 mM de
peroxyde d’hydrogene, un témoin a été préparé dans les mémes conditions. L’ensemble des
tubes a été incubé a 37°C pendant 6 h.

La densité optique a été mesurée pour estimer la croissance cellulaire a la longueur d’onde 620

nm.

11.2.5.2. Piégeage des radicaux libres 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

La technique commence par la préparation de la suspension bactérienne et son surnageant. Cette
étape consiste a faire une centrifugation (6000rpm, 10min, culture de 18h) pour la récupération
des cellules bactériennes et leurs surnageants. Pour cela, le culot cellulaire a été lavé deux fois et
repris en suspension dans le Tampon Phosphate Salin (PBS), avec un ajustement de 1’absorbance
4 0.8 (environ 108 UFC/ml) (Das et Goyal et al., 2015).

Réalisation de test : La capacité de piégeage des radicaux libres de mixte des souches L.
plantarum (S10 et BCX1) a été étudiée selon la méthode proposée en 2021 par Wang et ses
collaborateurs avec des modifications mineures. Pour chaque 500ul de chaque préparation
bactérienne (ou surnageant), 3 ml d'une solution fraichement préparée de 2,2-diphényl-2-
picrylehydrate de hydrazyl (DPPH) (0.05 mM) a été ajouté et incubé en obscurité pendant 30
min.

L'absorbance a été mesurée a 517nm, et le pourcentage d'activité de piégeage des radicaux a été

calculé selon I'équation :

Scavenging activity (%) = [1 — (Ae—Ag)/Ac] x100
Avec :

e A E : Absorbance de I’échantillon ;
e A : Absorbance du blanc ;
e A : Absorbance du contrdle.

11.2.6. Survie dans des solutions simulées a celles du tube digestif

11.2.6.1. Préparation des solutions méres des liquides simulés de la digestion : Cette étape
consiste a preparer des solutions simulées a celles de la digestion (solution équivalente au liquide
salivaire, liquide gastrique et solution du liquide intestinal). La composition des liquides est
mentionnée dans le tableau 3. Les solutions préparées ont été autoclavées a 120°C pendant 15

min.
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Tableau 3. Composition des solutions simulées de la digestion (Minekus et al., 2014).

Solu_tion meére Solution mere Solution mere
ajouté a ajouté a ajouté a
500 ml (LS) 500 ml (LG) 500 ml (L)
KCI (0.5M) 15.1 ml 6.9 ml 6.8 ml
KH2PO4 (0.5M 3.7ml 0.9 ml 0.8 ml
NaHCOs (1M) 6.8 ml 12.5 ml 42.5 ml
NaCl (2M) / 11.8 ml 9.6 ml
MgCl2(H20)6(0.15M) 0.5ml 0.4 ml 1.1 ml
NH4 (COs3)2 (0.5M) 0.06 ml 0.5ml /
HCI (6M) 0.09 ml 1.3 mil 1.4 ml
LS : Liquide salivaire LG : liquide gastrique LI : Liquide intestinal

11.2.6.2. Protocole expérimental de la digestion bucco-gastro-intestinale in vitro :
La réalisation de ce protocole porte sur I’application de la méthode préconisée par Minekus et
al. (2014). Le protocole a pour but de :

e Tester la viabilité et la survie des deux souches libres et encapsulées aux conditions
bucco- gastro-intestinales.

e Tester I’effet des infusions (matrices alimentaires comme véhicules de la bactérie
probiotique) sur la viabilité et la survie des deux souches mixtes libres et encapsulées
aux mémes conditions de la digestion.

e Tester la bio accessibilité des composés phénoliques des infusions dans ces conditions,
et I’effet de la combinaison de ces extraits avec les bactéries sur ses aptitudes a survivre

dans les mémes conditions.

Le protocole de la digestion bucco-gastro-intestinale in vitro a comporté trois parties (Figure
12).
Digestion orale :
e Un volume de 10 ml de la suspension bactérienne a été mélangé avec 50 ml du liquide
salivaire (a amylase (75U/ml) / pH 7)
e Incubé 2 min a 37°C dans I’agitateur incubateur (Memmert).
e Apres cette période, un aliquote de 25 ml a été récupéré afin de réaliser les tests (survie,

aptitude probiotique et activité antioxydante).
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Digestion gastrique :
e 35 ml de la phase orale ont été mélangés avec 35 ml de liquide gastrique (pepsine
(2000U/ml)) dont le pH a été ajusté a 3 avec HCI (6M).
e Le mélange a été incubé sous agitation a 37°C pendant 2 heures.
e A lafin de la digestion gastrique, 25 ml a été prélevé pour la réalisation des différents

tests cités ci-dessus (digestion orale).

Digestion intestinale :
e Un volume de 45 ml de la phase gastrique a été dilué avec 45 ml de liquide intestinal ou
le pH a été ajusté a 7 avec NaOH (1M) et additionné de sels biliaires et de la pancréatine.
e Incubation pendant 2 heure supplémentaire du mélange résultant.
e Apres le temps de digestion, la phase intestinale a été récupérée afin de tester la survie et
la viabilité des cellules ainsi que d’évaluer 1’activité antioxydante (piégeage des radicaux

hydroxyles, piégeage des radicaux libre de DPPH).
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< 10 ml d’échantillon + 50ml de liquidD

V

60 ml Phase Orale

75pga-amylase (75U/ml)
250u1 CaCl2 (0.3M) @
: E 35 ml de la phase orale + 35ml de liquide
Incubation pendant

2min & 37°C, pH7 gastrique

200pg pepsine (2000U/ml) 70 ml Phase Gastrique

250p1 CaCl2 (0.3M) @

45 ml de la phase gastrique + 45ml de liquide
Incubation pendant
2h a 37°C,

pH3 +HCI (6m) ﬁ
375ugPancréatine + 400mg sels
biliaires + 200ul CaCl2 (0.3M)
90 ml Phase Intestinale

Incubation pendant 2h a ? @

37°C, pH7+NaOH
(1M) Stockage a froid

Figure 10. Schéma de la digestion bucco-gastro-intestinale in vitro (Minikus et al., 2014).
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11.2.6.3. Effet de la digestion sur la survie, D’activité antioxydant et les aptitudes
probiotiques des souches in vitro
11.2.6.3.1. Evaluation de la survie et la viabilité des cellules : Nous nous sommes intéressés a
étudier ce qui suit :
v Survie et viabilité de la culture libre et encapsulée aprés chaque phase de digestion ;
v'Survie et viabilité de la culture a T= 0h dans les infusions (Les infusions ensemencées par

les billes ont été laissées 1h a température ambiante avant la réalisation de ce test) ;

La détermination de la survie repose sur une comparaison du nombre de bactéries viables apres

chaque phase de digestion, avec le nombre initial. Deux tests ont été appliqueés :

Mesure de la densité optique : chaque échantillon de chaque étage digestif a été soumis a une

lecture spectrométrique a 620 nm ;

Le dénombrement direct sur boite de Pétri :

v A l’aide d’une pipette stérile, nous prélevons 1ml de chaque contenu digestif que I’on
introduit dans un tube a essai contenant 9 ml d’eau Physiologique stérile, nous obtenons
alors la dilution 10, & partir de cette derniére on refait la méme opération pour aboutir a
la dilution 10°°.

v’ L’ensemencement est réalisé en étalant en double 1ml de la dilution 10°° en surface de la
gélose MRS préalablement coulée et Solidifiée.

v L’incubation s’est effectuée a 37°C pendant 48h. Apres cette durée, on dénombre les

colonies bactériennes.

11.2.6.3.2. Evaluation de ’activité antioxydant et anti inflammatoire :
Cette activité a été évaluée apres la phase orale, gastrique et intestinale par 1’application des

mémes tests déja décrits précédemment (Partie 11.2.1.4 et 11.2.1.5).

11.2.6.3.3. Evaluation des aptitudes probiotiques des souches : évaluée Apres la phase

intestinale, les tests probiotiques déja décrits précédemment ont été appliqués (Partie 11.2.4).

11.2.7. Effet de la digestion sur la biodisponibilité des sucre, polyphénols et des flavonoides
in vitro

Ce test a été réalisé sur les extraits et les infusions par le dosage des polyphénols et des
flavonoides aprés chaque phase de digestion. Les mémes méthodes déja décrites ont été
appliquées (partie 11.2.1.2.6 et 11.2.1.3).
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11.2.8. Effet de la digestion sur la survie, I’activité antioxydant, anti-inflammatoire et les
aptitudes probiotiques de mélange de L. plantarum S10 et BCX1 en présence des infusions
in vitro

Ce test a été réalisé afin d’évaluer 1’effet d’une matrice alimentaire sur la survie, la viabilité, les
aptitudes probiotiques ainsi que ’activité antioxydant et anti-inflammatoire de la bactérie apres
chaque phase de digestion. Les méthodes utilisées sont les mémes déja décrite en haut (Partie
11.2.1.4, 11.2.1.5 et 11.2.4).

Dans le méme objectif, un dosage des polyphénols et des flavonoides aprés chaque phase de

digestion a été effectué avec usage des mémes protocoles utilisés précédemment.

11.2.9. Analyse statistique

L’analyse statistique des résultats des différents parameétres est faite pour des expériences
réalisées au moins trois fois par le Logiciel SPSS. Ces résultats sont présentés comme une
moyenne * écart type.

L’effet significatif a été évalué par le test de « Student ». Les résultats sont jugés statistiquement
différents avec un seuil de signification supérieur a 95% lorsque « P <0.05 ».

(P>0.05) : effet non significatif (NS).

(P<0.05) : effet significatif.

(P<0.01) : effet tres significatif.

(P<0.001) : effet hautement significatif.
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Résultats et Discussion

I11. 1. Qualité et activités biologiques des infusions (menthe, thé vert, verveine odorante)
111.1.1. Parameétres physicochimiques

111.1.1.1. Teneur en eau et en matiére seche : La figure 11 regroupe les résultats de la teneur
en eau et en matiere séche des trois infusions (Thé, menthe, verveine). L’analyse statistique a

montré une différence hautement significative (p< 0.01).

120

M Teneur en eau
100

B Matiere séche

60 -

valeur en %

20 -

thé Menthe verveine

Figurell. Taux d’humidité et de matiére séche des trois infusions.

Les résultats ont montré que la teneur en eau pour les infusions theé, menthe et verveine est égale
a 97.60+0.405% ; 86.75+0.445 % et 90.57+1.825% respectivement (p<0.01). Nos résultats sont
en accord avec ceux d’Adepo et al. (2010) qui ont obtenu des valeurs comprises entre
74.81+0.057% et 81.66+1.52%, dans leurs travaux sur les plantes.

Concernant la matiére seche, les résultats ont montré que la teneur des infusions thé, menthe et
verveine est égale a 5.03£0.079%, 6.04+0.112% et 4.25+0.196% respectivement.

D’aprés Athamena (2009), les facteurs qui peuvent influencer la teneur en eau sont 1’age de la
plante, la période du cycle végétatif et méme les facteurs génétiques. Cette variation de la teneur
en eau peut étre due aussi aux différentes conditions environnementales a savoir 1’exposition aux
différentes conditions pédoclimatiques, répartition géographique et la date de la récolte (Ruiz et
al., 2011).

111.1.1.2. pH : Le pH est une indication du nombre d’ion hydrogéne qui se forment dans un
certain volume d’eau ou de solution (Saad et al., 2015). Les résultats obtenus sont illustrés par la

figure ci-dessous.
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Figure 12. pH des trois infusions.

D’aprés la figure 12, les infusions thé, menthe ont présenté un pH acide qui varie entre
5.23+0.008, 5.93+0.018 respectivement, en revanche celui de 1’infusion de verveine est proche
de la neutralité (pH 6.58+0.012). L’analyse statistique a montré une différence hautement
significative (p< 0.01).

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux de Razzaghi et al. (2020), qui ont réalisé une
étude sur les mémes plantes et ont obtenu un pH d’environ pH 6.1 et 6.2 dans le thé et la menthe

respectivement.

111.1.1.3. Taux des solides solubles : Les solides solubles représentent I’ensemble de tous les
solides dissous dans 1’eau, incluant les sucres, les sels, les protéines et les acides carboxyliques
(Djafri et al., 2021). La lecture de ces résultats a montre une différence hautement significative
(p< 0.01) et que la valeur du °Brix de la menthe (1.5 °Brix) est supérieure a celle de la verveine
(1 °Brix) et du thé (0.5 °Brix). Nos résultats sont similaires a ceux de Mooliani et Nouri (2021),

qui ont trouvé des valeurs de solides solubles de 1’extrait de la menthe entre 1 et 2 %.

111.1.1.5. Teneur en cendre : La figure 13 illustre les résultats de la teneur en cendre. Le taux
de cendre permet d'évaluer le degré de propreté de la plante. L’expression cendres totales est un
terme se rapportant a la partie inorganique d'un échantillon alimentaire restant aprés que
I'échantillon a brdlé a 600 °C pendant deux heures. Ce résidu contient les oligo-éléments
essentiels tels que le calcium, le phosphore, le sodium, le potassium, le magnésium et le

manganese (Ouedraogo et al., 2021).
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Figurel3. Teneur en cendre des trois infusions.

Il est bien connu que le taux en cendre représente la valeur totale en sel minéraux d’un produit.
D’apres les résultats obtenus, la teneur en cendre des plantes thé, menthe et verveine est
relativement élevée dans la menthe 6.263+£0.389% et le thé 5.036+£0.104%. Cependant la valeur

est plus faible pour la verveine 4.66+0.459%.

Ouedraogo et al. (2021), ont mené des études sur les plants médicinaux et ils ont obtenu des
teneurs en cendre variant de moins de 1% a plus de 12 %. Dans une étude menée par Adepo et
al. (2010), la variation de la teneur en cendre des plantes était entre 2.4+0.3 et 3.07+0.08%, elle

est inférieure a celle trouvée dans notre étude.

D’apres les résultats obtenus, la variation de la teneur en cendre des plantes peut s’expliquer par
la provenance géographique des échantillons, les conditions climatiques et les caracteres
édaphiques des sols, ou méme a des facteurs génétiques.

111.1.1.6. Conductivité électrique : La figure 14 regroupe les résultats de la conductivité

électrique des infusions (menthe, thé, verveine).

Selon Saad et al. (2015), la conductivité électrique pourrait étre utilisée comme indicateur de
I’activité antioxydant. C’est une mesure da la facilité avec laquelle un courant électrique peut
traverser 1’eau ou une autre solution ou suspension, et il est affecté par la présence de faibles

électrolyte, pH et température.

38



Résultats et Discussion

160
140

120
£100

/C

u
8

(o2}
o

conductivité eléctrique
S
o
o

N
o

o

Thé Menthe  Verveine

Figure 14. Conductivité électrique des trois infusions
Les résultats du graphe nous montrent que la valeur de la conductivité électrique de la menthe est
de 148.86+0.471, elle est supérieure a celles du thé (105.53+0.953 ps/cm) et de la
verveine (103.33+0.205 ps/cm). Selon Rodier (2009), la conductivité d’un liquide dépend
largement de la température, du pH de la solution, de la valence des ions, du degré d’ionisation,

de ’humidité et du taux des cendres.

111.1.1.7. Teneur en sucre totaux : Les résultats de la teneur en sucre totaux de chaque infusion
sont mentionnés dans la figure 15.

La figure 15 montre que la teneur en sucre totaux des infusions varie entre 0.175+0.005 et
3.15+£0.09 mg /100 g (p<0.01). Par comparaison, il apparait que la menthe (3.15+0.09) et la
verveine (2.95+£0.02) renferment les teneurs les plus élevées, la plus faible est celle du thé

(0.17520.005 mg /100 g).
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Figure 15. Teneur en sucres totaux des trois infusions.
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111.1.2. Composition phytochimique
111.1.2.1. Teneur en polyphénols totaux : Le dosage de ces composés a été réalisé en utilisant

le réactif de Folin-Ciocalteu.

Les teneurs en polyphénols totaux des infusions (menthe, thé verveine) sont illustrés dans la
Figure 16. La détermination de ces résultats a été faite en utilisant 1’équation de la régression
linéaire a partir de la courbe d’étalonnage établie par 1’acide gallique (y=7.59 x + 0.0084 et
R=0.98) et exprimées en mg EAG /100ml. L’analyse statistique a montré une teneur hautement
significative (P<0.01).

D’aprés les résultats obtenus, les infusions de thé, de menthe et de verveine renferment
respectivement une quantité en polyphénols totaux de 139.42+1.147 et 106.25+9.088 et 59.06
+1.900mg EAG/100ml (P<0.01).
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Figure 16. Teneur en polyphénols des trois infusions.

Shubha et Bhatt (2021) ont obtenu une teneur en polyphénols de thé égale a 218.52mg EAG
/100g qui est supérieure a celles trouvées dans notre étude. De méme Stagos et al. (2012) ont
obtenu une teneur en polyphénols de la menthe 138 mg/100g. Par ailleurs, I’étude menée par

Touati et al. (2021) a montré que verveine renferme une teneur de 67.86+0.03 mg/100g.

Plusieurs facteurs peuvent influencer la teneur en composés phénoliques comme les conditions
de culture, la variété et les facteurs géographiques qui peuvent également modifier la teneur en

composés phénoliques des plantes (Chou et al., 2021).
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111.1.2.2. Teneur en flavonoides : D’apres 1’histogramme illustré dans la Figure 17, nous avons
obtenu une teneur en flavonoides de 608.44+6.97ug EQ/100 ml, correspondant au thé,
749.401+10.24 ng EQ/100 ml de menthe alors que, dans la verveine une teneur de 454.41+10.84
ug EQ/100ml a été obtenue (P< 0.01).

Les résultats présentés dans la figure 17, montrent que les concentrations en flavonoides sont
trés différentes dans les trois infusions. La teneur en flavonoides était de 749.40 ng/100ml de
menthe, 454 .41ug/100ml de verveine et 608.44 1g/100 ml de thé.

Samir et al. (2016) ont trouvé une teneur en flavonoide de la menthe 41,57+1,8 mg EQ/g.

800
700
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -+
100 -

0 -

teneur en flavonoides pg
EAQ/100 ml

Thé Menthe Verveine

Figure 17. Teneur en flavonoides des trois infusions.
111.1.2.3. Test saponines
La figure 18 illustre les résultats de saponines des trois infusions (Thé, Menthe, Verveine).
D’aprés les résultats obtenus, on remarque une mousse de hauteur de moins de 1 cm dans les

tubes des trois infusions (Thé, Menthe, verveine), donc un test faiblement positif.

Figure 18. Test saponines des trois infusions
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111.1.3. Activité antioxydant

111.1.3.1. Capacité antioxydant totale (TAC) : La capacité antioxydant totale est exprimé en
milligramme équivalent d’acide ascorbique par gramme de la matiére séche (mg EAA/g MS) a
partir de la courbe d’étalonnage donnée en annexe I. Les résultats sont résumés dans la figure

19.
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Figure 19. Capacité antioxydant totale des trois infusions.

Nous constatons que ’activité antioxydant totale du thé est élevée (140+0.48 mg EAA/100ml)
moyenne pour la menthe (84.465+1.995mgEAA/100ml) et relativement faible pour la verveine,
(60.995+7.595 mg EAA/100ml).

Ghédira et Goetz (2017) ont travaillé sur la verveine et ils ont trouvé une capacité antioxydant
totale de 1’ordre de 173.5+0.044 mg EAA/100g d’extraits aqueux.

111.1.3.2. Activité de piégeage de radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) : Le
radicale DPPH est un composé radicalaire qui a été largement utilisé pour tester la capacité de

piégeage des radicaux libre (Mbacké Diop et al., 2020).

42



Résultats et Discussion

100
90
r 80
&
a 70
3 60
o
% 50
&
g 40
o
o 30
3
X 20
10
0
Trolox Menthe Verveine

Figure 20. Pourcentage d’inhibition du radical DPPH des trois infusions.

D’aprés les résultats obtenus (Figure 20), nous avons trouvé que les valeurs de 1’activité
antioxydant sont avérées plus importantes pour la verveine 88.78+0.28% comparativement a
celles de menthe 85.55+0.8% et du thé 88.78+0.28%. L’étude menée sur la menthe par Diop et

al. (2021), a montré des valeurs d’inhibition aux différentes concentrations de 38%, 57% et 73%.

111.1.3.3. Pouvoir réducteur du fer (FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power) : Les
résultats représentés dans la figure 21, montrent 1’évolution du pouvoir réducteur des infusions

(thé, menthe, verveine) exprimés en pg équivalent d’acide ascorbique/ ml.
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Figure 21. Pouvoir réducteur du fer des infusions.

Les résultats obtenus ont montré que les trois infusions ont une activité a réduire le fer. Il
apparait que la meilleure activité est celle du thé, suivie de la menthe puis la verveine (P<0.05).
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Selon Djenidi et al. (2020), le pouvoir réducteur est un indicateur significatif de I’activité
antioxydant d’une substance, il est basé sur la capacité des composes phénoliques a réduire le
complexe ferrique (Fe3+) de couleur jaune en fer ferreux (Fe2+) de couleur bleu verdatre, dont

I’intensité est proportionnelle au pouvoir réducteur.

111.1.4. Activité anti-inflammatoire des infusions : Les anti-inflammatoires sont les composés
qui aident a surmonter une condition physique localisée dans n’importe quelle partie du corps
qui devient rouge, enflée, chaude et souvent douloureuse, surtout en réaction a une blessure ou a

une infection (Katiyar et al., 2016).
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Figure 22. Activité Anti inflammatoire des trois infusions.

L’infusé de menthe a montré un pourcentage plus élevé (54.48+3.18%) que celui du thé
(24.60£1.64%) et de la verveine (49.28+2.095%) avec une différence significative (P<0.05).

Lima et al. (2020) Brahmi et al. (2018) ont montre que les flavonoides et les polyphénols sont
des produits naturels bien connus pour les plantes qui possedent plusieurs propriétés biologiques

notamment 1’activité anti inflammatoire.

111.2. Pureté des souches et Encapsulation de la mixture des souches :

Le matériel biologique utilisé dans cette étude est une culture mixte de deux souches de L.
plantarum (S10 et BCX1) qui a donnée, sur gélose MRS, de petites colonies blanchatres et
crémeuses ayant le méme aspect, la méme couleur et la méme forme, 1’observation

microscopique a montré des cellules a Gram®, de forme batonnet disposés en paires.

Les résultats de la standardisation de l’inoculum ont montré qu’un ml de la culture de L.
plantarum (S10 et BCX1) obtenu aprés 24h d’incubation a 37°C, donne une moyenne de 3.35 %

10° UFC/ml.
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Les deux souches de L. plantarum ont été encapsulées dans 1’alginate de sodium dont la forme
des billes est de type sphérique ou ovale. La figure 23 illustre une masse de billes obtenues.
Apres libération des cellules emprisonnées, nous avons obtenu une concentration finale estimee a

2.50x10%ellules/bille. Le poids d’une bille est en moyenne de 5.6 mg.

Figure 23. Photographie des billes d’alginate de sodium a 1%.

111.3. Evaluation in vitro de quelques aptitudes probiotiques des L. plantarum

111.3.1. Résistance au pH gastrique : L'acidité de I'estomac humain (pH 1 a 4.5) constitue I’un
des principaux obstacles que la flore microbienne doit affronter pour assurer sa prolifération
(Kusharyati et al., 2020). Les résultats de la résistance des L. plantarum a 1’acidité simulée a
celle de I’estomac sur des milieux a pH allant de pH 2 a pH 4 apres 2 heures d’incubation sont

présentés dans la figure 24.
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Figure 24. Taux de survie des L. plantarum sur des milieux aux différents pH.
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D’aprés les résultats de cette figure, nous remarquons que le taux de survie diminue en fonction
de I’abaissement de pH jusqu’a atteindre un minimum de 44.32+0.242% et 49.99+0.208% de

viabilité a pH 2 pour la culture libre et encapsulée.

Par ailleurs, a pH 3 et 4, la culture libre a montré un taux de survie de 45.99+0.404% et 74.03+
4.299% respectivement. Tandis que, la culture encapsulée a présenté le meilleur taux de survie
avec 64.6+£0.374% et 84.71+0.211%. Dans une étude menée sur différentes souches de genre
Lactobacillus par Anandharaj et al. (2015), le taux de survie était compris entre 34.41% et
45.22% a pH 2.

111.3.2. Résistance aux sels biliaires : La concentration physiologique de la bile humaine est
comprise entre 0.3% et 0.5%. Une concentration de 0.3% est souvent considérée comme critique

pour la sélection des souches probiotiques résistantes (Guo et al., 2010).

Au reflet de la Figure 25, nous remarquons que les souches mise au test ont un taux de survie
d’environ 72+1% ; 85.5+2.5% pour la culture libre et la culture encapsulée respectivement. Ce
qui indique, une trés bonne résistance aux sels biliaires pour la culture encapsulée avec un taux
de survie supéricur a 80% aprés un temps d’exposition de 4h dans un milieu simulant les

conditions du duodénum a une concentration de 0.3% de sels biliaires.

En outre, nos résultats sont identiques a ceux obtenus par Anandharaj et al. (2015), qui ont
obtenu un pourcentage de tolérance variable entre 37.26% et 89.34% en présence de 0.3% de
sels biliaires avec L. plantarum. Cette capacité de résistance aux sels biliaires a été rapportée par

plusieurs auteurs (Topcu et al., 2020 ; Sui et al., 2021).
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Figure 25. Survie des L. plantarum en présence de 0.3% de sels biliaires.
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111.3.3. Hydrophobicité des surfaces cellulaires: Dans ce test, nous avons évalué
I’hydrophobicité de la surface cellulaire de mixtes de L. plantarum (S10 et BCX1) libre vis-a-vis
de quatre solvants, le xyléne (solvant apolaire), le toluene (solvant monopolaire), le chloroforme
(solvant acidique monopolaire, accepteur d’électrons) et 1’éthyle acétate (solvant basique

monopolaire, donneur d’électrons) et les résultats obtenus sont mentionnés dans la figure 26.
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Figure 26. Pourcentage d’hydrophobicité des L. plantarum.

D’aprés les résultats, nous remarquons que les pourcentages d’hydrophobicité sont relativement
variables selon la nature des solvants. Le mixte des L. plantarum (S10 et BCX1) a montré une
meilleure hydrophobicité avec 1’éthyle acétate, xyléne, toluéne, dont les pourcentages étaient de
78.15£1.05%, 67.175%+0.325% et 57.75+2.25% respectivement, alors qu’une hydrophobicité

modéree a été obtenue avec le chloroforme (42+2%).

Ces résultants sont proches de ceux des études menées par Huidrom et Sharma (2018), qui ont
montré que cette capacité est due a la variation de la composition des polymeres de surface qui

sont principalement responsable des propriétés d’adhérence des isolats probiotiques.

L’étude menée par Handa et Sharma (2016), a montré que L. plantarum avait un pourcentage
de 50.8% d’hydrophobicit¢ au xyléne, 36.10% au toluéne, 9% au chloroforme et 20.4% a

I’éthyle acétate.

D’aprés Ekmekci et al. (2009), I’hydrophobicité des lactobacilles est classée comme faible si le
pourcentage d’affinité est entre 0 et 35%, modéré entre 36 et 70% et forte entre 71-100%. Sur la

base des résultats obtenus, on déduit que les surfaces de notre souche sont hydrophobes.

47



Résultats et Discussion

L’hydrophobicité de la paroi cellulaire est une propriété physico-chimique qui facilite le premier
contact entre les microorganismes et les cellules hotes. Ce test permet d’évaluer le potentiel de
colonisation « bactérie-cellules intestinale » par les interactions hydrophobes (Oelschlaeger,
2010). Ce paramétre est influencé par les facteurs du milieu et 1’dge de la bactérie ainsi que par

sa structure (Baillif et al., 2010).

111.3.4. Auto-agrégation/co-agrégation : La propriété d’auto-agrégation est considerée comme
un caractere important de 1’adhésion, car elle facilite la colonisation temporaire des probiotiques
dans le tractus gastro-intestinal humain et protége 1’hote par la formation de biofilm. D’aprés les
résultats obtenus, nous constatons que le mixte des souches étudiées ont une capacité modérée

d’auto-agrégation avec un pourcentage de 97.65 % respectivement apres 3 heures d’incubation.
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Figure 27. Photomicrographie de 1’auto-agrégation de mixte de L. plantarum (Gx100)

L'observation microscopique a également confirmé la formation des regroupements cellulaires et

la présence des agrégats (figure 27).

La détermination de la co-agrégation est une méthode fiable pour 1’évaluation de I’interaction
étroite entre les bactéries pathogeénes et les lactobacilles, ces dernieres empéchent la colonisation
des pathogénes par la libération des substances antimicrobiennes et par la formation des barrieres
(Kachouri et al., 2015).

Nos resultats ont montré que le mixte de L. plantarum (S10 et BCX1) avait une meilleure

capacité de co-agrégation avec S. aureus et P. aeruginosa avec un pourcentage respectif de
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61.67+£0.025% et 66.28+0.28 %. Cependant, un pourcentage de 66.88+0.28% est obtenu avec E.
coli (Figure 28).
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Figure 28. Pourcentage de Co-agrégation des L. plantarum avec les trois souches pathogénes.

111.3.5. Résultat préliminaire d’Adhésion aux cellules épithéliales : La capacité des bactéries
probiotiques a adhérer aux constituants du tractus gastro-intestinal est 1’une des propriétés
essentielles pour la sélection des microorganismes comme étant probiotiques (Servin et
Coconnier, 2003).

Avant la réalisation de ce test, une confirmation de I’absence de contaminants microbiens des
cellules épithéliales d’origine animale (Iléon du poulet) a été procédée sous microscope, dont la

photographie illustre que le tissu est dépourvu de contaminants.

La figure 29 représente 1’observation microscopique ou le test est considéré comme positif car le

nombre de cellules de L. plantarum adhérentes est supérieur a 15 (Lin et al., 2007).

(A) (B)

Figure 29. Photomicrographie de I’adhésion des L. plantarum aux cellules épithéliales (Gx100).
(A) : Cellules bactériennes de L. plantarum (S10, BCX1) adhérées (B) : Cellule épithéliale saine.
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111.4. Activité antioxydante in vitro de la culture mixte libre et encapsulée

111.4.1. Résistance au peroxyde d’hydrogéne (H20: Scavenging Activity) : L'effet du
peroxyde d'hydrogéne sur la viabilité des L. plantarum est représenté par la Figure 30.

En se référant aux résultats obtenus sur le milieu témoin, nous remarquons que le mixte de
souches de L. plantarum montre une résistance vis-a-vis du stress induit par les différentes
concentrations d’H20;. Les résultats ont révélé que la culture libre préserve sa viabilité et 62.5

+0.002% pour la culture encapsulée apres une exposition a I1mM d’H20o.

L’étude menée par Li et al. (2012), a montré que 11 souches de L. plantarum ont une tolérance
au peroxyde d’hydrogene apres 8 heures d’incubation, malgré les variations du degré de viabilité
d’une souche a I’autre. De nombreuses souches de Lactobacillus se sont avérées réesistantes au

peroxyde d’hydrogéne aux divers degrés (Wang et al., 2006).
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Figure 30. Effet du peroxyde d'hydrogéne sur la viabilité du mixte L. plantarum souche libre et

encapsulée.

Le mécanisme par lequel les lactobacilles résistent au peroxyde d’hydrogene différe selon les
espéces et selon les souches de la méme espéce. Chez la souche Shirota de Lacticaseibacillus
casei, I’expression constituée du systéme thiorédoxine-thiorédoxine réductase jouant un réle
important dans la tolérance a I’oxygeéne et au peroxyde d’hydrogéne. Par ailleurs, il est bien
¢tabli que le NADH peroxydase décompose 1’H202 et que certaines souches de L. plantarum
produisent de la pseudo catalase qui agit également pour décomposer le peroxyde d’hydrogéne
(Serata et al., 2016).
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111.4.2. Activité de piégeage des radicaux libres 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) : Les
résultats obtenus sont illustrés par la Figure 31, ou le surnageant de la culture mixte de L.
plantarum encapsulée a révélé une forte capacité de piégeage des radicaux libre de DPPH avec
un taux d’inhibition de 87.82+0.265%. Par ailleurs, le taux d’inhibition du surnageant de la

culture libre était plus important (83.29+0.84%).
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Figure 31. Capacité du mixte de L. plantarum libre et encapsulée a piéger les radicaux libres de
DPPH.

Nos résultats sont meilleurs a ceux trouvés par Zhang et al. (2014), qui ont testé la capacité de
certaines souches de lactobacilles a piéger les radicaux libres et ils ont montré que le taux
d’inhibition du surnageant était plus important (63.2%) que celui de la suspension bactérienne

avec un taux supérieur a 50%.

L’activité de piégeage des radicaux libres de lactobacilles pourrait étre due a des enzymes
antioxydantes intracellulaires notamment NADH oxydase ; Catalase et NADH peroxydase
libérees apres la lyse cellulaire ; les lysats de cellules de certains lactobacilles peuvent également
contenir des composé antioxydants non enzymatique tels que le glutathion et le thiorédoxine
(Zhang et al., 2011).

111.5. Digestion buco-gastro- intestinales des infusions (thé vert, menthe, verveine)
Ce test a pour objectifs, d’évaluer la stabilité, la bioaccessibilit¢ des polyphénols, des
flavonoides ainsi que 1’activité antioxydant aprés chaque phase de la digestion, et d’évaluer

¢galement I’activité anti-inflammatoire aprés la phase intestinale.

I111.5.1. Teneur en sucre totaux :
La Figure 32, regroupe les résultats de la teneur en sucre totaux des trois infusions aprés la

digestion bucco-gastro-intestinale (cette parametre n’est pas étudier auparavant).
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Figure 32. Teneur en sucre totaux apres la digestion bucco-gastro-intestinale

Selon I’histogramme mentionné sur la Figure 32, on remarque une diminution continue de la
teneur en sucre apres le passage dans chaque étage digestif.

111.5.2. Effet sur la teneur en polyphénols et en flavonoides : L’effet de la digestion bucco-
gastro-intestinale sur la bioaccessibilité des composés actifs (polyphénols, flavonoides) est
présenté sur les Figures 33 et 34.

Selon I’histogramme mentionné sur la Figure 36, on remarque une diminution continue de la

teneur en polyphénols et en flavonoides aprés le passage dans chaque étage digestif.
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Figure 33. Teneur en polyphénols apres la digestion bucco-gastro-intestinale.

52



Résultats et Discussion

800 HThé
700 B Menthe
600 verveine

500

400

300

200

100

teneur en flavonoides pg EQ/ 100ml

i111

Sans traitement Phase orale Phase gastrique Phase intestinale

Figure 34. Teneur en flavonoides apres la digestion bucco-gastro-intestinale

La proportion des polyphénols pouvant arriver a I’intestin pendant la digestion bucco-gastro-
intestinale est de 13.74+1.69 mg EAG/100ml, 8.82+0.575mg EAG/100ml et 4.66%

0.485mgEAG/100ml pour le thé, la menthe et la verveine respectivement.

Dans le cas des flavonoides, nous constatons que la fraction bio disponible dans I’infusé¢ de thé
au niveau intestinal (169.86+0.67ug EQ/100ml) est plus importante que celle de la menthe
(151.58+1.435 ug EQ/100ml) et de la verveine (100.2+0.14ugEQ/100ml) (Figure 34).

Laib et al. (2021) ont révélé que le contenu phénolique total du thé vert diminue de 190 mg
EAG/g avant digestion a 30 mgEAG/g apres digestion simulée. Par ailleurs, les résultats de Wu
et al. (2015) ont montré également que la concentration en polyphénols totaux du thé vert a été
réduite de 6.12 % apres digestion gastro-intestinale in vitro. La teneur en flavonoides de 1’extrait
(1.10+0.45 mg EQ/d’extrait sec) est supérieure a celles observées dans les trois phases digestives
: phase orale, gastrique et intestinale et qui sont de 0.96+0. 12 mg EQ/g d’extrait sec, 0.90+0.15
mg EQ/g d’extrait sec et 0.702+0.20 mg EQ/g d’extrait sec. D’apres les résultats, la digestion au
niveau des trois étages digestifs affecte significativement la teneur en composés bioactifs
(P<0.05).

La diminution de la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides lors de la digestion in vitro
peut-étre due a la sensibilité de ces composés bioactifs aux conditions de I’environnement du
tractus digestif (pH, oxygene dissous résiduel et espéces réactives a 1’oxygene) ou a leur

structure et leur localisation dans la matrice alimentaire (Donlao et Ogawa, 2018).
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C’est pour cela que les interactions des polyphénols avec les principaux composants alimentaires
a savoir les protéines, les glucides, les fibres et les lipides doivent également étre prises en
compte. Ces interactions peuvent conduire a des formations complexes et, par conséquent,
provoquer des changements dans la structure chimique des polyphénols, le poids moléculaire et
la solubilité au cours de la digestion simulée, ce qui entraine une baisse de leurs teneurs. Les
polyphénols liés aux protéines, glucides fibres ou lipides sont a la fois mal extractibles et a peine
solubles dans les fluides gastro-intestinaux (Ng et Ogawa, 2019 ; Laib et al., 2021).

Par ailleurs, certains auteurs suggérent que la transition des polyphénols du milieu gastrique a
I’intestinal provoque certains changements structurels et conduit a la dégradation et la

diminution de la teneur ces composeés bioactifs (Laib et al., 2021).

I11.5.2. Effet sur Pactivite antioxydant des infusions in vitro : L’activité antioxydant des
infusions (menthe, thé, verveine) est déterminée aprés chaque phase digestive

111.5.2.1. Capacité antioxydant totale :

Nous remarquons que la capacité antioxydant totale est diminué au cours du passage dans le
tractus gastro intestinal. Les valeurs de la capacité des infusions theé, menthe, verveine est de
88.27+0.0075mgEAA/g ;59.3£1.1mgEAA/g et 39.97+0.769mgEAA/g au niveau buccal, de
40.71+£0.415mgEAA/g ; 29.31+0.81mgEAA/g et 29.25+0.25mgEAA/g au niveau gastrique et le
taux atteint 24.32+1.14mgEAA/g; 20.33+0.295mgEAA/g et 19.68+0.33mgEAA/g au niveau

intestinal.
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Figure 35. Capacité antioxydant totale des infusions apreés la digestion bucco gastro-intestinale.
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111.5.2.2. Activité de piégeage des radicaux 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) :
L’activité¢ de piégeage des radicaux DPPH a diminué apres chaque phase de digestion pour
atteindre dans la phase intestinale 29.17+0.03%, 27.75+0.45% et 30.75+0.55% pour le thé,
menthe et verveine respectivement.
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Figure 36. Pouvoir de piégeage des radicaux DPPH des infusions apreés la digestion.
Par ailleurs, pour le cas du trolox qui a été utilisé comme un standard, le taux de piégeage de
radicaux DPPH aprés la phase intestinale était de 19.44+0.685%, c’est-a-dire inférieur au
pourcentage observé avec 1’infusion thé, menthe et verveine. D’apres les résultats, la digestion

au niveau des trois étages digestifs affecte significativement la capacité antioxydante (P<0.05).

111.5.2.3. Pouvoir réducteur du fer : Les résultats du pouvoir réducteur des trois infusions apres
la digestion bucco-gastro intestinale sont illustrés dans la Figure 37. D’aprés nos résultats, on
observe une chute brutale de cette propriété pour les infusions de plantes pour atteindre une
valeur de 56.04+0.01ugEAA/ml, 42.15+0.05ugEAA/ml et 38.31+£0.01ugEAA/mI pour thé

menthe et verveine respectivement dans la phase intestinale (P<0.05).

55



Résultats et Discussion

250
Hthé
E
5 200 - H menth
Ll
o verviene
‘.qj 150 -
Q
=)
g
S 100 -
©
o
£
<
Phase orale Phase gastrique Phase intestinele

Figure 37. Pouvoir réducteur apres la digestion bucco-gastro-intestinale

La diminution observée des activités antioxydants (pouvoir réducteur et anti-radicalaire) apres la
digestion salivaire et intestinale peut &tre attribuée a I’instabilit¢ des polyphénols dans les
conditions de digestion. Bien que les polyphénols fournissent de puissantes capacités
antioxydants. Henning et al. (2014), ont signalé que la digestion in vitro simulée pourrait

affecter les propriétés antioxydants de ces composés bioactifs.

L’activité antioxydant dépend de la structure des polyphénols engendrés lors de la digestion
gastro-intestinale. Les études ont révélé que 1’activité antioxydant est corrélée au nombre des
groupements OH ainsi qu’a leurs capacités de donner 1’hydrogene. De plus, des groupements OH
supplémentaires en ortho-position ont une influence positive sur I’augmentation de I’activité
antioxydant notamment a pH acide. La diminution des propriétés antioxydants pourrait étre liée a
I’instabilité des polyphénols aux changements de pH pendant la digestion. Les chercheurs ont
examiné 1’impact de ce facteur sur le mécanisme de piégeage des radicaux libres par les diverses
classes de métabolites secondaires. Dans de nombreux cas, l’activit¢ anti-oxydante est
significativement différente dans les environnements acides/alcalins par rapport aux

environnements neutres (Hayes et al., 2011 ; Laib et al., 2021).

111.6. Activité Anti-inflammatoire in vitro : Les résultats de ’activité anti-inflammatoire des
infusions (menthe, thé, verveine) apres la digestion bucco-gastro intestinale sont illustrés dans la
Figure 38.

L’infus¢ de menthe a montré un pourcentage plus élevé (54.48+3.18%) que celui du thé

(24.60+1.64%) et de la verveine (49.28+2.095%).
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Figure 38. Activité anti-inflammatoire des infusions aprés la digestion bucco gastro intestinale.
D’apres les résultats obtenus, la digestion intestinale affecte significativement [’activité
antiinflammatoire de 1’infusion du thé (P<0.015), par ailleurs, cette activité se trouve affectée
¢galement pour I’infusion du la verveine (P<0.020), en revanche, la digestion intestinale n’avait

aucun effet sur la méme activité de I’infusion de menthe (P>0.05).

111.7. Aptitudes probiotiques des souches apres la digestion bucco-gastro-intestinale

111.7.1. Survie et viabilité de la culture libre et encapsulée aprés les phases de la digestion :
L'effet de la digestion sur la viabilité et la survie des cellules libres et encapsulées est représenté
sur la figure 39.

Les résultats ont montré que le mélange des deux souches L. plantarum (S10, BCX1) est
résistant aux conditions similaires de la digestion orale (la présence de a-amylase (75U/ml et

pH7) aprés incubation avec un nombre de survie de 308 x10°UFC/ml.

Apres la digestion stomacale, nous constatons une reduction de la survie qui est reflétée par une
diminution de la population cellulaire. De méme, il se trouve qu’apres la digestion intestinale, le
nombre a baissé (39x10°UFC/ml) mais la survie reste toujours. L’addition de la pepsine aux
conditions acides de I’estomac a provoqué une perte plus ou moins importante de la viabilité
bactérienne. Par ailleurs, la culture encapsulée dans I’alginate de sodium a 1% a passé par les
mémes conditions de la digestion bucco-gastro-intestinale dont les résultats de dénombrement
ont montré une protection des souches contre ces conditions et que la viabilité était de
45x10°UFC/ml en phase intestinale.
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Figure 39. Effet de la digestion sur la viabilité et la survie des cellules de L. plantarum
libres et encapsulées (cellules/ml).
Les résultats obtenus avec la culture libre et encapsulée, rejoignent ceux de Cai et al. (2014), qui
ont trouvé que 1’encapsulation de la souche L. acidophilus CGMCC1.2686 dans une matrice
d’alginate de sodium a augmenté la survie de cette derniére dans les conditions de la digestion

par un pourcentage de 22%.

En 2017, Vamanu a obtenu des résultats similaires aux nétres et il a indiqué que la présence de
la pepsine avec un pH bas entraine une diminution importante de la viabilité des souches de L.

plantarum, L. paracasei et L. rhamnosus.

111.7.2. Résistance au pH gastrique : La résistance a 1’environnement gastrique et intestinal
apres une administration orale est considérée comme 1’un des critéres les plus importants pour la
sélection des probiotiques (Vemuri et al., 2018). La figure ci-dessous (Figure 40) présente
I’effet de la digestion dans le tractus gastro-intestinal sur la viabilité des souches testées. En se
référant aux résultats que nous avons eus précédemment et considérés comme témoin (Figure
40), nous remarquons que le taux de survie du mixte de souches a diminué progressivement en
fonction de I’abaissement de pH de 4 a 2 et d’'un compartiment a 1’autre jusqu’a atteindre le
niveau intestinal avec des taux de survie respectifs a pH4, pH3 et pH2 pour la culture libre de
30.25+0.25 %, 20.15+0.05+%,16+1%, et de44.51+0.51%,39.94£0.3 % et22.86+0.85 % pour la
culture encapsulée.
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Figure 40. Taux de survie de mixte des L. plantarum aux différents pH apres la digestion

intestinale de la culture libre et encapsulée.

Une étude similaire a été conduite par Ghezielet et al. (2018), ils ont testé la tolérance de six
souches de L. plantarum aux stress buccaux gastriques et intestinaux, les résultats publiés ont
montré que la viabilité¢ des souches n’était pas affectée par le stress oral, cependant la survie était
significativement réduite sous les conditions gastriques (pH 2.0) ; en revanche, sous stress
intestinal, une tendance a conserver la viabilité a été observée pour tous les souches de L.

plantarum.

Nos résultats peuvent étre expliqués par la présence d’un mécanisme de contr6le du pH
intracellulaire (la FOF1 ATPase) qui transfére les protons dans I'environnement au détriment de
I'ATP. Un second mécanisme pour I'noméostasie du pH était la voie de l'arginine désaminase
(ADI) ; et un autre mécanisme de résistance aux acides exprimé par L. lactis dépendant du
glutamate en présence de chlorure (Yang et al., 2017 ; Topgu et al., 2020 ; Zhong et al., 2021).

111.7.3. Résistance aux sels biliaires : L’effet des sels biliaires sur le mixte de souches de L.
plantarum au niveau intestinal est représenté dans la Figure 41. D’aprés les résultats, nous
constatons une diminution remarquable du taux de viabilité de la culture libre et encapsulée

apres 4 heures de digestion intestinale estimée a 40.25+0.25 % et 52.5+1.5% respectivement.
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Figure 41. Survie des souches de L. plantarum en présence de 0.3% de sels biliaires

Nos résultats sont moins importants que ceux de Riane et al. (2019), qui ont testé la tolérance de
L. plantarum 15 aux sels biliaires aprés I’avoir exposé au suc gastrique. Par conséquent, il s’est

avéré que cette souche posséde une capacité de résistance avec un taux de survie de 86.40%.

111.7.3. Hydrophobicité des surfaces cellulaires : L’adhésion des bactéries probiotiques a la
mugqueuse intestinale est nécessaire pour le développement des effets bénéfiques pour la sante.
L’estimation de la capacité d’hydrophobicité est souvent liée a I’adhérence et a la colonisation

potentielle (Xiao et al., 2020). Les résultats sont illustrés dans la Figure 42.
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Figure 42. Pourcentage d’hydrophobicité de mixte de L. plantarum libre.

Nous remarquons que les pourcentages d’hydrophobicité sont relativement variables d’un

solvant a 1’autre.
On constate aussi que xylene (81.5+0.63%), chloroforme (59.72+0.375%), éthyle acétate (84.76

+0.265%) sont supérieurs a ceux du témoin. Ces variations d’hydrophobicité a la surface des
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cellules sont dues a la variation de composition des polymeres de surface associés a I’interaction
hydrophobe qui sont principalement responsable des propriétés d’adhérence de surface des

isolats probiotiques (Somashekaraiah et al., 2019 ; Rodriguez-Sanchez et al., 2021).

I11.7.4. Auto-agrégation et Co-agrégation: La propriété d’auto agrégation est une
caractéristique importante de 1’adhésion et la colonisation des probiotiques du tractus gastro-
intestinal humain (Mallappa et al., 2019). D’apreés les résultats illustrés dans la Figure 43, nous
remarquons que le taux d’auto agrégation de la culture libre dans le compartiment intestinal est

de 53.09+2.335 %. Cette valeur est inférieure a celle du témoin.
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Figure 43. Pourcentage d’auto agrégation de mixte L. plantarum libres apreés la digestion
intestinale.
Nos résultats sont meilleurs a ceux trouves par Hernandez-Alcantara et al. (2018) et Topcu et
al. (2020), qui ont testé le potentiel d’adhésion de souches de Lactobacillus a 1’épithélium
intestinal et ils ont trouvé que le taux d’auto agrégation était entre10.75 et 17.62%. Ces résultats
peuvent étre expliqués par la présence de plusieurs récepteurs extracellulaires avec des

interactions complexes dans des conditions in vivo dans I’intestin humain.
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Figure 44. Pourcentage de Co-agrégation des mixte L. plantarum libres apreés la digestion

intestinale.

En ce qui concerne, la capacité de la Co-agrégation, elle est considérée comme une propriété
majeure des bactéries probiotiques, grice a la formation d’une barricre qui empéche la
colonisation des micro-organismes pathogénes. D’aprés les résultats illustrés dans la Figure 44,
on remarque une diminution des pourcentages de la co-aagrégation comparativement a ceux du
témoin.

Les souches mixtes de L. plantarum libres possédent un pourcentage de 40.23+0.085%,
50.51+0.49% et 36.32+1.095% avec E. coli, P. aeruginosa et S. aureus dans 1’ordre pour les

trois souches pathogenes testées apres le processus de la digestion intestinale.

111.8. Activité antioxydante des souches apres digestion bucco-gastro-intestinale

111.8.1. Résistance au peroxyde d’hydrogéne (H20: Scavenging Activity) : L’effet de la
digestion sur la résistance au peroxyde d’hydrogéne est mentionné dans la figure 45. D’aprés les
résultats obtenus, 1’absorbance diminue au cours du passage dans les trois compartiments de
tractus gastro-intestinal et diminue aussi en fonction de la concentration en H.O; a chaque phase.
Comparativement au témoin, la résistance aux différentes concentrations de peroxyde
d’hydrogéne a diminué aprés la phase intestinale par rapport au témoin a une valeur de 0.06+01

et 0.06+0.24 de la culture libre et encapsulée respectivement.
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Figure 45. Résistance des souches de L. plantarum libre et encapsulée au peroxyde d’hydrogéne

apres la digestion bucco-gastro-intestinale.

111.8.2. Activité de piégeage des radicaux libres de DPPH : D’aprés les résultats

précédemment mentionnés dans la Figure 46 et en se référant au taux d’inhibition des cellules

témoins ; nous constatons que l’activité de piégeage des radicaux libres DPPH est plus

appréciable et importante dans la phase orale et au cours du passage vers la phase intestinale

passant par la phase gastrique, le taux d’inhibition diminue pour atteindre un taux d’inhibition de

49.67+0.525%, 63.06+2.26% pour L. plantarum libre et encapsulée respectivement.
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Figure 46. Pourcentage de piégeage des radicaux DPPH par le mixte de souches de L. plantarum

libres et encapsulées apres la digestion bucco-gastro-intestinale.
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111.9. Digestion in-vitro en présence des combinaisons « culture mixte libre ou encapsulée
/infusions »

111.9.1. Effet sur la survie et la viabilité des L. plantarum : Les résultats de la viabilité des
souches étudiées en combinaison avec les infusions thé, menthe et verveine aprés chaque phase

de digestion sont groupés dans la Figure 47et 48.

La viabilité bactérienne est améliorée en présence des infusions thé, menthe et verveine par
rapport a la culture seule au cours de la digestion. Il apparait que la survie en présence du thé est
meilleure (72x 10°UFC /ml) & celle en présence de la menthe (50x 10°UFC /ml) et de verveine
(39 x 10°UFC /ml) en phase intestinale. Pour la culture encapsulée, le nombre de cellules libéré
ou cour des trois phases de la digestion a chuté en phase orale & 100x 10°UFC /ml ; 87x 10°UFC
/ml et 75x 10°UFC /ml en présence du thé, de la menthe et de la verveine respectivement. Ils ont
une augmentation de la libération des cellules graduelle au cours de reste des phases de

digestion.

Aprés la digestion gastrique, nous enregistrons 319x10°UFC /ml, 185x 10°UFC /ml, 123x
10°UFC /ml pour le thé, menthe et verveine respectivement. Cependant, aprés la digestion
intestinale et en présence des trois infusions, le nombre était de 512x10°UFC /ml, 374x 10°UFC
/ml et 352 x 10°UFC /ml respectivement Pour la culture encapsulée.

D’apres Lopez de Lacey et al. (2014), I’infusion de thé vert a permis une meilleure viabilité des
souches probiotiques (Bifidobacterium, Lactobacillus), cela est due a la richesse en flavan-3 ols
(épicatéchine, catéchine et dérivés galloylés) qui sont responsables de la majorité des propriétés
bénéfiques du thé vert, mais principalement aux composés phénoliques en raison de leur fortes

propriété antioxydants.
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Figure 47. Nombre de cellules viables du mixte L. plantarum libres aprés la digestion.
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Figure 48. Nombre de cellules viables du mixte L. plantarum encapsulées apres la digestion.

111.9.2. Effet sur la résistance au pH gastrique : Les souches véhiculées par ces matrices
veégétales sont exposées aux facteurs de la digestion bucco-gastro-intestinale, en passant d’un
¢tage a l’autre. Par la suite, la phase intestinale a été récupérée afin de tester la capacité des L.
plantarum a survivre dans les conditions hostiles acides. Les résultats de cette étude sont
mentionnés dans les figures 49 et 50.

100 B témoin
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Figure 49. Survie aux bas pH de mixte L. plantarum libres apres la digestion (phase intestinale).
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Figure 50. Survie aux bas pH de mixte L. plantarum encapsulée apreés la digestion (phase

intestinale)

D’apres les résultats, nous remarquons que la survie et la viabilité des L. plantarum véhiculées
par la matrice végeétale (infusion thé, menthe et verveine) aprées exposition aux bas pH pendant 2

heures sont améliorées par rapport a celles du témoin (culture seule).

Les meilleurs pourcentages de survie aux conditions acides est observe avec la culture
encapsulée a celle de la culture libre avec des pourcentages de 90.64+1.49%, 90.64+1.49% avec
le thé, de 87.63+0.41%, 81.27+0.92%, 72.63+0.485% avec la menthe et de 80.59+0.44%,
74.47£1.29%, 61.76+0.41% avec la verveine.

Motalebi Moghanjougi et al. (2021) ont rapport¢ que I’encapsulation de Lactobacillus
acidophilus dans I’alginate de sodium induisait 1’augmentation de la viabilité et la tolérance de
cette bactérie aux conditions acides séveres (pH 2) et a la bile (1%). De méme, Aboulfazli et
Baba (2015), ont signalé que les matrices végétales pourraient améliorer la viabilité des
probiotiques pendant le passage stomacal. Sur cette base, nos résultats soutiennent 1’idée que
I’incorporation des probiotiques encapsulée de mixte (L. plantarum S10, BCX1) avec des
matrices alimentaires (végétales) pouvait représenter une stratégie pour promouvoir la tolérance

a I’acidité au cours du processus de digestion.

111.9.3. Effet sur la résistance aux sels biliaires : Les résultats de la résistance des L. plantarum
S10 - BCX1 libres et encapsulées aux sels biliaires véhiculés par une matrice végétale apres la

digestion bucco-gastro-intestinale sont illustrés dans la Figure 51.
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Figure 51. Survie en présence de 0.3% de sels biliaires de mixte des L. plantarum combinée aux

matrices apres la digestion (phase intestinale).

D’aprés ’histogramme, nous remarquons que le pourcentage de survie des souches libres et
encapsulées aprés I’exposition a 0.3% de sels biliaires est amélioré comparativement a celui du
témoin. On observe qu’en présence du thé, menthe et verveine (culture encapsulé), les souches
présentent une meilleure survie par rapport a la culture libre avec un pourcentage de survie
62.54+0.54%, 52.62+1.5% et 51.44+0.81% respectivement alors que dans le cas de culture libre,
il est uniquement de 52.65+0.53%, 47.74+0.395%, 41.8+0.98% (thé, menthe et verveine)

respectivement.

Il ressort de la comparaison des résultats expérimentaux, que la matrice végétale peut protéger
les bactéries exposées a la bile, donc, augmenter la résistance des souches a 1’agressivité de la

bile (cette parametre n’est pas €tudier auparavant).

111.9.4. Effet sur la capacité d’auto-agrégation: La propriété d’auto agrégation est une
caractéristique importante de la surface des cellules pour facilite ’adhésion et la colonisation des
probiotiques dans le tractus gastro-intestinal humain (Mallappa et al., 2019). Les résultats sont

illustrés dans la figure 52.
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Figure 52. Capacité d’auto-agrégation du mixte des L. plantarum en présence de la matrice

végétale (niveau intestinal)

D’aprés les résultats obtenus, nous constatons une amélioration de 1’auto-agrégation lorsque les
souches sont combinées aux matrices végétales (infusions) et ce comparativement au témoin.
Des pourcentages de 81.065+0.695%, 80.455+4.55%¢t79.79+3.51% sont obtenus en présence de
I’infusion du thé, de la menthe et la verveine respectivement. Sur ce, les trois infusions ont

amélioré la capacité d’auto-agrégation de la mixture des souches.

Leite de Souza et al. (2018) et Alves-Santos et al. (2020) ont démontré qu’une concentration
comprise entre 30-100 pug/ml de polyphénols améliore la prolifération et ’adhésion des
probiotiques au niveau intestinal. Cependant, d’apres ces auteurs, le mécanisme par lequel les
polyphénols influencent I’adhésion aux cellules de l’intestin n’est pas encore complétement

compris.

111.9.5. Effet sur la capacité de Co-agrégation : D’apres les résultats illustrés dans la Figure
53, notre mixture de L.plantarum S10 et L.plantarum BCX1 a montré une amélioration de leur
capacité de Co-agrégation lorsqu’elles sont véhiculées par les trois infusions (thé, menthe,

verveine).
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Figure 53. Pourcentage de la Co-agrégation du mixte des L. plantarum libres apreés la digestion
intestinale.
En effet, les résultats de cette activité des souches véhiculées avec les infusions sont meilleurs
que ceux obtenus avec le témoin. Le pourcentage de Co-agrégation élevée est obtenu avec E. coli
62.41+2,31% ; 62,97+£0.27% et 64.965+£0.435% en présence de 1’infusion du thé, de la menthe et
de la verveine respectivement. Suivi par ceux obtenus avec P. aeruginosa en présence des
mémes infusions respectives (62.1+0.6%, 58.49+7.61% et 53.75+1.05%). Cependant, avec S.
aureus et en présence des infusions dans le méme ordre, les taux de Co-agrégation étaient
97.86+0.365%), 81.66+0.34% et 80.13+0.46%. A travers ces resultats, nous pouvons déduire que

notre mixture a une bonne activité d’inhibition des pathogenes.

111.9.6. Effet sur la teneur en sucre :

Les résultats de la teneur en sucre des trois infusions (Thé, menthe, verveine) apres la digestion
bucco -gastro -intestinale égale a 0. D’aprés les résultats obtenus, nous constatons un épuisement
en sucre pendant les phases de la digestion (orale, gastrique, intestinale), en présence du mixte

des souches libres et encapsulées.

Li et al. (2018), ont montré que les molécules de glucose disponibles dans le milieu sont
épuisées par L. plantarum en tant que source d’énergie, ce qui a entrainé la production
d’aglycones apparentés avec un effet de piégeage des radicaux plus élevé conduiant a certains

métabolites tels que la quercétine et la phlorétine a forte activité antioxydant.
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111.9.7. Effet sur la biodisponibilité des polyphénols et flavonoides : Les résultats des dosages
apres les phases de digestion lors de la combinaison de mixte des souches L. plantarum-infusion

libres et encapsulées sont illustrés par les Figures 54 et 55.

Nous remarguons une diminution continue de la teneur en polyphénols apres le passage dans
chaque étage digestif aussi bien pour la combinaison culture libre-infusions que culture
encapsulée-infusions.
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Figure 54. Effet de la digestion in vitro sur la teneur en polyphénols en présence de la culture

libre - infusions
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Figure 55. Effet de la digestion in vitro sur la teneur en polyphénols en présence de la culture

encapsulée-infusions
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D’aprés les résultats, la proportion des polyphénols pouvant arriver a I’intestin pendant la
digestion bucco-gastro-intestinale est de 13.5+1.5 mg EAG/100ml ; 7.88+0.135 mg EAG/100ml
et 4.6+0.1 mg EAG/100ml pour les combinaisons culture libre - thé, culture libre - menthe et
culture libre - verveine respectivement. Cependant, pour les combinaisons culture encapsulée-
thé, culture encapsulée- menthe et culture encapsulée- verveine, nous avons recensé des doses
respectives de 17.99+0.91 mg EAG/100ml; 11.3+1.1 mg EAG/100ml et 6.145+0.005 mg
EAG/100ml. Sur la base des résultats obtenus, il apparait que la digestion a affecté la

Bioaccessibilité de ces composés.

Les composes phénoliques sont considérées comme des prebiotiques idéaux pour les bactéries
probiotiques et que I’incubation des composés phénoliques avec Lacticaseibacillus paracasei
LMG P-22043 a permis de maintenir sa survie et sa viabilité (Garbetta et al., 2018 ; Shi et al.,
2020).

Nous avons également essayé de voir I’effet de la digestion sur la bio disponibilité des

flavonoides et les résultats obtenus sont illustrés dans les Figure 56 et 57.
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Figure 56. Effet de la digestion in vitro sur la teneur en flavonoides en présence de la culture

libre - infusions
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Figure 57. Effet de la digestion in vitro sur la teneur en flavonoides en présence de la culture

encapsulée- infusions

A travers les résultats, nous constatons que la fraction bio disponible aprés la digestion
intestinale de la culture encapsulée- verveine était de 117.5+2.5ug EQ/100ml. Cette fraction est
plus importante que celles obtenues aprés la digestion simulée a celle intestinale des
combinaisons culture encapsulée- menthe (114.5+2.5ug EQ/100ml) et culture encapsulée-
verveine (68.4+6.2ug EQ/100ml).

Ariza et al. (2018), ont rapporté que la digestion in vitro a un effet direct sur les micronutriments
(polyphénol, flavonoides) dont elle contribue a la perte de ces composés par un phénoméne

d’oxydation.

111.9.7. Effet sur la capacité antioxydant totale : Au vu des histogrammes (Figures 58- 59), il
est remarquable qu’il y a une augmentation de la capacité anti-antioxydant totale en présence des
matrices végétales (infusé thé, menthe et verveine), comparativement a celles du témoin au cours

des trois phases.
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Figure 58. Effet de la digestion in vitro sur la capacité antioxydant totale en présence de la

combinaison culture libre - infusions
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Figure 59. Effet de la digestion in vitro sur la capacité antioxydant total de la combinaison

culture encapsulée- infusions

Au niveau de 1’étage intestinal, la capacité antioxydant de la combinaison culture encapsulée-
infusions est plus élevée par rapport a la combinaison culture libre — infusions et par rapport au
témoin dont elle est de 38.8+0.6mgEAA/g, 20.715+£0.415mgEAA/g et 30.69+0.29 pour les

combinaisons avec le thé, la menthe et la verveine respectivement.

73



Résultats et Discussion

I11.9.8. Effet sur D’activité de piégeage de radical de 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) : L’activité anti-radicalaire de souches probiotiques étudiées libre et encapsulée en
présence des infusions est illustrée dans la Figure 60 et 61.
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Figure 60. Piegeage de radicaux DPPH par de mixte L. plantarum libre combiné avec les

matrices végétales lors de la digestion.
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Figure 61. Piegeage de radicaux DPPH par mixte L. plantarum encapsulée combiné avec les

matrices végétales lors de la digestion.

D’apres les résultats obtenus, nous constatons que la capacité de pi¢geage des radicaux libres de
DPPH par les deux souches libres et encapsulées est améliorée en présence des matrices
végétales (infusion de thé, menthe, verveine), par rapport au témoin et au cours des trois phases

de la digestion (orale ; gastrique ; intestinale). Un pourcentage d’inhibition de 29.17+0.03%
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(Culture libre + thé), 27.75+0.45% (Culture libre + menthe) et 30.75+0.55% (Culture libre +

verveine).

Une diminution de I’activité antioxydant a été observée au cours du processus de digestion en
présence de la matrice végétale. Ce qui prouve que d’un étage a 1’autre, les conditions hostiles

affectent cette activité.

111.9.9. Effet sur la pouvoir réducteur du fer (FRAP) : Les résultats représentés dans la
Figures 62 et 63, montrent I'évolution du pouvoir réducteur des souches libres et encapsulées-
infusions aprés chaque digestion.

D’aprés les résultats obtenus, nous constatons que le pouvoir réducteur est variable d’un étage
digestif a ’autre et d’une combinaison a l’autre. L’activité du mixte des souches libre et
encapsulée est améliorée en présence de la matrices végétale (infusé de thé, menthe, verveine),

par rapport au témoin.
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Figure 62. Pouvoir reducteur de mixte L. plantarum libres - matrices vegétales apres digestion

bucco-gastro- intestinale.

Pour la combinaison culture libre-infusion, 1’activité a connu une diminution trés notable en
passant de la voie orale vers la voie intestinale. Ainsi, aprés digestion des combinaisons culture
libre/ thé ou menthe ou verveine, 1’activité calculée était respectivement de 56.04 ; 42.15 et
38.31 ug EAA/mI. Cette activité reste intéressante, particulierement au niveau de ce segment
sujet aux infections.

Cependant, nous notons le méme constat avec la combinaison culture encapsulée-infusions ou,

I’activité a connu une perte en chiffre d’'un étage a I’autre pour qu’elle s’exprime apres la
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digestion intestinale par des équivalents acides ascorbique de 59.31; 45.13 et 42.18 pg/ml

respectivement pour la culture encapsulée-thé ; combinée avec la menthe et avec la verveine.
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Figure 63. Pouvoir réducteur de mixte L. plantarum encapsulées- matrices végétales aprés

digestion bucco-gastro- intestinale.

I11.9.10. Effet sur P’activité Anti-inflammatoire : Ce test a été réalisé uniquement apres la
digestion intestinale et les résultats sont illustrés par la Figure 64. D’aprés 1’histogramme, nous
constatons que [’activité est améliorée en présence des infusions et particulierement avec la

combinaison culture encapsulée- menthe.
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Figure 64. Activité anti-inflammatoire des combinaisons L. plantarum libres — infusions et

encapsulées-infusions apres digestion intestinale.
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A T’égard des résultats obtenus, nous avons obtenu aprés la digestion intestinale une activité
inflammatoire des combinaisons culture libre- thé ou menthe ou verveine de 47.60% ; 61.18% et
55.64%, en revanche avec les combinaisons culture encapsulée - thé ou menthe ou verveine et
dans les mémes conditions, I’activité était respectivement de 51.69% ; 65.69% et 61.70 %.
Toutes les valeurs obtenues et dans les deux cas sont strictement supérieures a celles obtenus
avec le témoin (respectivement de 44.91% ; 58.93% et 51.58%).

Ces résultats suggérent que les deux souches libre et encapsulé présentent une inhibition élevée
de I’expression des activités anti-inflammatoire au niveau intestinal. Parmi les travaux, celui de
Kim et al. (2021) a démontré que I’utilisation de probiotique était efficace pour améliorer

I’inflammation.
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Malgré la rareté des travaux sur le sujet que nous avons pris en charge, nous avons pu mener a
bien les différentes parties de recherche et les résultats de la premiére partie ont montré les trois
plantes médicinales a savoir le thé, la menthe et la verveine ont une bonne composition physico
chimique (matiére seche, activité total, pH et solide solubles totaux...), riches en composes
bioactifs tel que les polyphénols totaux et les flavonoides et qu’elles exercent de bonnes

activités biologiques.

Autres résultats obtenus, nous ont permis de déduire que le mixte des deux souches L. plantarum
(S10, BCX1) a de bonnes propriétés probiotiques avec une tolérance au bas pH, une résistance a
0.3% de sels biliaires, une bonne hydrophobicité, une bonne activité d’agrégation et de co-
agrégation avec un pouvoir d’adhésion aux cellules épithéliales. De méme, le mixte a une
tolérance tres remarquable vis-a-vis des conditions simulées a la digestion bucco-gastro-
intestinale. En outre, elles ont montré une bonne activité antioxydante (résistance aux capacités
de piegeage des radicaux hydroxyles, les radicaux libres 2,2-diphéényl-1-picrylhydrazyl
(DPPH)).

La micro encapsulation par 1’alginate de sodium a contribué fortement a 1’amélioration du
Taux de survie de L. plantarum (S10, BCX1), en la protégeant contre les conditions hostiles du

tube digestif.

La combinaison bactéries libres — infusion et bactérie encapsulé- infusion des trois plante
(menthe, thé vert et verveine odorant) et leur passage dans le liquide simulant la digestion a
montré une bonne survie de L. plantarum avec une perte des composés phénoliques d’un étage
digestif a I’autre, ce qui confirme que ces derniers sont considérés comme des stimulateurs de

croissance pour ces bacteries.

Enfin, la digestion et particulierement intestinale a affecté les aptitudes probiotiques des souches
avec une influence sur les activités biologiques (antioxydants, anti-inflammatoire). Sur ce, il est
conseillé de choisir des matrices qui peuvent préserver I’intégralité des activités probiotiques in-

Vivo.

Les résultats de notre recherche permettent d’ouvrir de nouvelles perspectives, ainsi, nous
proposons :

e Une évaluation in vivo de la survie et de la viabilité de cette combinaison de souches ;
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e Une évaluation in vivo de leur profil antioxydant ;

e Le développement des aliments fonctionnel tels que les infusions aux probiotiques pour
lutter contre les maladies induites par les radicaux libres ;

e Travailler sur des stratégies de protection des souches contre les conditions hostiles

(micro encapsulation).
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Eau physiologique :

Annexe 1 : Composition des tampons

Ingrédients Unité
NaCl 99

Eau distillée 1000ml
Tampon Phosphate Saline (PBS) pH=7.2 :
Ingredients Unité
K2:HPO4 1.21g
KHP204 0.34g
NaCl 89

Eau distillée 1000ml

Composition du Milieu MRS (Man Rogosa et Sharpe, 1960) pH 5.8 :

Ingrédients Unité
Peptone 10g
Extrait de viande 10g
Extrait de levure 59
Glucose 20g
Tween 80 iml
Phosphate dipotassique 29
Acétate de sodium 5¢
Phosphate de sodium 29
Citrate d’ammonium 0.20g
Sulfate de magnésium 0.05g
Eau distillée 1000ml
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Différents courbes d’étalonnages utilisées
Annexel5.Courbe d’étalonnage pour les sucres totaux
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Annexel6. Courbe d’étalonnage des composés phénoliques totaux (Acide galique)
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Annexel8. Courbe d’étalonnage pour le pouvoir réducteur (FRAP)
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Annexel9.Courbe d’étalonnage pour la capacité antioxydant total
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Théme : Effet de I’apport d’un mixte de probiotiques dans trois infusion (Thé, Menthe, Verveine) sur leur
survie, propriété probiotiques et les activités biologiques apres la digestion bucco gastro-intestinale.

Réalisé par : Asma BOUCHA Encadreur : Pr. Tayeb IDOUI
Manel KHERCHI Date de soutenance : 17/09/2022

RESUME

Le but de notre travail est d’évaluer la survie d’une culture mixte de deux souches de L. plantarum (S10, BCX1) libre et encapsulée
aux conditions simulées a la digestion, de déterminer les aptitude probiotique,activité antioxydante et anti-inflammatoire et celles des
trois infusions menthe, thé vert et verveine utilisées comme matrices végétales, et enfin d’évaluer ’effet de la combinaison de bactéries
a ces substrats végétaux sur la viabilité et la survie lors de la digestion bucco-gastro-intestinale.

Les résultats ont montré que la culture mixte est résistante aux conditions simulées a la digestion, et que la micro encapsulation
améliore le taux de survie aux mémes conditions. D’autre part, les trois infusions utilisées (menthe, thé vert et verveine) améliorent
également la viabilité des souches lors de la digestion in vitro. Cette combinaison bactéries-infusion a montré une augmentation du
taux de survie avec une perte en composés phénoliques et flavonoidiques au cours de passage a travers les différents compartiments de
digestion. De méme, ces infusions ont permis d’avoir une bonne activité antioxydante et anti-inflammatoire.

Mots clés : L. plantarum mixte (S10, BCX1),aptitude probiotique, survie, digestion, infusion, thé vert, menthe, verveine, activité
antioxydante, activité anti-inflammatoire.

ABSTRACT

The aim of our work is to evaluate the survival of a mixed culture of two strains of L. plantarum (510, BCX1) free and encapsulated
under simulated digestion conditions, to determine the probiotic aptitude, antioxidant and anti-inflammatory activity and those of the
three infusions (mint, green tea and verbena) used as plant matrices, and finally to evaluate the effect of the combination of bacteria
with these plant substrates on viability and survival during bucco-gastrointestinal digestion.

The results showed that the mixed culture is resistant to the conditions simulated for digestion, and that the microencapsulation
improves the survival rate under the same conditions. On the other hand, the three infusions used (mint, green tea and verbena) also
improve the viability of the strains during in vitro digestion. This bacteria-infusion combination showed an increase in the survival rate
with a loss of phenolic and flavonoid compounds during passage through the different digestion compartments. Likewise, these
infusions have shown good antioxidant and anti-inflammatory activity.

Key words: L. plantarum mixed "S10 and BCX1", survival, digestion, infusion, green tea, mint, verbena, antioxidant activity, anti-
inflammatory activity.
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