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Introduction

Ces dernieres années, la pollution par les métaux lourds est devenue l'un des problemes
environnementaux les plus graves (Elkhawaga, 2011). La découverte des métaux constitue
une étape fondamentale de I'histoire humaine, ils sont présents dans toutes les parties de
I'environnement, notamment dans les aliments et I'eau, et leurs concentrations varient selon

I'élément considéré (Maud, 2005).

Les activités humaines ont fortement augmenté le rejet de diverses molécules dans
I'environnement, dont certaines sont toxiques non seulement pour la flore et la faune, mais
aussi pour l'espece humaine (Moussavou, 2010). Ces métaux sont souvent toxiques a faible
concentration et les micro-organismes ont été les premiers organismes a étre affectés par cette
toxicité (Habi, 2009).

Le mécanisme de la toxicité des métaux est I'induction d'espéces reactives de lI'oxygéne (ERO
ou ROS : reactive oxygen species) (Habi, 2009) et des molécules réactives contenant de
I'oxygéne produites dans les réactions redox (Meghnous et Meghraoui, 2011). La formation
de ROS est causée par le stress oxydatif, qui crée un déséquilibre entre les défenses
antioxydantes et la production de radicaux libres (Crosnier et Delolme, 1994). Ces derniers
peuvent causer des dommages oxydatifs aux membranes lipidiques, ADN et protéines, et leur
oxydation peut entrainer un dysfonctionnement cellulaire et des Iésions tissulaires (Varrault,
2012).

Le corps posséde son propre systeme de défense contre les ROS basé sur des enzymes
antioxydantes ainsi que sur des composés antioxydants non enzymatiques de faible poids
moléculaire. Ces systemes de défense ne sont pas suffisants pour prévenir complétement les
dommages, de sorte que des compléments alimentaires contenant des antioxydants peuvent
étre utilisés pour aider le corps a réduire les dommages oxydatifs (Zommara et al., 1996 ;
Oxman et al., 2000 ; Terahara et al., 2001 ; Kullisaar et al., 2003 ).

Les composés antioxydants agissent par plusieurs mécanismes chimiques: le transfert
d'atomes d'’hydrogene (HAT), le transfert d'électron unique (SET) et la capacité de chélater les
métaux de transition. L'importance des mécanismes antioxydants est de comprendre la
signification biologique des antioxydants, leurs utilisations possibles, leur production par
synthese organique ou par des méthodes biotechnologiques, ou pour la standardisation de la

détermination de l'activité antioxydante (Santos-Sanchez et al., 2019).

Plusieurs sources biologiques telles que les plantes médicinales, les légumes, les épices et les
fruits ont été évaluees comme sources d'antioxydants naturels potentiellement sdrs. Outre les

1
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plantes, les micro-organismes sont la source potentielle de nouveaux composés bioactifs a
utiliser dans les secteurs médical, agricole et industriel. Par rapport aux plantes, les microbes
peuvent étre cultivés dans des conditions contrdlées a un rythme plus rapide, ce qui en fait une
source potentielle de molécules bioactives naturelles pour les applications alimentaires et
nutraceutiques (Chandra et al., 2020).

Plusieurs études ont été menées pour étudier les propriétés antioxydantes des bactéries
lactiques in vivo et in vitro. Des études ont montré que la maladie intestinale inflammatoire
entraine une réduction du GSH, et sa supplémentation a montré des effets bénéfiques
(Coskun et al., 2010 ; Kullisaar et al., 2012). Le genre Lactobacillus est I'une des espéces les
plus importantes du microbiome humain, et certains de ces lactobacilles ont une activité
antioxydante qui réduit le risque d'accumulation de ROS tels que le peroxyde d'hydrogene, les
radicaux superoxydes et les radicaux hydroxyles, réduisant ainsi le risque de mutations et
risque de cancer (Kullisaar et al ., 2002).

Ce travail de fin d’études a pour objectif d’évaluer in vitro, la toxicité du plomb sur quelques
souches de bactéries lactiques isolées du blé fermenté traditionnellement, via I’étude de son

effet sur leurs capacités antioxydantes.

Notre manuscrit débute par une introduction générale, ensuite une synthese bibliographique,
qui rassemble les connaissances sur le plomb et sa toxicité, le stress oxydatif et les systémes
antioxydants, et les bactéries lactiques. Suivies par une étude expérimentale qui expose le
matériel et des méthodes utilisées, les résultats obtenus, et I'analyse de ces résultatsk. Enfin, le

manuscrit est achevé par une conclusion générale et les perspectives envisageées.
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Svynthése bibliographigue

I. Le plomb

I.1. Géneralités sur les métaux lourds

Les métaux lourds sont des éléments du tableau périodique qui forment des cations en
solution (Nouri et Haddioui, 2016). lls constituent un groupe trés hétérogene d'éléments aux
propriétés chimiques et aux fonctions biologiques trés variables (Raikwar et al., 2008). Les
métaux lourds se caractérisent par une densité élevée supérieure a 5 g/cm3, une conductivité
électrique, une ductilité et un lustre élevés (Jaishankar, 2014). Certains métaux lourds, dont
I'arsenic, le cadmium, le plomb et le mercure, sont des substances toxiques cumulatives. Ils
sont persistants, s'accumulent et ne se biodégradent pas, et leur élimination dans
I'environnement n'est pas aisée (Raikwar et al., 2008). Les humains les utilisent depuis
longtemps pour fabriquer des alliages métalliques et des pigments pour la peinture, le ciment,
le papier, le caoutchouc et d'autres matériaux. Aujourd'hui encore, l'utilisation de métaux
lourds augmente dans certains pays malgré leurs effets toxiques bien connus (Oves et al.,
2016).

Les meétaux lourds proviennent de deux sources : naturelles et artificielles. lls peuvent étre
divisés en trois groupes selon leur réle biologique et leur impact sur les micro-organismes :

v' Meétaux essentiels (Na, Ca, K, Mn, Mg, V, Fe, Cu, Co, Mo, Ni, Zn et W) : ils ont des
roles biologiques bien établis, cependant, a des concentrations élevées, leurs ions
changent de toxicité.

v' Meétaux toxiques (Ag, Sn, Cd, Au, Ti, Hg, Pb, Al et métalloides Ge, Sh, As et Se) :
n'ont aucun effet biologique et interférent avec les processus cellulaires.

v Non essentiel (Rb, Sr, Cs et T) : Aucun effet biologique clair et aucune toxicité.

Les métaux essentiels agissent comme cofacteurs pour les enzymes, stabilisateurs de la
structure des protéines et des parois cellulaires bactériennes, et aident a maintenir I'équilibre

osmotique (Donati, 2018).

1.2. Définition du plomb

Le plomb (Pb) est un métal lourd répondu, considéré comme substance du groupe 2A par le
Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) (Flora et al., 2012 ; Wani et al.,
2015). Il est potentiellement toxique qui est absorbé par 1’organisme et s’accumule dans le
sang et les os, ainsi que dans le foie, les reins, le cerveau et la peau. Ses effets néfastes sur la
santé peuvent étre a la fois aigus et chroniques, car le corps humain excréte mal le Pb
(Krzywy et al., 2010).
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Des études récentes ont suggéré que 1’exposition au plomb pendant I’enfance est un facteur de
risque pour le développement de maladies neurodégénératives a 1’age adulte (Reuben, 2018).
Le plomb est rarement trouvé sous forme native dans la nature, mais il se combine avec

d'autres éléments pour former une variété intéressante (Pinho et Ladeiro, 2012).
1.3. Les différentes sources d’expositions au plomb

1.3.1. Exposition professionnelle

C'est une source majeure d'empoisonnement au plomb chez les adultes. Aux Etats-Unis, les
produits contenant du plomb sont concernes (Ji et al., 2014) en raison des équipements de
travail (radioprotection, certains équipements chirurgicaux, développement des films
radiographiques dentaires, traitement numérique des rayons X et moniteurs feetaux
électroniques). Les travailleurs qui sont régulierement exposés a ces types d'équipements

courent un plus grand risque de toxicité (Wani et Ara ,2015).

1.3.2. Exposition domestique

Au fil des siecles, le plomb a été couramment utilisé pour couvrir les toits, les cadres de
fenétres, les tuyaux, les couverts, les bijoux, les poids, la fabrication du verre, les balles de tir,
la peinture, les polices de caractéres, etc. Les industries de I'imprimerie et du jouet sont
utilisées pour produire des soldats de plomb (szyczewski et al., 2009 ; krzywy et al., 2010 ;

wieczorek et al., 2018).

1.3.3. Exposition d’origine alimentaire

Les procédés techniques sont une source importante de contamination des aliments.

Les sources de plomb peuvent étre des ustensiles utilisés dans la production alimentaire et
peuvent provenir de divers types de couverts, d'emballages, d'ustensiles de cuisine, de boites
de conserve, de bocaux soudés et darticles en céramique tels que la porcelaine

(principalement décorative) (Staniak et al., 2014).

1.3.4. Autres sources d’exposition

Un empoisonnement au plomb a été constate dans certains cas lors de l'utilisation de produits
cosmétiques tels que les khéls, qui sont utilisés depuis I'Egypte ancienne comme pigment noir
et qui sont encore parfois fortement contaminés par le plomb a ce jour (Filella et al., 2020).
Le tabac est également une importante source d'exposition pour les fumeurs (Fresquez et al.,
2013).
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1.4. Mécanisme de toxicité du plomb

Dans le corps humain, I'empoisonnement au plomb se produit lorsque les cellules sont
stressées. La production accrue de radicaux libres et la surcharge des mécanismes
antioxydants peuvent entrainer un stress oxydatif et des dommages ultérieurs (Flora et al.,
2012). Les antioxydants protegent principalement le corps et neutralisent les especes réactives
de l'oxygene (ERO) produites. Le glutathion du groupe tripeptide sulfhydryle (GSH) est
I'antioxydant le plus important dans les cellules et le responsable pour le piégeage des
radicaux libres (Nemsadze et al., 2009). Le plomb se lie au groupe sulfhydryle du GSH,
inactivant le GSH et augmentant le stress oxydatif. 1l bloque aussi l'activité des enzymes
(acide 8-aminolévulinique, déshydratase (ALAD), glutathion réductase, glutathion
peroxydase et glutathion-S-transférase) et réduit davantage les niveaux de GSH. L'induction
de plomb chez I'hnomme a des niveaux élevés provoque une peroxydation lipidique qui
déstabilise les membranes cellulaires, entrainant une anémie hémolytique (Kim et al., 2015).
La neurotoxicité du plomb est due & un mécanisme ionique qui permet aux ions de traverser la

barriere hémato-encéphalique (BHE) (Tobwala et al., 2014).

La concentration en ions sodium est également affectée par la toxicité du plomb, ce qui
entrave la communication intercellulaire et I'absorption des neurotransmetteurs. Méme en trés
petites quantités, il affecte la protéine kinase C, qui est responsable de I'excitation neurale

prolongée et du stockage de la mémoire (Neal et al., 2012).

1.5. Toxicité du plomb

Une exposition aigué au plomb peut entrainer une perte d'appétit, des maux de téte, une
hypertension artérielle, des douleurs abdominales, une insuffisance rénale, de la fatigue, de
I'insomnie, de l'arthrite, des hallucinations et des étourdissements, tandis qu'une exposition a
long terme au plomb peut entrainer une altération du développement intellectuel, des
problemes de comportement, une déficience auditive et croissance Handicap, malformations
congénitales, psychose, autisme, allergies, dyslexie, perte de poids, hyperactivité, paralysie,

faiblesse musculaire, Iésions cérébrales, lésions rénales et méme la mort (Arif et al., 2015).

1.5.1. Le saturnisme

C’est une maladie décrite pour la premiére fois par le physicien grec Hippocrate. Chez
I'adulte, le saturnisme désigne toutes les manifestations du I’intoxication au plomb. Chez
I’enfant, le risque d'empoisonnement au plomb est plus élevé car il est plus digeré et absorbé
avec les dérivés du plomb que chez les adultes. Des troubles neurologiques moins séveres

sont généralement observés chez les enfants dont la plombémie est comprise entre 500 et 700
5
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Mo/l : diminution de l'activité motrice, irritabilité, troubles du sommeil, modifications du
comportement, retard mental (Recommandations canadiennes pour la qualité des sols :
Plomb, 1999 ; Picard, 2002 ; Cecchi, 2008).

1.5.2. Toxicité neurologique

La neurotoxicité fait référence a une exposition systémique a des poisons toxiques au plomb
et a des desequilibres neurophysiologiques. Il existe deux principaux symptomes
neurocognitifs. Elle affecte principalement le systéme nerveux central, généralement le
cerveau en développement, et affecte presque tous les systemes organiques. Par conséquent,
les enfants souffrent plus d'effets neurotoxiques que les adultes et sont plus a risque
d'empoisonnement au plomb (Rehman et al., 2018). Un récepteur puissant, le N-méthyl-D-
aspartate, est impliqué dans la maturation de la plasticité cérébrale qui se produit dans le tissu
cérébral. Le plomb bloque ce récepteur et conduit a I'amélioration de nouvelles connaissances

et a la perturbation du stockage a long terme (Sanders et al., 2009).

1.5.3. Toxicité hématologique

L'anémie est une manifestation clinique typique des globules rouges due a la toxicité du
plomb. Les jeunes enfants carencés en fer sont plus susceptibles de développer une anémie
clinique induite par le plomb. Une forte exposition au plomb chez I'homme peut entrainer une
anémie hémolytique. Plus de 99 % du plomb est distribué dans les globules rouges plutdt que
dans le plasma. Le plomb provoque I'anémie en bloquant l'activité de la ferrochélatase, de
I'aminolévulinate synthase et de I'ALAD. Le plomb inhibe également les enzymes impliquées
dans la synthése de I'néme (Baker et Greer, 2010 ; Kim et al., 2015).

1.5.4. Toxicité pour la reproduction

Le plomb provoque des effets néfastes sur le systéme de reproduction chez les hommes et les
femmes. Les effets communs chez 1’homme sont : une réduction de la libido, une
spermatogenese anormale (motilité et nombre réduits), des dommages chromosomiques,
I’infertilité, fonction anormale de la prostate ainsi que des changements dans la testostérone
sérique. Les femmes sont les plus sensibles a ce métal, qui peut provoquer l'infertilité, une
fausse couche, une rupture prématurée des membranes, une pré-éclampsie, une hypertension
artérielle et un accouchement prématuré. De plus, des effets directs du plomb sur les stades de

développement du feetus pendant la grossesse ont également été signalés (Flora et al., 2012).
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1.6. Toxicocinétique du plomb

L'absorption du plomb (Pb) se fait principalement par le tube digestif. Son ingestion se
produit par la consommation d'aliments et d'eau contaminés par le plomb et par I'inhalation
puis l'absorption de substances contenant du plomb (Fig. 1). Le plomb tétraéthyle et
tétraméthyle est absorbé par le systéeme digestif et transporté dans le sang, ou il est distribué
dans divers tissus en une heure (Giel-pietraszuk et al., 2012 ; Tamayo y Ortiz et al., 2016).
Aprés absorption, les concentrations de plomb dans le sang atteignent I'équilibre environ 3
mois apres l'exposition. La majeure partie du plomb est stockée dans le foie et, dans une
moindre mesure, dans les reins. Le plomb restant est dispersé dans tout le corps (cortex,
moelle épiniére, ovaire, pancréas, rate, prostate, glande surrénale, cerveau, tissu adipeux,

testicule, cceur et muscle squelettique) (Sirivarasai et al., 2015).

BIOACUMULLATION

IN EOOD AIR POLLUTION
Ingestion Inhalation Absorption
INTESTINES LUNG SKIN
| i |

[1:}
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faeces o biles o . liver plasma 32
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: e kidney
urine erythrocytes

milk, hair, nails, «€—  SOFT TISSUES —> BLOOD < > BONES

sweat, saliva

HEALTH EFFECTS
Reproductive effects (e.g., pregnancy loss)
Birth defects
Respiratory effects (e.g., damage cardiovascular system)
- Meurological effects (e.g., damage central nervous system)
- Cancer (e.g., lung)
- Other effects (e.g., damage organs: liver, kidney, lung)

Figure 1 Toxicocinétique du plomb (Lee et al., 2019). Absorption, distribution et excrétion du Pb de
[’organisme (fléches fines-chemins d’absorption ; fleches grasses-chemins d’excrétion ; fleches en pointillés-

mouvement a [’intérieur du corps. Principaux emplacements du plomb dans le corps (sang, 0s, tissus mous).

L’¢élimination du plomb se fait en deux étapes : la premiere (élimination du sang et des tissus

mous) prend environ 20 a 30 jours ; la seconde (I'élimination lente du plomb du sang)

implique un stockage par les os. La demi-vie biologique du plomb est estimée a un an dans

I'os trabéculaire et a 10-20 ans dans I'os cortical (Jakubowski, 2014). La plupart du plomb
7
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inorganique est excrété dans l'urine (environ 2/3), et un autre 1/3 est excrété dans la bile
intestinale puis excrété dans les feces. De petites quantités du plomb peuvent étre sécrétées
dans la sueur, le lait et la salive, et peuvent également s‘accumuler dans les cheveux et les
ongles (Giel-Pietraszuk et al., 2012 ; Tamayo y Ortiz et al., 2016).

Il. Le stress oxydatif

I1.1. Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif décrit I'état dans lequel le corps réagit a divers stimuli nocifs et produit un
exces d'especes reactives libres de I'oxygene (réactive oxygene spécifs: ROS) et de radicaux
azotés réactifs (réactive oxygene spécifs: RNS) (Duan et al., 2016). Il se définit également
par un déséquilibre entre la production d'especes oxydatives, principalement des ROS, et la
capacité de l'organisme a les neutraliser et a isoler les dommages oxydatifs (Belkhiri et

Bouab, 2018). Ces effets pourraient conduire a toutes sortes de maladies (Duan et al., 2016).

11.2. Les radicaux libres (RL)

Un radical libre est une espece chimique (molécule) avec un ou plusieurs électrons non
appariés dans son orbitale externe, la molécule est tres instable, elle est capable de réagir avec
d'autres molécules chimiques autour d'elle, et de piéger les éléments nécessaires a la stabilité
des électrons, une réaction en chaine commence lorsque le radical libre attaque la molécule
stable la plus proche et enléve ses électrons, et la molécule elle-méme devient un radical libre
(Boudjouref, 2018).

Ainsi, un radical libre peut donner son électron non apparié a une autre molécule, ou voler un
électron a une autre molécule pour former une paire. Par conséquent, une caractéristique
importante des réactions induites par les radicaux libres est qu'elles ont tendance a se produire
en tant que réaction en chaine (Subrata, 2016). lls sont produits par divers mécanismes
physiologiques car ils sont utiles a I'organisme a des doses raisonnables. Dans des conditions
normales, la balance antioxydant/pro-oxydant est dite en équilibre. Si ce n'est pas le cas, soit
en raison d'une carence en antioxydants, soit en raison d'une surproduction massive de RL, un

état de "stress oxydatif" est signalé (Kadri, 2017).

11.3. Les espéces réactives de I'oxygéne

Les especes réactives de I'oxygéne (ROS) sont des molécules hautement réactives dérivées de
nombreuses sources cellulaires, y compris le métabolisme oxydatif dans les mitochondries. A
de faibles niveaux, ils peuvent bénéficier aux cellules en activant les voies de signalisation qui

favorisent la prolifération ou la survie. A des niveaux plus élevés, les ROS peuvent
8
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endommager ou tuer les cellules en oxydant les protéines, les lipides et les acides nucléiques
(Ounis et al., 2018).

Les ROS comprennent les radicaux libres tels que le radical anion superoxyde (Oye-), le
radical hydroxyle («OH) et le peroxyde dhydrogene non radicalaire (H,O;). Les
intermédiaires azotés réactifs (RNI) sont également considérés comme des radicaux libres
importants. Il s'agit notamment de différentes formes d'oxyde nitrique (NOe): d'anions
nitroxyle (NO-), de nitrosonium (NO+) et de peroxynitrite (ONOO-) (Benayoun et al., 2019).

11.4. Les principales sources des espéces réactives d’oxygene

Les principales sources de ROS intracellulaires sont les mitochondries, le réticulum
endoplasmique (RE), les peroxysomes, les microsomes et les complexes NOX (sept isoformes
distinctes) dans la membrane cellulaire (Abdal Dayem et al., 2017) (Fig. 2).
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Figure 2 : Les différentes sources des radicaux libres (Di Mio et al., 2016).

11.4.1. Sources endogénes

11.4.1.1. La mitochondrie

Les mitochondries fournissent I'énergie nécessaire a de nombreux processus biologiques
vitaux. Elles sont considérés comme une source majeure de ROS d'origine cellulaire (Zhou
et al., 2015). L'accumulation accrue de calcium (Ca®") dans le cytoplasme conduit &
I'activation de la chaine de transport d'électrons mitochondriale et a la production de ROS. De
faibles concentrations d'oxygéne sont produites lors de la production mitochondriale

d'adénosine triphosphate (ATP) et d'eau, conduisant a un stade précoce de la production de

9
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ROS. L'anion superoxyde est le premier élément ROS produit par les mitochondries dans la

matrice mitochondriale et I'espace intermembranaire (Abdal Dayem et al., 2017).

11.4.1.2. Le réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (RE) lisse posséde une chaine de transport d'électrons composée
de deux systemes, et également capables de générer des ROS. Un autre systeme
microsomique doté de cette capacité permet le repliement oxydatif des protéines. Et joue
également un réle clé dans la génération de ROS (Di Meo et al., 2016). De plus, une variété
d'enzymes cellulaires comme [l'oxyde nitriqgue (NO) synthase, la monooxygénase du
cytochrome P450, la lipoxygénase et la cyclooxygénase,...etc., sont impliquées dans le

processus de génération de ROS (Dayem et al., 2017).

11.4.1.3. Les peroxysomes

Les peroxysomes sont formés par deux voies de biogenese distinctes et potentiellement
complémentaires. La perturbation de I'un de ces processus entraine des changements dans
I'accumulation de ROS. Bien que les mécanismes et les composants impliqués dans la
reconnaissance et la transmission d'informations au noyau soient inconnus, l'accumulation
spécifiqgue de ROS dans les compartiments cellulaires génere des signatures de ROS qui

peuvent déclencher des réponses spécifiques (llihoum et al., 2018).

11.4.1.4. NADPH

La NADPH oxydase est une enzyme productrice de superoxyde (O,e-) identifiée dans les
phagocytes et essentielle a son activité bactéricide. Plus tard, dans les cellules non
phagocytaires, la production d'O,e- s'est également révélée dépendante du NADPH

(Katsuyama et al., 2012).

11.4.2. Sources exogenes

Les sources exogenes sont présentés par : les rayonnements, les polluants atmosphériques et
certaines substances exogeénes, qui subissent des cycles successifs de réduction et d'oxydation,
appelés cycles redox. Les niveaux de ROS dans les systemes biologiques dépendent non
seulement de la productivité mais aussi de la présence et de lactivité des défenses
antioxydants cellulaires. Les électrophiles qui appauvrissent le GSH cellulaire peuvent
entrainer un stress oxydatif secondaire et les médicaments sont métabolisés pour former des

métabolites électrophiles (Bhattacharyya et al., 2014).
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I1.5. Les conséquences du stress oxydatif
11.5.1. Conséquences au niveau cellulaire

11.5.1.1. Oxydation de ’ADN

L'oxydation de I'ADN produit des mutations. La guanosine, l'une des quatre bases qui
composent I'ADN. L'oxydation de I'ADN peut affecter la méthylation de I'ADN en raison de
I'oxydation de I'ADN sur les cytosines ou les guanines méthylées dans les séquences CpG. La
formation d'adduits d'/ADN au niveau des guanines dans les séquences CpG inhibe la liaison
des ADN méthyltransférases aux résidus de cytosine adjacents, entrainant une
hypométhylation de I'ADN. La méthylation de I'ADN joue un role important dans la
régulation des genes (surexpression ou silencage). L'hypométhylation de I'ADN se produit
dans de nombreux cancers, y compris le cancer colorectall (Perse, 2013).

11.5.1.2. Oxydation des protéines et des acides aminés

Les protéines cellulaires solubles légérement oxydées sont sélectivement et rapidement
dégradées par le protéasome, tandis que les protéines fortement oxydées (sous-produits
carbonylés) sont de mauvais substrats pour la dégradation et s'accumulent dans les cellules.
On a émis I'hypothése que l'accumulation de cette substance endommagée au fil du temps
peut entrainer divers troubles liés a I'age chez I'nomme. Autrement dit, I'accumulation de
protéines endommagées dans les cellules agit comme un inhibiteur du protéasome, réduisant
la capacité a éliminer les protéines oxydées, accélérant I'accumulation de protéines mal
repliées et endommagées et affectant le systeme lysosomal cellulaire. Cela entrave a son tour
le renouvellement des protéines et conduit progressivement a d'autres changements structurels

et fonctionnels dans I'organite. (Perse, 2013).

11.5.1.3. L’oxydation des Lipides

L'oxydation enzymatique ou non enzymatique des lipides ou lipoprotéines membranaires
polyinsaturés conduit a la formation de nhombreux composés qui ont été impliqués dans le
développement de maladies cardiovasculaires telles que l'athérosclérose et les accidents
vasculaires cérebraux (Michel et al., 2008).

L'attaque des radicaux libres sur les lipoprotéines circulantes conduit a la formation de LDL
oxydées, qui seront capturées par des récepteurs spécifiques des macrophages. De plus, ces
LDL oxydées sont immunogenes et les complexes immuns formés peuvent activer la voie
classique du complément et produire des macrophages qui sécrétent des cytokines pro-

inflammatoires (Haleng, 2007). L'oxydation non enzymatique des lipides (via les ROS),

11
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appelée "peroxydation lipidique”, est un processus complexe allant de la formation de
produits primaires (hydroperoxydes) a la formation de produits finaux (aldéhydes,
isoprostanes). Une introduction générale au produit résultant mettra en évidence la grande
complexité de ces mécanismes et la difficulté de sélectionner des marqueurs répondant a la

fois a des criteres analytiques et pronostiques (Michel et al., 2008).

11.5.2. Pathologies liées au stress oxydatif

Le stress oxydatif est une cause majeure de plusieurs maladies. 1l joue un réle important dans
la pathogenese des maladies chroniques, I'oxydation enzymatique ou non enzymatique des
lipides membranaires polyinsaturés ou des lipoprotéines conduit a la formation de nhombreux
composes qui sont impliqués dans les maladies cardiovasculaires, maladies

neurodégénératives et les accidents vasculaires cérébraux, le diabéte ... (Michel et al., 2008).

Une production excessive de ROS peut également provoquer un cancer dans les cellules
normales (Mao et al., 2017). Cette production accrue a été impliquée dans la tumorigenese,
car les ROS sont un puissant cancérigéne qui cause des dommages a I'ADN et des mutations
génétiques, entrainant finalement une instabilité génomique et une transformation cellulaire
(Andrisic et al., 2018). Il provoque également la maladie de Parkinson, la maladie
d'Alzheimer, l'athérosclérose, l'insuffisance cardiaque, la drépanocytose, le lichen plan, le
vitiligo, des infections, le syndrome de fatigue chronique et d'autres maladies liées au
vieillissement (Duan et al., 2016).

11.6. Le systeme antioxydant
Le systeme de régulation se compose d'enzymes antioxydants et d'antioxydants non

enzymatiques (Bachkat et al., 2017) :

11.6.1. Systeme antioxydant enzymatique

Les antioxydants enzymatiques ont des centres métalliques, qui leur permettent d'acquérir
différentes valences en transférant des électrons pour équilibrer la molécule pour le processus
de détoxification (Agarwal et al., 2012). Les organismes du corps humain et les cellules
sont equipés de réseaux de défense antioxydants pour limiter I'accumulation excessive de
ROS (Hoéhn Aetal., 2017).

Parmi les enzymes antioxydantes on cite (Bhattacharyya, 2014) :
v La superoxyde dismutase SOD qui catalyse la dismutation de O,- en O, et H,0; ;
v La glutathion peroxydase (GPx) existant dans le corps sous cing isoformes : GPx1,

GPx2, GPx3, GPx4 et GPx. GPx 4, et qui détoxifie spécifiquement les hydroperoxydes de
12
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phospholipides dans les biofilms. Elle inhibe I'accumulation de peroxyde d’hydrogene dans les
cellules ;

v La catalase (CAT) qui disproportionne H,0, en H,0, que I'on trouve principalement
dans les peroxysomes. Chez I'nomme, elle se trouve principalement dans le foie, les reins et
les globules rouges, bien que tous les organes expriment I'enzyme ;

v La glutathion réductase (GR ou GSR) réduit le disulfure de glutathion oxydé (GSSG)
en GSH. Le GR protege les globules rouges, I'hémoglobine et les membranes cellulaires du
stress oxydatif en produisant du GSH ;

v L'heme oxygénase catalyse la dégradation de I'neme et produit du CO, de la
biliverdine et du fer. Deux isomeéres différents de HO, HO™ et HO™, ont été signalés. HO™ est
exprimé de maniére constitutive et HO™ est inductible.

11.6.2. Systeme antioxydant non enzymatique

11.6.2.1. Systeme non enzymatique endogene

I est représenté par les molécules suivantes :

v Le glutathion (GSH): c’est un tripeptide soluble dans l'eau (I-y-glutamyl-I-
cystéinylglycine) qui peut utiliser son groupe thiol pour réagir avec les ROS et s'oxyder pour
former du disulfure de glutathion (GSSG) (Duan et al., 2016). Le GSH est essentiellement
impliqué dans l'activation d'autres antioxydants, il réduit les radicaux libres de plusieurs
molécules. De plus, le glutathion est un cofacteur et un substrat pour plusieurs enzymes
(GRx) impliguées dans la défense contre le stress oxydatif (Samoylenko et al., 2013).

v La thiorédoxine : le systéme thiorédoxine est constitué de thiorédoxine (Trx) et de
thiorédoxine réductase (TrxR). Trx est une oxydoréductase contenant du disulfure qui régule
I'activité des facteurs de transcription sensibles a I'oxydoréduction (Bhattacharyya et al.,
2014).

v La mélatonine : la mélatonine est produite par le corps. Une fois oxydée, la mélatonine
ne peut pas étre restaurée a son état réduit car elle forme un produit final stable apres la
réaction (Agarwal et al., 2012). Elle neutralise efficacement les radicaux HO* et peroxy,
CO3*, NO,, O,* et HOCI dans les phases aqueuse et lipidique, et peut facilement traverser la
barriere hémato-encéphalique. La mélatonine en tant qu'antioxydant est oxydée de maniere
irréversible et ne peut pas étre réduite. Ainsi, il est appelé un antioxydant suicidaire ou

terminal (Bhattacharyya et al., 2014).
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11.6.2.2. Systeme non enzymatique exogene

v La vitamine C (acide ascorbique): est un catalyseur redox connu qui réduit et
neutralise les ROS. Sa forme réduite est maintenue par réaction avec le GSH et peut étre
catalysée par la protéine disulfure isomérase et la glutaredoxine (Bhattacharyya et al.,
2014).

v La vitamine E : elle a la capacité d'inhiber les espéces réactives de I'oxygene dans les
membranes cellulaires et d'autres environnements lipidiques, empéchant ainsi I'oxydation des
acides gras polyinsaturés. La forme la plus connue de la vitamine E est I'alpha-tocophérol, trés

actif pour neutraliser les radicaux libres peroxyles (Samoylenko et al., 2013).

I11. Les bactéries lactiques (BL)

I11.1. Historique

Les bactéries lactiques sont des microbes trés anciens dont les ancétres sont probablement
apparus il y a 3 milliards d'années (avant les cyanobactéries). lls sont utilisés dans la
fermentation alimentaire depuis plus de 4 000 ans sans comprendre la base scientifique de
leur utilisation, dans le but de produire des aliments mieux conserves et de meilleure qualité
(Boudersa et al., 2017).

Au début du XXe siecle, Elie Metchnikoff a remarqué que la longévité et la santé des
agriculteurs bulgares étaient liées a leur consommation de produits laitiers fermentés et a
suggeré que certains micro-organismes pouvaient avoir des effets bénéfiques sur la santé
humaine. (Daudi et al., 2018). Aujourd'hui, les bactéries lactiques représentent le deuxiéme
marché de production de biomasse aprés la levure. Principalement utilisé dans l'industrie
alimentaire, pour la production et la fermentation des aliments, mais aussi dans l'industrie
chimique, pour la production d'acide lactique et de biopolymeéres, et a joué un réle croissant

dnans la santé humaine et animale ces derniéres années (Brahimi, 2015).

111.2. Définition des bactéries lactique

Les Bactéries Lactiques (LAB : Lactic Acid Bacteria) sont des cellules procaryotes
organiques nutritives qui forment un groupe hétérogéne (Badis et al., 2005 ; Yang et al.,
2015 ; Ismail et al., 2016). Elles peuvent avoir différentes formes : sphériques, en batonnets

ou encore ovoides (Luquet et Corrieu., 2005 ; Galvez et al., 2011).

Les caracteristiques morphologiques, physiologiques et métaboliques de ces bactéries sont
recherchées pour une large gamme d'activites métaboliques et de propriétés a usage industriel,

telle que l'acidification, la protéolyse, la production de polysaccharides, ... (Aibeche, 2020).
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Certaines LAB sont largement utilisees comme probiotiques en raison de leurs bienfaits pour

la santé, comme Lactobacillus, Bifidobacterium et Streptococcus (Bouguerra, 2021).

111.3. Habitat

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes ubiquitaires qui peuvent exister dans tous
les types d'habitats (Belyagoubi, 2014). Ills sont souvent associés aux matieres premieres
végetales et animales et aux aliments fermentés correspondants, notamment les produits
laitiers, les viandes, les légumes et les ceréales, dans lesquels la fermentation peut avoir lieu
(Bouguerra, 2021). lls poussent avec la levure dans le vin, la biére et le pain (Menad, 2018).
IIs existent dans I'environnement a I'état libre ou vivent avec des hotes tels que les humains ou
les animaux (Belyagoubi, 2014). Certaines espéces sont également présentes dans les voies
respiratoires, intestinales et reproductives des humains et des animaux (Bouguerra, 2021).

I11.4. Classification des bactéries lactique

Basé sur des caractéristiques observables telles que les propriétés morphologiques,
biochimiques et physiologiques. Des marqueurs de classification chimique, tels que la
composition en acides gras et la composition de la membrane cellulaire, ont également été
utilisés pour la classification (Belyagoubi, 2014).

Il existe deux classifications : la classification classique et la classification moderne

111.4.1 Classification classique

Basé sur la morphologie, les schémas de fermentation du glucose, la croissance a différentes
températures, la configuration de l'acide lactique produit et la tolérance aux concentrations
élevées de sel et aux acides ou bases (Bouguerra, 2021).

Les autres caractéristiques phénotypiques et biochimiques utilisées pour identifier les especes
de BL sont : gamme de glucides fermentescibles, hydrolyse de larginine, production
d'acétone, tolérance aux sels biliaires, type d'hémolyse, Production d'exopolysaccharides,
besoins en facteurs de croissance, présence de certaines enzymes, caractéristiques de

croissance et sérotypage dans le lait (Axelsson, 2004).

111.4.2 Classification moderne

La classification des bactéries lactiques peut étre affinée sur la base de I'hybridation ADN-
ADN et du séquencage du gene de I'ARNr 16S. En créant de nouveaux genres (Mermouri,
2018), il est possible de regrouper des espéces et de séparer d'autres espéces (en séparant

Streptococcus en : Streptococcus, Lactococcus et Enterococcus).
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I11.5. Caractéristiques des principaux genres de bactéries lactiques

I11.5.1. Le genre Streptococcus

La premiére classification des streptocoques était principalement basée sur I'némolyse et les
antigenes du groupe Lansfield. Le streptocoque est présent chez les humains, les animaux,
I'environnement et les sources alimentaires (Mas-De-Xaxars et al., 2009). Ce genre
représente les bactéries Gram-positives sphériques ou ovoides (Gao et al., 2014 ; Martin,

2016). lls sont généralement disposés en chaines ou en paires (Holzapfel, 1995).

I11.5.2. Le genre Lactococcus
Les cellules de Lactococcus sont des sphéroides ovoides, séparés par paires ou chaines,

généralement allongées dans le sens de la chaine, Gram-positives, anaérobies (Ganzle, 2015).

111.5.3. Le genre Entérococcus
Ce sont des bactéries anaérobies facultatives Gram-positives, catalase-négatives, non
sporulantes, avec un métabolisme homofermentaire qui produit du lactate L(+) a partir du

glucose (Garcia-Solache, 2019).

111.5.4. Le genre Pediococcus

Les pédiocoques se présentent sous la forme de cocci sphériques ou lenticulaires a Gram
positif, de spores, immobiles, le plus souvent catalase négative, a fermentation lactique
hétérogéne, et éventuellement anaérobies (Holzapf et Wood, 1995 ; Philippon et Poyart,
2008 ; Dicks Endo, 2014).

I11.5.5. Le genre Lactobacillus

Ces bactéries sont associées aux humains ou utilisées dans la fermentation industrielle des
produits laitiers et d'autres aliments (Kant et al., 2011 ; Salvetti et al., 2012). Ils peuvent étre
isolés du tractus gastro-intestinal, des plantes, de la viande et des produits laitiers (Savadogo
et al., 2011). Les cellules sont de longs batonnets fins ou trés courts, courbés voire ovales,
généralement en forme de chaine, ne forment pas de spores et sont généralement immobiles
(Tailliez, 2004 ; Salvetti et al., 2012).

I11.5.6. Le genre Bifidobacterium

Action probiotiqgue pour l'industrie alimentaire. lls existent dans différentes niches
écologiques ; l'intestin, la bouche, les eaux usées, le sang et la nourriture des animaux
(humains, bovins, lapins, souris, poulets et insectes) (Turroni et al., 2011). A I'exception des

astéroides Bifidobacterium et Bifidobacterium et Bifidobacterium, bactéries anaérobies
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obligatoires ou facultatives, elles sont actives, amotiles, non bactéricides enzymatiquement

négatives (Rodriguez et al., 2015; Matejcekova. Lee et al., 2011).
111.6. Métabolisme des bacteéries lactiques

111.6.1. La protéolyse

Le systeme protéolytique des bactéries lactiques est constitué de protéases associées a la paroi
cellulaire qui catalysent I'nydrolyse initiale des protéines en peptides. Ces peptides sont
ensuite dégradés par des endopeptidases ou des exopeptidases en acides aminés et
oligopeptides qui sont facilement transloqués a travers la paroi cellulaire. Dans le lait, la
dénaturation des caséines laitieres les fait se déposer en petits flocons, qui forment ensuite un
caillé, provoquant le caillage du lait. La protéolyse dans les aliments est d'abord assurée par
des enzymes microbiennes de ferments mésophiles (Lactococcus lactis et Leuconostoc) ou
thermophiles (Lactobacillus, Streptococcus thermophilus). Cependant, la majeure partie de
l'activité protéolytique est constituée d'enzymes tardives libérées dans le fromage par
homofermentation stricte (Lb. farciminis), hétérofermentation facultative (Lb. casei...) ou
hétérofermentation stricte (Lb. fermentum...) (Belkhir, 2017).

111.6.2. Métabolisme du glucose

Les bactéries lactiques n'ont pas de systeme respiratoire fonctionnel et leur énergie est
obtenue par phosphorylation au niveau du substrat. Le schéma de fermentation du glucose
fournit une caractéristique importante pour la différenciation du genre, ce qui permet de les

diviser en deux grandes catégories (Belhamra, 2017).

111.6.2.1. Bactéries lactiques homofermentaires

Convertir tout excés de glucose en lactate. Le transport du glucose ou du lactose vers les
cellules varie selon les especes. Ils ont utilise la voie EMP dans la derniére étape de la
glycolyse, convertissant le pyruvate en lactate, régénérant ainsi le NAD+ a partir du NADH
précédemment formé. Dans cette derniére étape, les bactéries impliquent le lactate
déshydrogénase (Bekhouche, 2006).

111.6.2.2. Bactéries lactiques hétérofermentaires

Ce groupe de LAB utilise la voie des pentoses phosphates consistant en la phosphorylation
pour générer du 6-phosphogluconate, qui subira une décarboxylation. Les sucres pentoses
résultants sont clivés en phosphate de glycéraldéhyde, qui suit la voie glycolytique,

déshydrogénation du glucose, donnant du lactate et de l'acétylphosphate, ce dernier étant
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réduit en éthanol. Du dioxyde de carbone, de I'éthanol ou de I'acétate étant produit en plus de

I'acide lactique, cette fermentation est appelée acide isolactique (Djellouli, 2018).

111.6.3. La lipolyse

Les enzymes produites par les bactéries lactiques sont trés importantes dans l'industrie
alimentaire. La lipolyse joue un réle crucial dans I'affinage du fromage, ou les acides gras sont
convertis en méthylcétones, lactones et thioesters, qui, en plus des acides gras, contribuent a
la saveur du produit fermenté (Ouali, 2010). Bien que les bactéries lactiques possédent une
grande variété d'enzymes lipolytiques capables d'hydrolyser divers substrats d'esters d'acides
gras, de triacylglycérols, de diacylglycérols et de monoacylglycérols, elles sont généralement

considérées comme des enzymes lipolytiques faibles (Belhamra, 2017).

I11.7. Bactéries lactiques et plomb

Les bactéries ont utilisé de nombreux mécanismes pour tolérer ou résister aux composés du
plomb (Pb). Restreindre le mouvement des métaux a travers les parois cellulaires est un
mécanisme utilisé par les bactéries pour prévenir I'empoisonnement. La paroi cellulaire est
une barriere aux ions plomb. Chez les bactéries Gram-positives en particulier, le plomb se lie
a la couche de peptidoglycane et aux acides teichoique présents sur la paroi cellulaire (Huét
et al., 2017). De plus, les métabolites macromoléculaires produits par LAB possedent des
groupes chargés qui permettent au Pb de se lier et de se séquestrer a la surface cellulaire par
des interactions électrostatiques. Les LAB sécrétent des polysaccharides extracellulaires
(EPS) dans I'environnement extracellulaire pendant la croissance, qui sont considérés comme

des biosorbants pour I'élimination des métaux lourds (Derong et al., 2017).

Les lactobacilles et les bifidobactéries peuvent lier le plomb et le cadmium en solution. Ils ont
observé une liaison rapide chez les espéces etudiées, avec les plus grandes quantités de plomb
et de cadmium immobilisées entre 5 minutes et 1 heure (Monachese et al., 2012). La liaison
des bactéries lactiques aux métaux lourds dépend de la souche, de la température et du pH. En
raison de I'adsorption rapide du Pb des solutions aqueuses, Des mécanismes de liaison passive
des ions metalliques aux surfaces bacteriennes plutét que I'accumulation dans les cellules ont
été proposeés ; la liaison de Lb au Cd et au Pb implique plusieurs mécanismes réversibles tels
que I'échange d'ions et la précipitation (Kirillova et al., 2017).

111.8 Activité antioxydante des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ont de puissantes propriétés antioxydantes qui peuvent maintenir un

équilibre normal dans le corps, et peuvent également protéger le corps contre le
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vieillissement, I'inflammation et méme le cancer, réduire le cholestérol sérique et plusieurs
autres troubles de santé (Ding et al., 2017).

Le systéeme antioxydant des probiotiques est diversifié¢, y compris la production et la sécrétion
d'enzymes telles que la SOD, la CAT et la glutathion peroxydase (GSHPXx), et favorise
également la production d'antioxydants non enzymatiques tels que le glutathion (GSH), le
glutathion (GSH) joue un réle majeur dans la régulation du redox, du tocophérol (vitamine E),
de l'acide ascorbique (vitamine C), et de certaines biomolécules connues pour leurs effets
antioxydants, comme I'EPS (Coskun et al, 2010; Afify et al., 2012). La réponse antioxydante
des bactéries lactiques a divers mécanismes, notamment la prévention de la formation de
radicaux libres, le piégeage des radicaux libres capacité réductrice, activité de chélation des
ions métalliques (Abubakr et al., 2012 ; Ding et al., 2017).

111.9 Le pouvoir antioxydant des Exopolysaccharides des bactéries lactiques

La production d'EPS par les bactéries lactiques serait I'un des mécanismes par lesquels ces
bactéries exercent leurs activités bénéfiques, notamment l'activité antioxydante (Lopez et al.,
2012 ; Hidalgo-Cantabrana et al., 2014 ; Tahoun et al., 2017). Ce mécanisme élimine les
substances réactives formées dans l'intestin, ces EPS jouent donc un réle important dans le
stress anti-oxydant. L'un de ces mécanismes est le piégeage des radicaux libres (Li et al.,
2014).

En tant qu'oxydants nocifs, les radicaux libres hydroxyles et peroxyde peuvent causer des
dommages oxydatifs aux biomolécules et sont a I'origine de nombreuses maladies humaines.
L'effet antioxydant de I'EPS peut étre d( a sa capacité a capter ces radicaux libres en libérant
des hydrogénes actifs des fonctions hydroxyles de I'EPS ou par leur association avec ces
derniers, aboutissant a des formes stables (Pan et al., 2010 ; Li et al., 2014).

Par conséquent, l'activité de chélation des métaux est considérée comme une propriété
antioxydante de I'EPS pour exercer sa capacité antioxydante (Li et al., 2014 ; Trabelsi et al.,
2017). Le fer (Fe+2) et le cuivre (Cu+2) sont parmi les especes métalliques les plus efficaces
connues comme pro-oxydants et jouent un réle important dans la catalyse des réactions
d'oxydation (Wang et al., 2017).
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I. Matériel et méthodes

L’ensemble de notre travail a été réalisé au sein du laboratoire de Microbiologie de la Faculté
des Sciences de la Nature et de la Vie de I’Université de Jijel, durant la période du Mai-Juin
2022.

I.1. Objectif
Ce travail vise a étudier ’effet toxique du plomb sur quelques souches de bactéries lactiques
isolées a partir du blé dur fermenté, via 1’évaluation de son effet sur leurs capacités
antioxydants.
Pour cela nous avons réalisé les tests suivants :

> Test de résistance au plomb ;
Test de résistance au peroxyde d’hydrogéne en présence du plomb ;
Dosage de la teneur totale en polyphénols ;
Piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) en présence du plomb ;
Capacité de piégeage de I’anion superoxyde en présence du plomb;

YV V. V V V

Etude du pouvoir réducteur en présence du plomb ;

> Etude de la capacité de fixer le plomb.
1.2. Matériel

1.2.1. Matériel biologique

Des echantillons du blé fermenté traditionnellement ont été utilisés pour 1’isolement de
bactéries lactiques. En bref ; des solutions méres et des dilutions décimales ont été préparées
en utilisant I’eau physiologique stérile. A partir de la dilution 10 des boites de Pétri
contenant la gélose MRS préalablement coulée et solidifiée ont été ensemencées.
L’incubation a été faite a 37 °C pendant 24 heures. 10 % des colonies obtenues dans chaque
boite de Pétri ont été prélevés ensemencés dans le bouillon MRS, les isolats font ensuite
I’objet pour la coloration de Gram et le test de catalase. Tous les isolats sont Gram +, catalase
— (tableau 1).

1.2.2. Produits chimiques et milieux de culture

Pour notre étude expérimentale, divers produits chimiques ont été utilisés ; Peroxyde
d’hydrogéne (H202) ; Folin-Ciocalteu ; Carbonate de sodium (Na.COs) ; pyrogallol ;
Ferricyanure de potassium ; Acide trichloracétique (TCA) ; Trichlorure de fer ; Acide gallique
(AG), Acide ascorbique (AA) ; Tampon Phosphate Buffer Saline (PBS) a pH 6.6 ; Tampon
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Tris-HCL a pH 8.2 ; Le milieu de culture Man-Rogosa et Sharp (MRS) bouillon.

Tableau. 1. Résultats de la recherche de catalase et de la coloration de Gram des bactéries

lactiques étudiées

Isolat Test de catalase Coloration de Gram
LB1aLB7 - Cocci +
LB8 - Bacille +
LB9 - Cocci +
LB10 - Bacille +
LB11aLB14 - Cocci +
LB15-LB16 - Bacille +

Les bactéries lactiques isolées sont par la suite conservé dans du MRS bouillon a 30 % du

glycérol & une température de — 20 °C.

1.2.3. Appareillages

Les appareils utilisés dans les différentes étapes de notre travail sont : étuve de 37°C
(MEMMERT) ; autoclave ; réfrigérateur (ENIEM) ; balance (SARTORIUS) ; pH-métre
(HANNA) ; bain Marie (Gerhardt) ; plaque chauffante ; centrifugeuse (Hettich) ;
Spectrophotomeétre (Specord 50 plus).

1.3. Méthodes

1.3.1. Repiquage et réactivation des souches lactiques

Les 16 souches de bactéries lactiques préalablement isolées du blé fermenté
traditionnellement, conservées dans le milieu liqguide MRS a 30 % glycérol a une
températurede -20 °C, sont réactivées et repiquees dans le milieu MRS (bouillon et gélose) et

conserveées au réfrigérateur jusqu’au moment de réalisation des différents tests.

1.3.2. Préparation de la solution mére du plomb et traitement des souches
Les souches lactiques sont standardisees par spectrophotometre a 600 nm, ensuite elles sont
traitées par 100 mg/L du plomb (annexe 2). L’incubation a été réalisée a 37 °C pendant 24

heures.

1.3.3. Préparation des cellules intactes

Pour chaque analyse, 0,5 ml de la souche lactique traitée ou non par le plomb ont éte
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transférés dans des tubes Eppendorf et centrifugés a 13 000 tr/min pendant 15 min. Aprés la
centrifugation, le culot suspendu dans 1 ml de la solution saline tamponnée au phosphate
(PBS) a eté utilisé pour la réalisation des différents tests. Tandis que le surnageant obtenu a

été utilisé pour le dosage des polyphénols (Duz et al., 2020).

1.3.4. Résistance des bacteéries lactiques au plomb
Les souches lactiques isolées du blé fermenté traditionnellement ont été ensemencées dans le
milieu MRS a 100 mg/L du plomb. Elles ont été ensuite incubées a 37 °C pendant 24 heures.

Aprés incubation la densité optique a une longueur d’onde de 600 nm a été enregistrée.

Aprés ce test, 04 souches lactiques présentant le taux de survie et de résistance le plus

élevé ont été sélectionnées pour la suite des autres tests (Kirillova et al., 2017).

1.3.5. Effet du plomb sur la résistance des bactéries lactiques au peroxyde d’hydrogéne
(H202)

» Principe
C’est 1’'une des méthodes les plus communes pour évaluer la capacité de résistance des
bactéries lactique au peroxyde d’hydrogene. Certaines bactéries lactiques produisent en milieu
humide du peroxyde d'hydrogene (H202) qui inhibe de nombreuses souches bactériennes
pathogenes (Ouwehand et Vesterlund, 2004). Cette méthode consiste a incuber les souches
lactiques dans un milieu contenant des concentrations différentes en H.O, puis déterminer le

pourcentage de survie.

» Mode opératoire

La résistance des souches lactiques & H>O; en présence et en absence du plomb, a été
déterminée comme décrit par (Li et al., 2012), avec quelques modifications. Les cultures
d'une nuit des souches lactiques ont été inoculées a 2 % dans du MRS a la fois comme
groupe témoin (bouillon MRS), dans du bouillon MRS contenant 0,5 mM de H,O; et dans
le milieu MRS contenant a la fois 0.5 mM de H,0, et 100 mg/L du plomb. Le groupe
temoin et les groupes échantillon ont été incubés a 37 °C pendant 8 heures. La croissance des
souches lactiques dans chaque cas a été mesurée en double en utilisant le spectrophotométre a
la longueur d’onde 600 nm.

On calcule la survie en % des souches endommagées par H202 et/ou Pb(NO3)2 comme suit :

[ La survie en % = (Ae/ At) x100 ]
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Ae : L'absorbance de I’échantillon.

At : absorbance de témoin.

1.3.6. Dosage des polyphénols des bactéries lactiques

» Principe
Le principe de cette méthode est basé sur la réduction en milieu alcalin de I’acide
phosphotungstique (HsPW12040) et phosphomolybdique (HsPMo0012040) du réactif du Folin-
Ciocalteu en un mélange d’oxyde bleu de tungstene (WsO23) et de molybdene (MogO2s) lors
de I’oxydation des polyphénols. La couleur bleue obtenue est proportionnelle au taux de

composés phénoliques contenus dans I’extrait (Boizot et Charpentier, 2006).

» Mode opératoire

Une aliquote (1 ml) de surnageant de la souche lactique préparé précédemment, traitée ou non
par 100 mg/L du plomb, a été introduite dans un tube a essai avec 5 ml de la solution Na,COs
0,5 M et a été mélangé brievement avec 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu. La solution a été
agitée et laissée au repospendant 30 min. L'absorbance du surnageant a été mesurée a 725 nm
et les données ont été exprimés en milligrammes d'équivalent d'acide gallique de polyphénols
(EAG)/g (Livinska et al., 2016 ).

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en

utilisant 1’acide gallique.

1.3.7. Effet du plomb sur Pactivité de piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl
(DPPH)

» Principe
La méthode de piégeage des radicaux 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazl (DPPH) est couramment
utilisee dans les études d'activité antioxydante en raison de sa facilité, rapidité, sensibilité et
reproductibilité par rapport aux autres méthodes (Kouassi, 2017). L’activité antioxydant
augmente proportionnellement a la suppression de couleur pourpre formé lorsque le radical
DPPH a été ajouté au milieu (Atoui et al., 2005).

Le DPPH est wun radical libre stable, en acceptantun électron ou un radical
hydrogene, il devient stable. L’effet des antioxydants sur ce radical se traduit par leurs
capacités a lui donner un atome d’hydrogéne. La réduction de DPPH est déterminée par le

changement de couleur du violet vers le jaune.
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» Mode opératoire
L'activité de piégeage des radicaux DPPH a été déterminée selon la procédure de (Li et al.,
2012) 1 ml de la solution fraiche de DPPH (0,05 mM, dans de I'éthanol) a été ajouté aux
échantillons des cellules intactes (traitées ou non par le plomb) préparés avec une suspension
dans 1 ml de PBS dans des tubes Eppendorf. Les échantillons ont été conservés dans
I'obscurité et & température ambiante pendant 1 heure. Apres incubation, les échantillons
ont été centrifugés a 13000 tr/min pendant 10 minutes et le pourcentage de piégeage du
radicale DPPH a été mesuré en déterminant 1’absorbance des surnageants par

spectrophotométrie a 517 nm. L’acide ascorbique a été utilisé comme témoin positif.

L’activité de piégeage radicalaire DPPH (%) des souches est calculée comme suit :

[ Activité de piégeage (%) = [1- (Ae - Ab) / At] x ]

Ae : Absorbance de 1’échantillon.
Ab : Absorbance du blanc.

At : Absorbance de témoin.

1.3.8. Effet du plomb sur Pactivité de piégeage des radicaux anions superoxydes

» Principe
Le pyrogallol est un tri-hydroxy-phénol. En milieu acide, cette molécule est stable. Mais
lorsqu’elle est placée en milieu basique (pH > 7), elle se dégrade. Elle produit alors des anions
superoxydes qui vont oxyder le pyrogallol. On parle d’auto-oxydation du pyrogallol
(Kullisaar et al., 2002). Le test au pyrogallol est utilisé en routine, en raison de son faible
codt et de sa facilitt de mise en ceuvre, pour tester des produits antioxydants, et plus

particulierement anti-anions superoxydes (L.i et al., 2012).

» Mode opératoire
L'analyse de l'activité de piégeage des radicaux anions superoxyde (O%) a été réalisée par
spectrophotométrie avec une méthode ameéliorée d'auto-oxydation au pyrogallol (Wu et al.,
2014). Le radical anion superoxyde a été produit avec des systémes d'auto-oxydation au
pyrogallol (1, 2, 3-benzentriol) dans des conditions alcalines. Initialement, 0,1 ml de la souche

lactique (traitée ou non par le plomb), ajustée a la concentration McFarland 5, a été ajouté a
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4,5 ml de solution de Tris-HCI (0,05 M, pH 8,2) et le mélange réactionnel a été incubé
pendant 20 minutes dans un bain Marie & 25 °C. Ensuite, 0,4 ml de pyrogallol (0,25 M,
préchauffé a 25 °C) a été ajouté et le mélange a été incubé a 25 °C pendant 4 minutes. 0,1 ml

de HCI (8M) a été ajouté pour arréter la réaction.

L'absorbance a été mesurée a 320 nm. Le contréle comprenait une quantité égale de tampon
Tris-HCI 0,05 M (pH 8,2) pour remplacer I'échantillon. L’acide ascorbique a été utilisé

comme témoin positif.

L’activité de piégeage du radical anion superoxyde est calculée comme suit :

[ Piégeage de I’anion superoxyde % = [(At - Ae) / At] x 100 }

Ae : Absorbance de I’échantillon

At : Absorbance du témoin

1.3.9. Effet du plomb sur le pouvoir réducteur des bactéries lactiques

» Principe
Le pouvoir réducteur est un indicateur significatif du potentiel antioxydant d’une substance, et
présente souvent un profil comparable a celui des teneurs en substances anti-oxydantes dont
la nature et la concentration modulent le pouvoir réducteur (Arasu et al., 2016). Cette
méthode est basée sur la capacité des polyphénols présents dans nos échantillons (les
bactéries lactiques ) a réduire le complexe ferrique (Fe**) de couleur jaune en fer ferreux

(Fe?") de couleur bleu verdatre, dont I’intensité est proportionnelle au pouvoir réducteur.

» Mode opératoire
Le pouvoir réducteur a été mesuré selon la technique décrite par (Bae et al., 2016) avec
quelques modifications. 0,5 ml de la souche lactique (traitée ou non par le plomb) a été
mélangé avec 0,5 ml de la solution saline tamponnée au phosphate (PBS, 0,2 M ; pH 6,6) et
0,5 ml de solution de ferricyanure de potassium (1%, P/V). Le mélange a été incubé dans un
bain Marie a 50 °C pendant 20 min, rapidement refroidi a température ambiante, et une

solution d'acide trichloroacétique (10 %, P/V) a ensuite été ajoutée. Aprés centrifugation a
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1399 x g pendant 5 min, une aliquote du surnageant (1 mL) a été mélangée avec 1 mL d'eau
distillée et 0,2 mL de solution detrichlorure ferrique (0,1 %, P/V). L'absorbance du mélange a

été mesurée a 700 nm (Ae) par rapport a un blanc avec du PBS remplacant I'échantillon (Ab).

Le pourcentage d pouvoir réducteur est calculé comme suit :

[ Le pouvoir réducteur (%) = (Ae — Ab)/Abx100 ]

Ae : Absorbance de 1’échantillon
Ab : Absorbance du blanc.

1.3.10. Caractérisation de la capacité des bactéries lactiques a fixer le plomb

Ce test consiste a traiter les souches lactiques étudiées par 100 mg/L du plomb. Apres
incubation a 37 °C, chaque souche lactique est transférée dans un eppendorf puis centrifugée
a 13 000 tr/min pendant 15 min. Le surnageant est injecté dans 1’appareil de la spectrométrie
d’absorption atomique (SAA). La concentration en plomb dans le surnageant a été déterminée

a partir de TO jusqu’a 72 heures.

1.3.11. Analyse statistique

Les résultats sont présentés comme une moyenne + écart type, le calcul de la moyenne et de
I’écart type sont réalisés avec Microsoft Excel 2010. L’effet significatif a été évalué par le test
« ANOVA » qui permet la comparaison des moyennes ; celui-ci a été effectué avec le logiciel
« SPSS.22 ». Les résultats sont jugés statistiquement différents avec un seuil de signification

supérieur a 95 % lorsque « P < 0.05».

I. Résultats et discussion
I1.1. Résistance des isolats lactiques au plomb
Les resultats de la résistance des différents isolats lactiques au plomb sont montres dans le

tableau suivant :

Tableau 2. Taux de survie des souches de bactéries lactiques dans le milieu MRS contenant
100 mg/g du plomb.
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Souches  Résistance au plomb a100

mg/L (%0)

BL1 96.30 + 3.78
BL2 88.38 £ 4.50
BL3 92.11 + 3.87
BL4 88,03 + 3.26
BL5 97.735+5.09
BL6 94.355 + 4.06
BL7 93.16 £4.75
BL8 96.085 + 0.81
BLO* 70.07 £ 9.46
BL10*** 99.645 + 0.82
BL11 88.88 £ 0.31
BL12 91.49 +2.90
BL13 91.85+5.87
BL14 82.99+1.44
BL15 78.71 + 4.46
BL16 94.3+2.68

Nous avons remarque une différence hautement significative dans les résultats de resistance
des souches lactiques étudiées au plomb (a 100 mg/L). Selon le tableau, toutes les souches
lactiques étudiées ont la capacité de résister au plomb, car le pourcentage de résistance est trés
élevé (au-dela de 70 %). Ce pourcentage variait entre 70.07 £ 9.46 % et 99.645 + 0.82 %.
Selon les résultats, on observe que les 04 souches codées BL1, BL5, BL8 et BL10 sont les
plus résistantes avec des pourcentages de 96.30 + 3.78 %, 97.735 £ 5.09 %, 96.085 + 0.81 %
et 99.645 £ 0.82 % respectivement.

Une étude similaire menée par Halttunen et al., en 2007 a révélé que certaines bactéries
lactiques telles que : Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus casei, Lactobacillus
fermentum, Bifidobacterium longum 2C, Bifidobacterium longum 46 et Bifidobacterium lactis

Bb12 présentaient une tolérance a 50 mg/l de plomb.
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D'autres études ont également rapporté que plusieurs souches de Lactobacillus : Lactobacillus
rhamnosus GG, Lactobacillus rhamnosus LC705, Lactobacillus johnsonii Lj1, Lactobacillus
casei Shirota et Lactobacillus fermentum ME3 avec liaison Lactobacillus amylinum,
Lactobacillus reuteri L. dextrinicus et L. dextrinicus isolés de boue contaminée au plomb et
des échantillons de boues ont été identifiés comme des souches probiotiques piégeant le
plomb (Kirillova et al., 2017).

Les 04 souches BL1, BL5, BL8 et BL10 ont été retenues pour la suite de la partie

expérimentale.

11.2. Effet du plomb sur la résistance des isolats lactiques au peroxyde d’hydrogéne
(HzOz, 0.5 mM)
Les résultats de la résistance des bactéries lactiques étudiées traitées ou non par du plomb

(100 mg/L) au peroxyde d’hydrogéne (0.5 mM) sont présentés dans la figure suivante :

B Témoin

uPB

BL1 BL5 BLS8 BL10O
Souches lactiques

Figure 3. Effet du plomb sur la résistance des bactéries lactiques au peroxyde d’hydrogeéne

(0.5 mM).

D’aprés la figure 3 ci-dessus, nous avons remarqué une différence significative dans les

résultats de résistance des souches lactiques étudiées au peroxyde d’hydrogenes (a 0,5 mM).

Les quatre souches lactiques étudiées ont la capacité de résister au peroxyde d’hydrogene.
Lorsque les souches étaient exposees a 0,5 mM de H,0O,, les taux de survie variaient entre
8,70+ 2,12 % et 57,72 £ 2,78 %.
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La souche BL5 présente le taux le plus faible avec un pourcentage de 8,70 % alors que la
souche BL1 présente le taux de survie le plus élevé (57,72 %). Une concentration de 100
mg/L du plomb a diminué significativement le taux de survie des bactéries lactiques. On
remarque la souche codée BL 5 tolére le maximum le plomb et cela comparativement avec les
autres souches.

Le peroxyde d’hydrogéne est un oxydant qui peut pénétrer la membrane cellulaire et causer
des dommages par la suite (Mishra et al., 2015). Dans les conditions d’aérobiose (Horvath
et al., 2009). En général, les bactéries lactiques sont capables de transformer 1’oxygéne
moléculaire (O;) en superoxyde excité (O;), en peroxyde (H20,) ou en eau (H,0). Ces
réactions sont catalysées par des enzymes spécifiques généralement en présence d’un substrat
a oxyder. Ces enzymes ont été trouvées chez des souches de Streptococcus, Lactococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc et Pediococcus. L'effet antimicrobien de H,O, peut résulter de
I'oxydation des groupes sulfydriliques causant la dénaturation d'un certain nombre d'enzymes,
et de la peroxydation des lipides de membrane ; de ce fait provoque l'augmentation de la
perméabilité de la membrane (Kong et Davison, 1980).

Chez les organismes aérobies, la production d’une grande quantité d’ERO, et la génération du
stress oxydatif qui en découle, sont parmi les aspects les plus connus et les plus précoces de la
toxicité des éléments traces métalliques (ETM). Cette génération d’ERO induite par les
métaux a été particulierement étudiée chez ’homme en raison du potentiel génotoxique et
cancérigene de ces ERO (Stohs et al., 1995). Chez les organismes vivants, le traitement avec

du plomb, induit une augmentation de la production d’H202 et d’02.- (Huang et al., 2008).

Sur les bacteéries, il est possible d’estimer indirectement le niveau de production d’ERO et du
stress oxydant généré, en mesurant ’activit¢ des enzymes antioxydantes, ou le taux de
peroxydation lipidique, qui sont des biomarqueurs du stress oxydatif (Mishra et Choudhuri,
1999).

11.3. Dosage de la teneur totale en polyphenols

Les polyphénols constituent une famille de molécules organiques largement présente dans le
regne végétal, généralement de haut poids moléculaire, ces composés sont les produits du
métabolisme secondaire des plantes. Ils ont des propriétés antioxydants, et en particulier la
classe des flavonoides (Hervert-Hernandez et Gofii, 2011).

Les polyphenols peuvent agir de différentes facons dans les processus de régulation du stress
oxydant : par capture directe des especes réactives de 1’oxygene, par chélation de métaux de

transition comme le fer (empéchant ainsi la réaction de Fenton) ou par inhibition de I’activité
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de certaines enzymes responsables de la production des ERO comme la xanthine oxydase
(Rira, 2006).

La teneur des polyphénols totaux a été déterminée par spectrophotométrie selon la méthode
colorimétrique en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats sont montrés dans la
figure (4).

D’aprés la figure, les quatre souches de bactéries lactiques produisent des substances
phénoliques avec des taux qui variaient entre 0.0385 + 0,02 et 0.602 + 0,04 mg EAG/g, ces
taux varient d’une maniére tres hautement significative (P < 0.001). Les deux souches codees
BL1 et BL8 présentent les taux les plus élevés en polyphénols. Alors que la souche codée

BL10 produit le taux le plus faible en ces composés bioactifs.

0,03 - H Témoin
i pb

Taux de polyphenols (mg EAG/g)

BL1 BL5 BL8 BL10O
Souches lactiques

Figure 4. Concentration en polyphénols des souches lactiques.

Toutes les souches lactiques reconnaissent une diminution (p < 0.001) dans leur production de
polyphénols apres traitement au plomb, mais cette diminution est faible dans les trois souches

codées BL1, BL5 et BL8 et relativement élevée dans la souche BL10 (par un facteur de 1.92).

11.4. Piégeage de I’anion superoxyde

L’anion superoxyde est produit en grande quantité par les phagocytes pour tuer les pathogenes
invasifs (Fridovich et Editorial, 1974). Il est produit aussi en quantité plus modeste par la
respiration mitochondriale. D’autres sources biologiques directes et indirectes du superoxyde
ont aussi été identifiées : la NADPH oxydase, la xanthine oxydase, la synthése de 1’oxyde
nitrique endothéliale et des isoformes du cytochrorne p450 monooxygénase. L’anion

superoxyde est capable d’activer les voies dépendantes des tyrosines kinases qui sont aussi
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utilisées pour la signalisation des récepteurs des facteurs de croissance (Wu et Champlain,
1999).

Le taux de piégeage de I’anion superoxyde par les 04 isolats lactiques varie significativement
(p < 0.05). Ils varient entre 9,82 + 0,24 et 20,16 + 1,13 %. Les résultats sont démontrés dans
la figure (5). Ces résultats de piégeage sont tres proches au sein des 04 souches mais il
semblait que la souche codée LB10 était la plus efficace (.....%) par rapport aux autres. De
plus, comparativement a la vitamine C, les 04 souches sont moins efficaces, car les

pourcentages de piégeage de 1’anion superoxyde varient entre 9.82 et 20.16 % (contre 60 %

environ, pour la vitamine C).
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Figure 5. Taux de piégeage de 1’anion superoxyde des souches lactiques étudiées. AA : acide

ascorbique.

D’autre part le plomb (& 100 mg/L) a diminué significativement les capacités des souches
lactiques a piéger 1’anion superoxyde (p = 0.05). D’aprés la figure, il semblait aussi que la
souche codée BLS est la plus résistante a I’effet du plomb. D’apres ces résultats obtenus, on

constate que le plomb a un effet inhibiteur sur le taux de piégeage du radical anion super
oxyde.

Selon Haber et Willstifter (1931), I’équipe de Fridovich est par contre la premiére a
souligner la toxicité in vivo de ce radical. L’anion superoxyde a une durée de vie relativement
courte et est converti assez rapidement en différent produits (Beauchamp, Fridovich et al.,

1970) , entre autres le peroxyde d’hydrogéne et le radical hydroxyle qui est un des radicaux
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les plus réactif que I’on retrouve dans les cellules vivantes et est capable de réagir avec
n’importe quelle molécule particulierement les lipides (McCord et fridovich, 1969). Un autre
effet toxique du superoxyde est reli¢ a sa capacité d’inactiver les noyaux fer-soufre d’enzymes
ce qui a pour effet de libérer du fer libre dans la cellule (Gardner et Fridovich, 1991). Le fer
libre favorise la formation du radical hydroxyle a partir du peroxyde d’hydrogene. Il est
également toxique pour la cellule et peut méme causer des dommages oxydatifs sans
I’intervention du peroxyde, du radical hydroxyle ou de I’anion superoxyde (Pederson et
Aust, 1975).

11.5. Effet du plomb sur la capacité des bactéries lactiques a piéger le radical 2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

Les résultats de piégeage du radical DPPH par les souches lactiques sont présentés dans la
figure (6). Ces résultats varient significativement (p = 0.013). Selon cette figure, les quatre
souches lactiques étudiées présentaient des pourcentages d’inhibition tres intéressants qui
variaient entre 73,71 + 1,83 % et 87,06 + 4,26 %. Ces résultats sont trés proches au sein des
04 souches. En plus, ces derniéres sont sensibles au plomb, car une diminution significative

dans le pourcentage d’inhibition a été constatée (p < 0.05).
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BL1 BL5 BL8 BL10O
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Figure 6. Résultats de piégeage du radical DPPH par les quatre souches de

bactéries lactiques. BL2, BL12, BL21 et BL23 : les souches lactiques étudiées.
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Selon la figure 6, la souche BL5 reconnait une forte diminution dans le pourcentage
d’inhibition du radical DPPH aprés traitement au plomb présentée par un facteur de 1.96.

Plusieurs études ont démontré que les bactéries lactiques présentent des activités
antioxydantes tres intéressantes (Nakagawa et Miyazaki, 2017). En effet, les lactobacilles
sont capables de diminuer les risques causés par les espéces réactives de I’oxygene (Kaizu et

al., 1993).

D’aprés ces résultats obtenus on constate que le plomb a un effet inhibiteur sur le taux de
piégeage du radical DPPH. En effet, les bactéries lactiques sont des anaérobies facultatives,
I’oxygene représente un stress pour elles, et ’exposition au plomb conduit a une diminution
du taux de piégeage du radical libre DPPH donc une augmentation des radicaux libres
(oxydation des molécules) qui sont des atomes ou molécules portant un électron célibataire,
capables de déstabiliser d’autres molécules et ainsi de suite, et a la fin causer un désequilibre
dans la balance métabolique (Laguerre, 2008). On constate que le plomb a un effet

inhibiteur sue I’activité antioxydant des bactéries lactiques (Smirnoff, 2005).

11.6. Effet du plomb sur le pouvoir réducteur des bactéries lactiques
Les résultats du pouvoir réducteur des souches lactiques étudiés sont présentés dans la figure

7 suivante.

D’aprés les résultats obtenus, on remarque que les 04 souches lactiques présentaient un
pouvoir réducteur faible en comparaison avec 1’acide ascorbique. Cette capacité antioxydante
a eté aussi touchée en traitant les souches par 100 mg/g du plomb, ce qui provoque une
diminution importante dans le pouvoir réducteur des souches. La souche codée BL1 est moins
influencée par la toxicité de ce métal ce qui prouve que cette derniére est capable de
syntheétiser des substances antioxydantes specifiques en grande quantité.

Cette diminution c’est a I’origine d’un stress oxydatif qui déséquilibre la balance métabolique
par une action sur les espéces réactives de I’oxygéne (ROS) qui inclut les radicaux libres de
I’oxygéne proprement dit : radical superoxyde O2e , radical hydroxyl OHe, monoxyde
d’azote NO- ces derniers se manifeste par une diminution des défenses antioxydantes (Favier,
2003).

On constate que le plomb & un effet inhibiteur sue I’activité antioxydant des bactéries
lactiques (Smirnoff, 2005).
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Figure 7. Résultats du pouvoir réducteur des souches lactiques étudiées. AA : acide

ascorbique.

Plusieurs études ont été menées pour étudier les propriétés antioxydantes des bactéries
lactiques in vivo et in vitro. Des études ont montré que les maladies inflammatoires de
I’intestin causent une diminution de GSH dont une supplémentation a donné des effets
bénéfiques (Coskun et al., 2010 ; Kullisaar et al., 2012 ). Lactobacillus spp est parmi les
espéces les plus importantes du microbiote humain dont certains lactobacilles possedent une
activité antioxydante pouvant atténuer le risque d’accumulation des ERO comme le peroxyde
d’hydrogene, le radical superoxyde et les radicaux hydroxyles qui réduit le risque de

mutations et de carcinomes (Kullisaar et al., 2002).

11.7. Caractérisation de la capacité des bactéries lactiques a fixer le plomb
La spectrométrie d’absorption atomique est connue comme 1’'une des techniques d’analyse
fiable, efficace et capable de doser des traces de métaux lourds avec une précision et une

sensibilité¢ de dosage de 1’ordre du ppm et du ppb.

D’apreés plusieurs études menées par des chercheurs a travers le monde entier, ils ont prouvé
que la SAA couvre un vaste éventail d’applications (analyse des eaux, des tissus végétaux et
animaux, des aliments et boissons, des sols, engrais et sédiments, des liquides biologiques,
des produits industriels (ciments, verres, métaux, produits pétroliers...). Sa popularité est due
aux avantages offerts par cette technique, un colt relativement faible, une fiabilité, une
sensibilité, une reproductibilité, une efficacité et en particulier des faibles quantités

d’échantillons requises.
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Les résultats de la capacité des souches lactiques sélectionnées a lier le plomb sont présentés

dans la figure 8.

D’apres la figure 8 on remarque que la diminution de la concentration du plomb durent 72h de
I’expérience, la concentration de plomb dans les premiéres 24H variait entre 3.7575 et 3.0835
ppm, elle est plus élevée dans le milieu, elle diminue dans 48h entre 1.289 et 0.20 ppm, dans

72h la concentration diminue entre 0.8678 et 0.1011 ppm.

D’autre part, toutes les 04 souches ont la capacité de fixer le plomb car sa concentration dans
le surnageant diminue avec le temps. Cette capacité de fixation est trés proche au sein des

souches.

3,5 4

m 23h
m 48H

1,5 - m72H

0,5 -

1 5 8 10

Figure 8 : Résultats de la capacité des souches lactiques a fixer le plomb

Notre étude détermine le rdle important des bactéries lactiques dans I’activité antioxydante et
la bioaccumulation du plomb dans le milieu. Il existe différents mécanismes de réactions des
antioxydants des bactéries lactiques, y compris la prévention de la formation des radicaux
libres, piégeage des radicaux libres, capacité réductrice, activité de chélation des ions
métalliques (Abubakr, 2012).
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Conclusion

Dans ce travail nous avons étudié la toxicité du plomb sur quelques souches de bactéries
lactiques isolées du blé fermenté traditionnellement. La toxicité du plomb a été évaluée en
étudiant son effet sur les capacités antioxydantes de ces souches.

16 souches de bactéries lactiques ont été utilisées, elles ont été traitées par 100 mg/L du
plomb, puis 04 souches les plus résistantes ont été utilisées pour la suite des analyses. Par la
suite, leurs capacités antioxydantes a savoir la production des polyphenols, la résistance au
peroxyde d’hydrogeéne (0.5 mM), le piégeage du radical DPPH et de 1’anion superoxyde, le

pouvoir réducteur, ont été évaluees.

Les souches non traitées au plomb présentaient des taux en polyphénols qui variaient entre
0.0385 £ 0,02 et 0.602 + 0,04 mg EAG/g, alors que celles non traitées présentaient des valeurs
qui variaient entre 0.02 + 0.001 et 0.0522 + 0.0002.

De plus, la capacité des souches lactiques a résister au peroxyde d’hydrogéne a été diminuée
sous I’effet du plomb. Le traitement des souches lactiques par le plomb (a 100 mg/L) a aussi
diminué 1’activité antioxydante de ces derniéres par diminution du pouvoir de piégeage du

radical DPPH, de I’anion superoxyde et du pouvoir réducteur.

Les résultats de la spectrométrie d’absorption atomique ont montré que les 04 souches sont
capables de fixer le plomb. L’activité antioxydante et la capacité de lier le plomb des bactéries

lactiques permettent de les utiliser comme souche bioprotectrice.

En fin, des études complémentaires et plus poussées restent toujours nécessaires pour

déterminer plus précisément I’origine du stress oxydant induit par le plomb.
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Annexe 1 : courbe d’étalonnage

3 -
25 - y =24,823x *
' R?=0,982
¢ Sériel
—— Linéaire (Sériel)
O T T 1
0 0,05 0,1 0,15
Concentration mg/L

Annexe 2 : préparation de la solution du plomb a 100 mg/L

Pour préparer une concentration égale a 1000 mg/L, des calculs ont été fait pour déterminer la
masse en gramme de métal utilisé dans cette étude en utilisant la méthode suivante :

SM : Plomb 1000 mg/L ;

Masse molaire du Pb(NO3)2 = 321.2 g/mol.

Masse molaire du (Pb) = 207.2g/mol

m =1000 X 321.2/207.2=155¢

Pour préparer la solution mére a 1000 mg/L, 1.55 g de nitrate de plomb sont dissous dans 1L.
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Theme : Etude de la toxicité du plomb sur quelques souches des bactéries lactiques

Résumé

Notre étude vise a explorer la toxicité du plomb sur les quelques souches de bactéries lactiques isolées du blé
fermenté traditionnellement.

Dans cette étude, 16 souches de bactéries lactiques ont été utilisée, elles ont été traitées par 100 mg/L du plomb
puis leurs capacités antioxydantes a savoir la production des polyphénols, la résistance au peroxyde
d’hydrogenedes (0.05 mM), le piégeage du radical DPPH et de 1’anion superoxyde, le pouvoir réducteur, ont été
évaluées. Les résultats ont montré que le plomb a diminué significativement I’activité antioxydante des souches
lactiques. 04 souches lactiques semblaient étre compétentes, elles résistent plus ou moins au plomb. Les
résultats de la spectrométric d’absorption atomique ont montré que les 04 souches sont capables de fixer le
plomb. L’activité antioxydante et la capacité de lier le plomb des bactéries lactiques permettent de les utiliser
comme souche bioprotectrice.

Mots clés : Bactéries lactiques, plomb, toxicité, activité antioxydante.

Abstract

Our study aims to explore the toxicity of lead on the few strains of lactic acid bacteria isolated from
traditionally fermented wheat.

In this study, 16 strains of lactic acid bacteria were used, they were treated with 100 mg/L of lead and
then their antioxidant capacities namely polyphenol production, resistance to hydrogen peroxide (0.05
mM), scavenging of DPPH radical and superoxide anion, reducing power, were evaluated. The results
showed that lead significantly decreased the antioxidant activity of the lactic strains. 04 lactic strains
appeared to be competent, more or less resistant to lead. The results of atomic absorption spectrometry
showed that the 04 strains are able to bind lead. The antioxidant activity and the ability to bind lead of
lactic acid bacteria allow them to be used as a bioprotective strain.

Key words: Lactic acid bacteria, lead, toxicity, antioxidant activity
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