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ABTS sel d’lammonium de I'acide 2,2’ azinobis (Bybenzothiazoline 6 sulfonique
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Ahp Alkyl hydroxyperoxyde reductase

ANOVA Analyse de la variance
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ATP Adénosine triphosphate

ATR Acid tolerance response
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BSH Bile salt hydrolase
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E°ou E? Potentiel redox standard dans les conditions nasréapH 7 (V)
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EFSA European Food Safety Authority — Autoritéogadfrenne de sécurité des aliments
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LMP Low melting point
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MATS Microbial adhesion to solvent

MDA Malondialdéhyde

mMRS Man, Rogosa, Sharpe + cystéine
MMS Méthanesulfonate de méthyle

MRS Man, Rogosa, Sharpe

MTT 3-(4',5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,4-diphenyltegtzolium bromide
N, Azote

NAC N-acetyl-1-cysteine

NEM N-ethylmaleimide

NMP Normal melting point

NO Oxyde nitrique

0, Oxgene

0," Anion superoxyde

OoMS Organisation Mondiale de la Santé
ONU Organisation des Nations Unies
ORAC Oxygen radical absorbance capacity
PBS Phosphate Buffer Saline

PCOOH Phosphatidylcholine hydroperoxyde
PET Polyéthyléne téréphtalate

pH Potentiel hydrogéne

R Constante des gaz parfaits

R Espéce radicalaire

ROS Reactive oxygen species — dérivés actifodggene

SCGE Single cell gel electrophoresis
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2,3,5-triphenyltetrazolium chloride
Total reactive antioxidant potential
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AVANT PROPOS

bY

Cette these fait partie d’'un projet « Probiotiqueisant & la production de nouvelles
générations de produits alimentaires (lait ferment&éomplément alimentaire) contenant des
bactéries probiotiques ayant des effets d'immunonabidn et/ou antioxydants.

Le projet Probiotique implique deux partenairesdéoaiques (I'équipe PMB de TUMR PAM
d’AgroSup Dijon / Université de Bourgogne et I'ép@iProbiH6te de I'Institut MICALIS de
'INRA de Jouy-en-Josas) et deux partenaires indkist (Senoble et Merck Médication
Familiale). Ce projet a été déposé par le poleatepeétitivite VITAGORA et a été finance
par le Fond Unique Interministériel (FUI).

Ce projet a financé deux théses CIFRE, une theaééatique et un poste d’'ingénieur de
recherche sur une durée de 36 mois. La liste degipants au projet est présentée dans le

diagramme ci-dessous.

Gervais Patrick — Cachon Rémy — Beney Laurent
UMR PAM Ebel Bruno — Lemetais Guillaume

Senoble

Falconnier Patrick — Ramos Patricia —Pillault Marion

‘ ' Langella Philippe — Bermudez Luis — Chatel Jean Marc

Chain Florian — Kechaou Noura
MICALIS

Courau Stéphanie — Molimard Pascal
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INTRODUCTION

Les produits laitiers fermentés sont connus poue €e bons vecteurs de probiotiques
notamment en raison de leur large consommatiora Hinsi été suggéré que la prise
quotidienne de probiotiques doit &tre compriseeetif et 10 unités formant colonie (UFC)
pour avoir un effet. Cependant, des études corglaiie plusieurs produits laitiers provenant
du commerce montrent une perte de viabilité desbiptigues au moment de leur
consommation. Pour mettre au point des produitgetaiprobiotiques aux effets démontrés
chez 'lhomme garantissant aux consommateurs uisfasaion totale en terme de bénéfices
santé, d'innocuité, de qualité et de praticité idadtion, il est donc indispensable de
conserver voire de renforcer la viabilité et la famnalité des souches durant toutes les
étapes de fabrication et de stockage des prodddss, les procédés de préparation et de
fabrication perturbent significativement la fonctigmobiotique et donc [l'efficacité des

produits finis commercialisés.

D’un point de vue technologique et afin d’étre ddéstes comme de potentiels probiotiques,
les souches sélectionnées doivent montrer une it@@acurvivre dans des milieux a forte
concentration en bile et en oxygene et a faibldsuva de pH, a détenir des propriétés
particulieres de colonisatiom vitro, et & étre capables d'interagir avec I'héte. &5 le
microorganismes probiotiques subissent des pettarisaimportantes durant le procédé de
fabrication (décongélation, fermentation, stockageylurant le transit gastro-intestinal (pH,
bile, fluctuation de I'environnement redox). Cesp&s peuvent avoir un impact sur la
fonctionnalité et I'état physiologique des probjpies. L'état actuel des connaissances ne
permet pas de connaitre précisément I'impact réefodtes les altérations subies par les
probiotiques ainsi que les mécanismes de réponsebaeéries soumises a ces différents

types de perturbations.

Afin de renforcer la viabilité et donc la fonctionitéa des souches probiotiques, de
nombreuses stratégies ont été mises en place pmtegpr ces bactéries de 'effet délétere de
'oxygeéne et des dérivés actifs de I'oxygene (RQReactive Oxygen Species). En effet, ce
stress, rencontré tout au long du procédé de ptioduet lors de l'ingestion des probiotiques,
est considéré comme étant un parameétre majeurdaansvie de ces microorganismes. Ainsi,

l'utilisation de molécules chimiques (cystéine otamiine C), des traitements préalables du



Introduction

lait (électroréduction, modification du bareme tefgmpérature de la pasteurisation,
utilisation de gaz), l'utilisation de souches fonent consommatrices d’oxygéne, la micro-
encapsulation ou encore ['utilisation de matéridiemballage moins perméables a I'oxygéne
sont le plus souvent cités dans la littérature.e@dpnt, la plupart de ces techniques ont un
effet limité dans le temps, et parfois méme untefégatif sur les qualités organoleptiques du
produit fini. L'utilisation de gaz dans le but deodifier le potentiel d’oxydoréduction est
guant a elle trés peu étudiée bien que n’entrai@macin impact sur le produit fini.

Le premier objectif de ce travail de these est dénmen place de nouveaux outils permettant
de cribler des bactéries probiotiques sur desrestée résistance aux stress mais aussi de
fonctionnalité. Le second obijectif de ce travatl @approfondir la compréhension du réle du
potentiel d’oxydoréduction (f sur une bactérie anaérobie strid&jdobacterium bifidum
mais également du réle d& bifidumsur le redox du milieu. La compréhension de ces
mécanismes devrait permettre d’améliorer I'effiagirobiotique des souches, d’'un point de
vue de leur résistance aux stress mais égalemelg#uddonctionnalité. Les cribles mis en
places lors de la premiere partie pourront aingiis& montrer I'influence du parametre E

sur le caractere probiotique d’'une souche.

Ce mémoire de thése débute par une étude biblibigpae qui établit I'état des connaissances
sur les bactéries probiotiques. Une bréve desonptiu tractus gastro-intestinal et des
interactions hote-bactéries est présentée apréisdovmeé la définition des probiotiques et de
leurs effets santé. Ensuite, la résistance de oeshes, et plus particulierement des
bifidobactéries aux stress acide, biliaire et oxydast décrite, d’'un point de vue

physiologique mais également moléculaire. Puis leermeel d’oxydoréduction en milieu

biologique et l'activité réductrice des microorganes sont abordés. Une définition du
potentiel d’oxydoréduction, les méthodes employgesr mesurer ce parametre en milieu
biologique et les différentes méthodes ou factaapgables de moduler ce dernier sont
présentées. Le role du potentiel d’oxydoréductson impact sur la qualité des produits
laitiers fermentés ainsi que l'implication des léaiets lactiques dans la modulation de ce
parametre au cours de la fabrication de ces podoiit également décrits. Enfin, la derniere
partie aborde les différentes méthodes pour protégédactéries probiotigues dans un produit

laitier fermenté.
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Le second chapitre du mémoire rassemble les migtétienéthodes utilisés pour exécuter les

travaux de recherches.

Le troisieme chapitre présente I'ensemble destasubbtenus au cours de ce travail de these.
La premiére partie concerne la mise en place dhilslecde sélectionn vitro de bactéries
probiotiques résistantes et fonctionnelles. La sdeopartie présente une méthode pour
maintenir la viabilité d’'une souche probiotique rakel Bifidobacterium bifidum dans un
produit laitier fermenté. Cette méthode est basée la modification du potentiel
d’oxydoréduction par bullage de gaz. Enfin, la dempartie étudie I'effet de la modification
du potentiel redox sur la résistance aux stressirela fonctionnalité d8. bifidumen milieu
modeéle (MRS) afin de se soustraire de I'effet diliemiet des deux autres souches du yaourt.
Les modifications biochimiques du microorganismeluites par le bullage de gaz et
permettant d’expliquer la meilleure viabilité dedauche observée au cours du stockage des
laits fermentés, ainsi que sa meilleure fonctioimdadont également abordées dans cette

derniére partie.

Enfin, une discussion de I'ensemble des résultaisemtés dans ce mémoire fera I'objet du

quatriéme et dernier chapitre.
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1. Les Bactéries Probiotiques

1.1. Historigue et définition

La notion de probiotiques a été développée grace teavaux de Metchnikoff en 1907
(Metchnikoff, 1907 ). Ce prix Nobel suggérait gaeblonne santé et la longévité des paysans
bulgares étaient dues a leur consommation de peodaitiers fermentés. Pour lui, la
consommation déactobacillusinfluencait positivement la microflore intestinaldiminuait

la « putréfaction » et les activités toxiques mdeones. Il a ainsi proposé l'ingestion de
bactéries lactiques pour réduire les désordrestingaix et améliorer I'hygiéne digestive, et
donc augmenter I'espérance de vie. Le terme prigpi@ta été introduit pour la premiere fois
par Lilly et Stillwell en 1965 (Lilly and Stillwe]l1965) pour décrire les substances produites
par un microorganisme et stimulant la croissanegitdes microorganismes. En 1991, Fuller
redéfinit les probiotiques comme étant des prémarsitmicrobiennes vivantes utilisées
comme additif alimentaire et qui ont une action fiéné sur I'hdte en améliorant la
digestion et I'hygiéne intestinale (Fuller, 199ALjourd’hui, selon la définition adoptée par
le groupe de travail mixte formé par I'Organisatioles Nations Unies (ONU) pour
I'agriculture et I'alimentation et I'Organisation didiale pour la Santé (OMS) (Rapport
FAO/OMS, 2002), les probiotiques sont des « miaggaaismes vivants qui, lorsqu’ils sont
administrés en quantité adéquates, produisent néfibé pour la santé de I'héte ». Ce sont
des acteurs incontournables de développement enhavation dans les domaines des
industries alimentaires et médicales. Ces microosgaes, généralement des bactéries,
influencent la santé humaine et animale et protégan exemple de certaines infections
intestinales, participent a la digestion et infloem le systeme immunitaire. Leur
consommation réguliere permet de contribuer a ibactdes 600 espéces bactériennes
(représentant environ 1Dbactéries) présentes dans l'intestin humain ofiepample, elles
participent a la digestion et a la stimulation gatéme immunitaire. Leur inclusion dans les
aliments ou les compléments alimentaires est entamatiesprogression depuis une dizaine
d’années. De nombreux aspects du mode d’action €effiet de ces microorganismes sur
I'étre humain ainsi que de leur interaction avedient sont cependant inconnus a I'heure

actuelle et limitent leur utilisation industrielle.

-9-



Etude Bibliographique

1.2. L’écosystéme gastro-intestinal

1.2.1.Anatomie du systéme digestif

Les éléments constitutifs du tube digestif sonslg@sants :

- L’cesophage qui se termine par le cardia
- L’estomac, qui inclut I'antre et le canal du pylore
- Les intestins:
e L’intestin gréle (6-8 m), comprenant :
0 Le duodénum
0 Lejéjunum
o L’iléon qui rejoint le caeecum a la jonction iléo-cabx
» Le gros intestin ou célon (1,5 m), constitué deaips :
0 Le ceaecum. L'appendice est un organe rudimentadeuat de
I'évolution, attaché au caecum.
o Le cdlon qui comprend :
» Le c6lon ascendant
= Le cOlon transversal
»= Le cOlon descendant et sigmoide

0 Le rectum qui se termine par l'anus.

1.2.2.Description générale du systeme digestif

Le tractus gastro-intestinal est un écosysteme mpet ouvert aux microorganismes

exogénes. Sa muqueuse étant estimée & 200-300 neprésente la plus grande surface du

corps en contact avec I'environnement. L’'écosyst@astro-intestinal est généré par une

alliance stable entre 1) I'épithélium gastro-intest 2) le systéme immunitaire et 3) une

importante flore microbienne. Si I'un des trois gamants de I'écosysteme est défaillant, des

pathologies peuvent survenir. Les interactionseefgs microorganismes et I'hdte peuvent

étre de trois types : symbiose, commensalisme thoganicité. L’hote est protégé contre la

microflore intestinale pathogene par les barrieckgmiques et physiques formées par

-10 -
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I'épithélium gastro-intestinal (Backhed al, 2004; Amrouche, 2005). La Figurerontre les

principaux compartiments constituant le tractugrgastestinal de 'lhomme.

Esophage: mucus, péristaltisme. Seuls les

microorganismes provenant des aliments ou de léécav
Oesophage )
Cardia orale sont présents.

ke Estomac: pH acide (pH<2), @ enzymes, mucus.

Pylore

Microflore : 10 UFC/g :Candida albicansHelicobacter

Angle colique
Srl’-'*“"_" pylori, Lactobacillus Streptococcus
uodénum
= - Co6lon transverse DUOdénum: Sécrétions pancréa’tiques et b”iaires’ mUCUS,
w/ g Col0n doscondant faible Q.. Microflore : 16-10 UFC/g :Bacteroides

(gauche)
Candida albicansLactobacillus Streptococcus

. Jéjunum
% r \ , ) Jéjunum : sécrétions pancréatiques et biliaires, mucus,
A tiéon péristaltisme. Microflore : 7910’ UFC/g : Bacteroides
~———————Rectum Candida albicansLactobacillus Streptococcus
-—— Anus lléon : Anaérobiose, sels biliaires, enzymes. Microflore

10"-10° UFC/g : Bacteroides  Clostridium

Enterobacteriacea Enterococcus Lactobacillus

Appareil digestif (vue de face)

Veillonella
Colon: Anaérobiose (E-200 a -300 mV), motricité, enzymes bactérienresdes gras volatiles, ammoniaque,...
Microflore : 10°10" UFC/g : Bacteroides Bacillus Bifidobacterium Clostridium Enterococcus Eubacterium

FusobacteriumPeptostreptococcyfuminococcusStreptococcus

Figure 1 : Schéma simplifié décrivant les compartirants de I'appareil digestif de 'homme et leurs
microflores. D'aprés (Ouwehand and Vesterlund, 2003

1.2.3.Implantation du microbiote intestinal

Tout contact entre le corps humain et un microogyaai qu’il vienne d’'un aliment, de

'environnement, d'un autre humain ou d’animaux,utpeen principe conduire a la

colonisation. Le feetus des mammiferes évaiu@tero dans un environnement stérile et la
colonisation microbienne débute durant le proces#eisla naissance. En l'absence des
mécanismes immunitaires sophistiqués de l'aduétetube digestif du nouveau-né est un
environnement particulierement permissif ou lesaix de population atteignent rapidement
10" bactéries par gramme de selles. La colonisatitmg&anmoins un schéma relativement
organisé, sous la dépendance de facteurs exog&qmssition aux microorganismes d’origine
maternelle (fécale, vaginale et cutanée) et enmgorentale, mais aussi l'alimentation et

parfois I'antibiothérapie) et endogenes.
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Quelques études indiquent que le lait maternelrpdiétre le vecteur de microorganismes de
la mere vers I'enfant. Ainsi, méme collecté aseigent, le lait de femme n’est pas stérile
(Warner, 2003). Les bactéries qu’il contient pedvétre transmises a I'enfantia
l'allaitement. Deux équipes de chercheurs ont étddnfluence de I'allaitement maternel
dans la mise en place de la flore microbienne fim@e du nouveau né (Perezal, 2007).
Elles ont montré que des bactéries ayant pourraigintestin de la mére transitent par le lait.
La mére transmet donc des éléments qui vont coetridla colonisation de l'intestin de son
enfant et auront un impact sur la mise en placgodemmunite.

Les bactéries anaérobies qui dominent le microhitestinal de I'adulte font parties des
premiers microbes rencontrés lors d’'une naissaace/qe basse. Elles ne se développeront
cependant en dominance dans l'intestin que lordesieaérobies strictes et les anaérobies
facultatives auront consommeé I'oxygene présentp@enier relais d’especes s’opere durant
les heures qui suivent la naissance. Des relatiantagonistes gouvernent ensuite
progressivement le relais d’espéces en dominancducsant vers I'dge de deux ans a un

microbiote stable sur la plan fonctionnel (Figuje 2

= ¢
Colonisateurs primaires N . -
~ Espeéces exclues en raison de conditions
™ environnementales défavorables

’:

La croissance des colonisateurs primaires permet :
-la consommation de I'oxygéne

-la production de C®

-la diminution du potentiel d’oxydoréduction

-la modification du pH

-la production de métabolites

[= =)

Conditions environnementales adéquates pour
limplantation des colonisateurs secondaires

Une nouvelle succession autogénique prend placeapo déboucher sur un climax stable

Figure 2 : Implantation du microbiote intestinal. D’aprés (Wilson, 2008).
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Les bactéries anaérobies strictes dominent le®ili@stanaérobies facultatives dans le c6lon
distal et les selles par un facteur 1000 envirchydiene qui entoure la naissance et les
premiers moments de la vie conditionne fortemerdylaamique de colonisation. Il apparait
aujourd’hui clairement que la colonisation par dspeces commensales habituelles comme
E. coli est retardée dans des pays industrialisés paontagp passé (de quelques jours a 6
mois) et par rapport au pays en voie de développgrapparemment du fait des conditions
d’hygiene appliquées aujourd’hui (Nowrouziah al, 2003; Adlerberthet al, 2006). Des
bactéries habituellement associées a la p8taplylococcuspp.) apparaissent alors dans la

flore précoce (Lindbergt al, 2004).

Certaines inconnues demeurent cependant dans leiite la colonisation :

- Il est tres probable que le tube digestif offre teretre de permissivité a la colonisation
durant laquelle les microorganismes rencontrés rpmmnt devenir une composante du
microbiote dominant de I'adulte, mais ce concept pas été fermement validé et la durée
pendant laquelle I'écosystéme resterait permissiierindéterminée.

- Une étude ayant porté sur trois couples de jumeanozygotes a montré qu’a I'age de
25 ans, ceux-ci avaient un microbiote intestinaililsiire (Vaugharet al, 1999). Ceci suggere
gue le génotype de I'h6te pourrait jouer un réléeddinant dans la mise en place du
microbiote intestinal, mais le poids respectif @edlogie microbienne et du génotype n’a pas
encore été évalué de facon définitive.

- Le lieu de naissance peut de nombreuses facongnar la colonisation microbienne
de l'intestin chez I'enfant. Par exemple, il existgamment un gradient Nord-Sud tel que le
microbiote fécal des enfants a 6 semaines de vie pks fortement colonisé par
Bifidobacteriumdans les pays du Nord (Suede, Ecosse), alors ejugerreBacteroides
domine plus précocement une flore plus diversifigsdas pays du Sud (Italie, Espagne).

- Le sevrage a également un impact majeur sur landignee de développement du
microbiote intestinal. C’est un moment de pertudrainajeure jusqu’a ce que le microbiote
s’adapte a la dégradation des fibres alimentalt®spact respectif des grands modes de

sevrage appliqués sur la planéete aujourd’hui n&gté exploré de fagcon systématique.

-13 -
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1.2.4.Le microbiote intestinal

Selon la définition de Isolauet al, la flore intestinale normale est une collectomplexe et

en équilibre de microorganismes qui habitent noemant le tractus gastro-intestinal et
remplissant un réle dans la nutrition, la physiotogi le contréle du systeme immunitaire de
I'héte (Isolauriet al, 2002). Apres une colonisation compléte, la mioref intestinale est
considérée comme un organe acquis apres la naesdhast constitué d’une grande diversité
d’espéces microbiennes assurant différentes famtmur I'héte. La microflore du tractus
gastro-intestinal a été estimée a prés dé& 10 cellules microbiennes représentant 400 & 600
especes et sous especes (Bacldiad, 2004). Cette microflore représente environ 16 fei
nombre total de cellules du corps humain. La pehad des bactéries dans le tractus gastro-
intestinal dépend des conditions régnant dans lgpadiment du tractus. Deux catégories de
bactéries ont été identifiées : les bactéries @mbmes ou indigenes se trouvant dans des
niches particuliéres, et les bactéries allochtomestransitoires (comme les probiotiques)
rencontrées dans d’autres habitats du tractus (idek al, 2004). La majorité des bactéries
pathogenes sont allochtones et vivent normalemehienonie avec I'héte, excepté lorsque
I'équilibre du systéme est rompu.

Du point de vue microbiologique, comme le montreFlgure 1 I'environnement gastro-
intestinal comprend trois régions principales dtremt des conditions trés différentes pour la
survie des différents microorganismes. Dans le mencompartiment, I'estomac, la
prolifération microbienne est fortement réduite perprésence d’oxygéne apporté par la
déglutition (46 mmHg ou 29% de la teneur en oxygéed’air) ainsi que par la présence
d'une forte acidité. De ce fait, I'estomac héberg@ectivement les microorganismes
acidotolérants et anaérobies facultatifs commedetobacilles, streptocoques, levures, etc.
Dans le deuxieme compartiment qui est le petitstirie la microflore est constituée
essentiellement de bactéries anaérobies faculsatiteds que les lactobacilles, les
streptocoques et les entérobactéries, et anaérsipiet®s notamment les bifidobactéries, les
bactéroides et les clostridies. La teneur en oxggéu petit intestin est de 35 mmHg,
correspondant a 4.6% d’oxygéne dans l'air. Dargelmier compartiment qui est le célon, le
transit digestif est plus lent et la flore micraime est plus abondante, représentant 35 a 50%
du volume du contenu du colon humain (Cummiegal, 1989). La lumiere du c6lon est un
environnement anaérobie avec un potentiel redoxatiié(, de —200 a —300 mV). Au

contraire, a la surface de la muqueuse on retranegeneur en oxygene assez forte en raison
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des échanges gazeux avec les tissus sous-jaceoet &ndroit, la pression partielle en
oxygene est approximativement comprise entre ZBenhmHg soit 4 & 5% d’oxygéne dans
I'air (Wilson, 2008).

La microflore du colon est tres complexe et domipée les bactéries anaérobies strictes
(Bacteroidesspp., Clostridium spp, Bifidobacteriumspp.,Atopobiumspp...). Tandis que les
bactéries anaérobies facultatives sont moins nambeeet représentées par les lactobacilles,
les entérocoques, les streptocoques etHeterobacteriaceaeles levures (exCandida
albicang sont assez faiblement représentées. La chargeobigone dans les différents
compartiments a été estimée a environ*; 100 107, 10”8 et 16°** colonies formant unité
(cfu)/g dans l'estomac, le duodénum, le jéjununilédh et le colon respectivement
(Ouwehand and Vesterlund, 2003). Les bifidobactégt les lactobacilles, ainsi que plus
rarement certains entérocoquEscoli, streptocoques et bactéroides, se distingueriepes
effets bénéfiques sur la santé de I'héte, comnmedleration de la maturation et de I'intégrité
de l'intestin, 'antagonisme contre les pathogéetda modulation de la fonction immunitaire
(Rastall, 2004). Les principaux composants de deefldu colon ainsi que leurs effets sur
I’h6te sont présentés dans la Figure 3

Organismes néfastes pour la santé Organismes bénéfiques pour la santé
Putréfaction Ps. aeruginisa
intestinale )
Proteussp.
Productionde Staphylocoques
carcinogénes — '
Clostridies
L)
Veillonellae
| Inhibition de la croissance
) i o de bactéries exogenes et
Dlarrhees, ConStlpatlon, Entérocoques pathogénes
infections, atteinte du
foie, cancer, toxigénése, E. coli Digestion / absorption
encéphalopathie | I : d’ingrédients alimentaires
Lactobacilles et minéraux
Streptocoques Stimulation du systéme
o - immunitaire
Bifidobactéries
L. Synthése de vitamines
Bactéroides y
Quantité

Figure 3 : Vue générale sur la microflore du colomumain. D’aprés (Gibson and Roberfroid, 1995).
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Toutefois, il faut noter qu'une partie de la flogastro-intestinale (fraction majoritaire)
demeure non cultivable et moins explorée, et ce douarses raisons : méconnaissance des
besoins de croissance de certaines bactériestigédedes milieux utilisés, stress di aux
conditions de culture, nécessité d’anaérobiosetstat difficulté de stimuler les interactions

entre les bactéries et les autres microorganisméssacellules de I'hote.

1.2.5.Interaction entre I'h6te et son microbiote

1.2.5.1. Comparaison entre les individus axénige®n axéniques

Des différences ont été mises en évidence entrmaami axéniques (sans germes) et
conventionnels : les animaux axéniques présenteat vascularisation de l'intestin plus
faible, des activités enzymatiques réduites, ajpsiine couche de mucus plus importante,
une susceptibilité aux infections augmentée ou enaarbesoin calorique supérieur de 20 a
30% par rapport a des individus conventionnelsii@han, 2002) (Tableay.1

Tableau 1 : Impact de la présence de microbes dalimtestin. D'aprés (Mackie et al, 1999).

Parametres Non Axénique Axénique
Paroi intestinale Epaisse Fine
Renouvellement cellulaire Rapide Lente
Taille du caecum Normal Plus développé
Oxygene Faible Elevée
Osmolarité Normale Réduite
Potentiel redox Faible (<100 mV) Elevé (>100 mV)
Métabolismes de sels biliaires Déconjugaison / Reéaluc Pas de deconjugaison / Pas de

réduction

Cholestérol Coprostanol Pas de coprostanol
Gaz intestinaux C®H,, CH, Peu ou pas de gaz
Angiogénese Forte Faible

L’'importance du microbiote intestinal dans 'anggmese intestinale a également été mise en
evidence (Stappenbeckt al, 2002). Les réseaux de vaisseaux sanguins dessiiéh
intestinales de souris adultes axéniques et colvardlles ont été comparés, montrant que ce
réseau est deux fois moins dense chez des soéngjaes.
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Les mécanismes expliquant le besoin calorique physortant pour maintenir leur masse
corporelle chez les axéniques ont été expliquéeméwent. Le microbiote intestinal
contribuerait a I'absorption par I'héte de glucidesde lipides (Backheet al, 2005) et
régulerait le stockage des graisses (Bacldiaa, 2004). Des souris axéniques présentent un
volume de tissu adipeux réduit par rapport a desise@onventionnelles. La colonisation de
ces souris axéniques avec un microbiote inteséibhaltit & une augmentation de 60% de la
masse grasse et 'émergence d’'une insulino-réssamadeux semaines malgré une réduction
de la prise alimentaire de 30%. Les deux mécanismissen jeu ont été révelés par cette
étude. D’une part, le microbiote intestinal augrediabsorption de monosaccharides et induit
ainsi une lipogenése hépatique. D’autre part, €udation du microbiote intestinal inhibe
sélectivement la protéine Fiaf (Fasting-inducegadyte factor), elle-méme inhibitrice de la
lipoprotéine lipase. La présence du microbiote stiw@l aboutit donc a une activité
lipoprotéine lipase plus élevée et ainsi a une angation du stockage de triglycérides dans
les adipocytes (Backhest al, 2004). Il a également été observé que le mictebigestinal
des souris obéses présentait une proportion plpsriante de Firmicutes associée a une plus
faible population de Bacteroides (Ley al, 2005). Ces données suggérent ainsi I'existence
potentielle d'un lien entre la composition du midode intestinal et une pathologie

d’'importance croissante, I'obésité.

1.2.5.2.R6le du microbiote intestinal

La flore intestinale joue plusieurs rbles essesiti€but d’abord elle conditionne la structure
physiologique du tube digestif. En effet, 'abseneecette flore provoque une augmentation
du volume du caecum, un amincissement de la parestinale, une diminution des plaques
de Payer et un allongement des villosités de la ewsgi (Moroni, 2007).

Cette flore intestinale joue aussi un rdéle nutnitiel important. De fait, méme si la majorité

des nutriments sont absorbés au niveau de l'intgg@le, la capacité enzymatique de cette
flore permet de métaboliser I'ensemble des nutriséoujours présent au niveau du colon
afin de les rendre assimilables pour I'organisneeflare intestinale peut donc métaboliser les
glucides (en particulier les glucides complexes moétabolisés par lintestin gréle), les

protéines, les lipides et les minéraux. Ce métabwdi rend certain nutriments disponibles
pour I'organisme mais conduit également a la prodoade métabolites importants comme

les acides gras volatils. Elle permet aussi la bi@gaison des sels biliaires, la dégradation du
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cholestérol et la production de nutriments essiBntemme les vitaminesgBet K (Moroni,
2007).

Enfin, la flore intestinale joue un role importatiééns la protection de I'hGte contre les
infections. La flore intestinale est trés stabl€aattorégulation y est trés importante. Il existe
une trés grande résistance a I'implantation de eldess souches au niveau de la flore. Il est
donc assez difficile de modifier cette flore inbeate compte tenu de I'effet barriere (Moroni,
2007). Une altération du microbiote intestinal pa&iasi conduire a des infections.

1.3. Allégation santé des bactéries probiotiques
La reconnaissance de I'importance de la microflotestinale a généré un intérét croissant
dans I'utilisation de probiotiques pour maintenir améliorer la santé humaine. A titre

d’exemple, les probiotiques peuvent avoir des sff@€rés sur :

e Les diarrhées aiguésine méta-analyse portant sur 39 études cliniquae®ntré que les

probiotiques réduisent la durée moyenne de laliarde 13 heures, réduisent I'échec du
traitement de 38% et ont également un réle prélvdatis les diarrhées aigues chez I'enfant
(McFarlandet al, 2006).

* Les diarrhées associées aux antibiotiqueleux méta-analyses ont montré que les

probiotiques, en particulieBaccharomyces boulardiet Lactobacillus GG, peuvent étre
utilisés dans la prévention des diarrhées assoai@esmntibiotiques (Cremonimit al, 2002;
D'Souzeet al, 2002).

* Les maladies inflammatoires de lintestin (IBO¥s différentes études concernant les

maladies inflammatoires de l'intestin (maladie deld, pochite) ne montrent pas d’effet
significatif de la prise de probiotiques (Ro#tal, 2006; Mallonet al, 2007). Cependant, le
mélange VSL#3 semble efficace en diminuant le nemie rechute en cas de pochite
(Gionchettiet al, 2003).

* Syndrome de lintestin irritable (IBS)plusieurs méta-analyses semblent montrer que les

probiotiques agissent de fagcon bénéfique sur ldreyne de l'intestin irritable en diminuant
la sévérité des symptdomes (douleur abdominaleyléiate) (McFarland and Dublin, 2008;
Nikfar et al, 2008; Moayyedet al, 2010).

 Les diarrhées du voyageurune méta-analyse portant sur douze études wéBiq

contrblées et randomisées a montré I'efficacité mtebiotiques sur la diarrhée du voyageur
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(McFarland, 2007). En effet, sur les douze étudizspnt montré une différence significative
du groupe probiotique par rapport au contréle et @ude a montré une tendance. Les 5
autres études ne montrent pas de différence sigtiife entre les groupes.

» Les infections aHelicobacter pylori. une méta-analyse portant sur quatorze études

clinigues randomisées a montré que les probiotiquesnentent le taux d’éradication et
réduisent le risque d’effet secondaire liés audnaent contréd. pylori (Tong et al, 2007).
Cependant d’autres études ne rapportent pas didfedfiques des probiotiques (Wendakoon
et al, 2002; Szajewskat al, 2009).

 Les allergies bien qu'une revue systématique des études uaksiqcontrolées et
randomisées ait suggéré que les probiotiques pentravoir un effet bénéfiqgue dans le
traitement des rhinites allergiques ainsi que dangduction de la sévérité des symptomes
(aucun effet n’est avéré sur le traitement de hias) (Vliagoftiset al, 2008), il n’y a pas
assez d’études pour conclure sur I'utilisation piebiotiques en routine dans le traitement de
I'allergie (Osborn and Sinn, 2007).

» L’intolérance au lactosebien que différentes souches de probiotiquestintitilisées de

maniére efficace dans l'alactasie, une revue dérditure a montré que les probiotiques ne
réduisaient pas de maniere significatives les sigeteles symptdmes de l'intolérance au
lactose (Levreet al, 2005).

Les probiotiques seraient également impliqués tatraitement d’autres pathologies, mais le
manque d’études cliniqgues en double aveugle cassdkt randomisées ne permet pas de
conclure quant a un effet significatif. Ills seraiaibsi impliqués par exemple dans la
réduction du cholestérol, de I'hypertension, dibdta (pour revue, voir (Ebek al, 2012)).
Enfin, les probiotiques pourraient également auoireffet sur le statut antioxydant de I'h6te

ainsi qu’un effet antimutagene.

1.4. Pouvoir antioxydant et antimutagene des bacti&s probiotiques

1.4.1.Définition du stress oxydant

Le stress oxydant correspond a un état de dédaéguihour la cellule entre la quantité de
dérivés actifs de l'oxygene (ROS ou reactive oxygjeecies) présentes et ses systemes de

défenses. En condition physiologique, I'oxygéng)(@lément indispensable a la vie, produit
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en permanence des ROS. En effet, les chaines atspms étant imparfaites, 2 a 5% de

I'oxygene est converti en radicaux libres (Figuye 4

€ e+ 2H" e+ H* H,O e+H*
02 _\9 O; - —_\\) H202 _\_-/9 Hd —_\> HZO
-0,16V +0,94V +0,38V + 2,33V

Figure 4 : Intermédiaires réduits de l'oxygene - Le quatre étapes de réduction mono-électronique de
l'oxygene (Imlay, 2008).

Ces ROS peuvent intervenir dans les réactions sigisdTableau)2

Tableau 2 : Réactions chimiques impliquant les ROS.

Réaction de dismutation spontanée AP0, D H,0,+ O,
Réaction de Fenton 8, + F€* > HO + HO + Fée*
Réaction catalysée par la myéloperoxydase,O,H CI - HOCI + HO
Réactions avec I'acide hypochloreux HOCI #® O,+ CI + HO
HOCI + Fé" > FE*+ CI + HO
Réaction catalysée par la NO synthase Arginine #2026 - citrulline + NO + 2H,0
Réaction avec le monoxyde d’azote ,0d+ NO > NO, + H + OH

0O, + NO = H" + ONOO

Outre le métabolisme respiratoire, des facteurs éxeg peuvent conduire a la production de
ROS dans la cellule : les métaux de transition certen¥é" (intervenant dans la réaction de
Fenton) (Park and Imlay, 2003) ou les quinones (@oand Hassan, 1982). La radiolyse de
I'eau, induite par un rayonnement ionisant, estautee source de production de ROS. Enfin,
les cellules phagocytaires produisent des ROS dageagressions de bactéries pathogenes

(on parle de poussée oxydative ou « oxidative byrst

La réactivité des ROS differe selon leur naturemitpie : la charge négative de I'anion
superoxyde (©) réduit son pouvoir oxydant sur les molécules aiclen électrons et la
stabilité de la liaison O-O baisse la réactivitépdumoxyde d’hydrogéne @@,). Les radicaux
hydroxyles (HO) enfin, sont des espéces extrémement réactivesblesp d’oxyder toute
molécule biologique avec des constantes de réadioitées par leur seule vitesse de

diffusion.
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» Le peroxyde d’hydrogenga des mécanismes réactionnels inconnus est capabigder

les groupements thiols libres des résidus cystédeesertaines enzymes, affectant leurs
activités comme c’est le cas de la glycéraldéhygdr®@phate déshydrogénase (Imlay, 2002).
L'H,0, peut également provoquer des dommages membranam&ammentvia la
peroxydation des lipides polyinsaturés (Imlay, 20DRyoshi et al, 2003). De toutes les
réactions générées a partir de,[d, la plus toxique est bien celle conduisant a fanfdion

du radical HOen présence de Fe

* L’anion superoxyde est un composé chargé néegativertepeut donc s’accumuler dans
le cytoplasme de la cellule. Il s’agit d’'un comp@sé oxydant (@0, ", E°= -0.16 V) capable
seulement d'oxyder des molécules avec des potentietlox faibles (Imlay, 2002).
Cependant, il peut s'attaquer a des composés cdesreolyphénols et les catécholamines.
La principale cible de I'ion superoxyde est le grement fer-soufre de certaines protéines.
L’oxydation d’'un groupement fer-soufre déstabil@sastructure [4Fe-4S|des protéines ce qui
provoque I'expulsion d’un atome de fer, inactiviactivité de I'enzyme. La toxicité de O
sur les macromolécules biologiques reste limitéepebdant, la capacité qu’il possede de
libérer des ions Fé dans le milieu et le fait qu'il soit le précursede HO, augmente
considérablement sa toxicité potentielle du faitlaeéaction de Fenton qui conduit a la

formation de HQ espéce autrement plus toxique pour la cellule.

* Le radical hydroxyle est la forme la plus réactdes ROS, issue de la réaction entre
I'H,0, et un ion métallique tel que le fer ferreux {Fell s’agit d’'un composé trés instable
réagissant avec I'ensemble des molécules organgpig®uvant a proximité, incluant acides
gras, protéines et ADN (Imlay, 2002; Miyoséi al, 2003; Imlay, 2008). Le HOest en
majorité généré au voisinage des acides nucléiguaesdonc réagir avec les bases nucléiques
par addition de OH et avec les résidus osidiquesapachement d’un atome d’hydrogéene,
conduisant a des lésions dans I'ADN (Imlay, 2003mme elle possede le plus faible
potentiel redox, la guanine (G) est la cible pégiEe des radicaux oxygénés. Son oxydation
en 8-oxoguanine (8-0xo-G) est la premiére étapaamebreuses modifications dans I’ADN
(formation de résidus uracile ou de thymine glycdlp 8-oxoguanine est capable de
s’appareiller avec I'adénosine (A) a la place deytasine (C), conduisant a la conversion des
bases GC en AT lors de la replication de 'ADN dtagparition de mutations. Les lésions
capables de bloquer la replication contribuent dtage a la |étalité que les erreurs ou

dégradation de bases, responsables, elles, dtatortde mutagenese spontanée générée lors
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d'un stress oxydant (Farr and Kogoma, 1991). Le H@ également entrainer une

peroxydation lipidique qui se déroule en trois ésaffégure .

Initiation LH+R > L +H
Propagation L+ 0, - LO,

LO, + LH — LOOH + L
Terminaison L@ + LO, — LOOL + O

LO, +L — LOOL

L'+ L — LL

LH : lipide insaturé
L" : lipide radicalaire

Figure 5 : Processus de peroxydation lipidique.

L’initiation consiste en I'arrachement d’un protanun lipide insaturé (LH) par une espéce
radicalaire R° (particuliérement le F)D ce qui conduit & un lipide radicalaire’)LLa
propagation est I'étape d’oxydation ou lefarmé va réagir avec Qpour former un lipide
radicalaire peroxydé (LO®qui est capable d'arracher un proton & un auttepbur générer

un L d’ou le mécanisme en chaine de dégradation ddssagras membranaires conduisant &
la formation d’hydroperoxydes (produits primaires/'deydation des acides gras insaturés).
La terminaison est provoquée par la stabilisatichedpeces radicalaires réagissant ensemble.
Le clivage des liaisons carbonées par les raditipigdiques génere des acides gras acylés de
taille réduite. Les produits secondaires formés gumicipalement des aldéhydes, des
hydrocarbures (alcanes et alcénes), mais ausstmies/des et des acides dicarboxyliques.
Ces groupements introduisent des charges suppléimentans la bicouche lipidique de la
membrane. Cela provoque la déstructuration de labrene et peut conduire & une perte de
sa fonctionnalité notamment pour le transport desimants, l'activité ATPasique, ou la
régulation de la balance osmotique (Farr and Kogdal). Les aldéhydes produits sont, a
la différence des radicaux libres comme H@utot stables et diffusent & I'intérieur et hdes

la cellule, pouvant ainsi réagir avec des ciblesgéées de leur site de formation. La plupart
de ces aldéhydes présentent une forte réactivité@-vis de biomolécules telles que les
protéines, 'ADN et les phospholipides, ce qui cidmie a la toxicité de la peroxydation
lipidique. La peroxydation lipidigue se produit Bsuent dans le cas ou la cellule est

incapable d’éliminer efficacement les précurseursi@uet en particulier bDs.
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La présence de I'©peut étre trés toxique pour les organismes vivains forte réactivité des
ROS peut potentiellement conduire a des modifiogtidans les principaux constituants
cellulaires menacant l'intégrité et la viabilité ldecellule. La toxicité de I'@ne se développe

gue si le stress oxydant dépasse la capacité desgrsys de défense cellulaire.

1.4.2.Mesure du pouvoir antioxydant

En 2011, 'EFSA a publié ses recommandations paursélection d’'une molécule
antioxydante. La démonstration d’'un effet antioxytddoit ainsi étre basé sur I'utilisation de

plusieurs criteres (EFSA Panel on dietetic produzi41).

1.4.2.1. Mesures globales du pouvoir antioxydant

Les études sur ’lhomme doivent montrer un changénoteams la capacité antioxydante globale
du plasma. Les méthodes utilisables sont par exeesl méthodes TRAP (total reactive
antioxidant potential), TEAC (trolox-equivalent emidant capacity), FRAP (ferric reducing
antioxidant potential) ou ORAC (oxygen radical absmce capacity). Cependant, il n’est pas
clairement établi qu'un changement dans la caparitidxydante globale du plasma puisse
exercer un effet physiologique bénéfique chez &hddes changements dans l'induction
enzymatique (la superoxyde dismutase (SOD), |dassala glutathion peroxydase (GPx)) ou
dans la limitation de la diminution du glutathicgduit (GSH) sont considérés comme étant
physiologiquement bénéfiques pour I'hnéte uniqueneis sont associés a des marqueurs
montrant une protection des cellules ou des madéarbntre le stress oxydant. Cela peut étre

une protection des lipides, des protéines ou dBNA

1.4.2.2. Mesure de la protection des lipides

Les méthodes permettant de démontrer une protedisnlipides face au stress oxydant
consistent & mesurer des changements dans le taoairel de Fy-isoprostanes par
chromatographie gazeuse ou techniques immunologjidu@emesure de I'oxydation des LDL
dans le sang peut également étre réalisée par ¢gegsnimmunologiques. La mesure des
phosphatidylcholine hydroperoxydes (PCOOH) darsaley ou dans les tissus par HPLC est

€galement considérée comme étant un marqueur abtemte I'oxydation lipidique. Enfin,
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les autres méthodes comme la mesure du taux dendmaidéhyde (MDA) ou des diénes
conjugués ne sont pas jugés comme pertinentes peaigent étre associées aux méthodes

décrites ci-dessus.

1.4.2.3. Mesure de la protection des protéines

La mesure directe de I'oxydation protéique peug éfaliséen vivo dans le plasma par la
mesure des changements dans les acides aminésotigags par HPLC-MS. La mesure des
sous-produits issus de I'oxydation des protéinas €gemple les carbonyles) peut étre utilisée

en complément de la mesure directe de I'oxydatiotéue.

1.4.2.4. Mesure de la protection de 'ADN

La mesure directe de I'oxydation de 'ADN peut &tdenuean vivo par 'utilisation d’un test
des cométes modifié (utilisation de I'endonuclédBequi détecte spécifiquement les
pyrimidines oxydés). Ce test n’étant que quantjtitiaut donc utiliser un contrdle approprié.
Le test des cometes traditionnel (SCGE) détectedssures de ’ADN et n’est pas spécifique
de l'oxydation. L'analyse de la 8-oxoguanine daesséng (lymphocytes) est également
utilisée pour détecter I'effet du stress oxydantI'AADN.

1.4.2.5. Démonstratiom vitro de I'effet antioxydant

In vitro la plupart de ces technigues ne peuvent étreségalipour tester I'effet potentiel de
souches probiotiques sur le pouvoir antioxydanhsAipour screener rapidement des souches
probiotiques, la capacité a résister au stress onyeftaa piéger ou éliminer les ROS est
également le plus souvent utilisée. Les méthodelsatgs sont également utilisées (ORAC,
FRAP, SOD,...). De plus, la mesure du TAA (Total Amtdant Activity), du TAS (Total
Antioxidant Statut) et du statut redox est égalednmsmuvent employéén vitro. Le TAA
reflete I'état de la fraction lipidique dans lest®ymes de défenses antioxydantes et le TAS
celui de la fraction soluble. Le statut redox reprée la ratio glutathion oxydé / glutathion
réduit (GSSG/GSH). A ces techniquewitro, il semble donc intéressant d’ajouter un modéle
intermédiaire, faisant intervenir des cellules. étire, le test KRL ou le test des cometes

modifié peuvent étre de bon modeles d’étude.
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Le test KRL est un test biologique de mesure dermial global de défense antiradicalaire.
Ainsi, il permet de mesurer la résistance globalesahg vis-a-vis de I'agression des radicaux
libres. Il s'agit de soumettre un échantillon degsau une suspension d’hématies a une
agression radicalaire linéaire et progressive d#es conditions strictement contrdlées et
standardisées. Tous les systemes enzymatiquesneigubs de I'échantillon se mobilisent
pour protéger l'intégrité des cellules jusqu'a kelyses. La mesure de la diminution de
I'absorbance permet de suivre la disparition prsgjke des cellules. La résistance du sang a
lattaque radicalaire est exprimée par le tempsessgire a la lyse de 50% des cellules
sanguines_(Figure) §Prost, 1992).

p 2

O 100 L

Erythrocyte * yhe

Ty v & 80 Hemagllyse
A Cellulelysée )

. . o
/2= Attague radicalaire § 40 ¢ 50%
i = Flux lumineux 20 fHemonse
10 O I

0 g 5‘0 160 150
Hémolyse  Temps (min)

Figure 6 : Principe du test KRL (Prost, 1992).

Cette mesure du potentiel de défense antiradieadgdbal tient compte de toute la complexité
des systemes de défenses mise en jeu par lesesellihéoriguement, la résistance
antiradicalaire érythrocytaire doit conduire a wueirbe avec un temps de demi-lyse plus

élevé avec des molécules antioxydantes comparativeindes témoins.

Le test des comeétes est une technique d’électréepbmsur gel d’agarose mise au point par
Singh et al. (1988) permettant de détecter des fragmentatiams’ADN de cellules
individualisées (Singlet al, 1988). L'essai des cometes en conditions alcalpermet de
détecter non seulement les cassures doubles béusldes en pH neutre) mais aussi les
lésions simples brins et les sites alcali-labilésultants d’'une exposition a un agent
prooxydant et/ou génotoxique, rendant ainsi I'epdas sensible (Olive and Banath, 2006).

Une version modifiée du test des cométes peut ibgale étre réalisée en présence de la
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formamidopyrimidine DNA-glycosylase (FpG) pour d#tr spécifiguement les dégat a
I'ADN liés au stress oxydant (Gottel, 2009). La Fp&origine bactérienne est une des
enzymes responsables de la réparation de lésididDAal. Elle possede des activités N-
glycosylase ef3-lyase capables de reconnaitre et d’exciser leesbd5ADN apuriniques
converties en cassures détectables par le testaiestes réalisé en conditions alcalines.
L’analyse différentielle des lames incubées en gnés de FpG et de celles incubées en
l'absence de FpG permet d'évaluer la présence demdges oxydatifs qui ne sont
habituellement pas quantifiables dans la versionmodifiée de I'essai des cométes.

1.4.3.Effets santé des probiotiques sur le stress oxydant

Méme si la production de ROS est utilisée par Eege immunitaire comme moyen pour
neutraliser les pathogenes (Tormtsal, 2006), le stress oxydant serait impliqué dans de
nombreuses pathologies comme l'inflammation gastiestinale, I'athérosclérose, I'infarctus
du myocarde, la maladie d’Alzheimer, la maladieRéegkinson, le diabetes de type Il et la
dégeénérescence maculaire liée a I'age (Witztum4198@zukiet al, 2007; Castellanet al,
2008; Mikelsaar and Zilmer, 2009; Banday and Lokiweda, 2011). Le syndrome
métabolique, I'obésité et le développement d'utaiemombre de tumeurs ont également été
reliés au stress oxydant (Vinceattal, 2007). De nombreuses publications ont montrélgue
prise d’antioxydants peut diminuer I'impact du sgre@xydant sur le corps humain (Lin and
Yen, 1999). Des études plus récentes proposeiiisétion de bactéries probiotiques pour

diminuer le stress oxydant.

1.4.3.1. Etudem vitro

Les souches probiotiques ont été étudiées pourckgeacité a diminuer le stress oxyddnt.
vitro, certains probiotiques peuvent réduire ce stregdamk. C'est par exemple le cas pour
Lactobacillus fermenturiME-3. Cette souche posséde une SOD a manganekautiniveau

de TAA et de TAS, la capacité de diminuer le steddbx (GSSG/GSH) et de piéger des ROS
et des métaux prooxydant (Kullisagtral, 2002; Songisepet al, 2004; Teemet al, 2008).

Les lactobacilles et bifidobactéries possédentedgaht des capacités antioxydantewitro
(Lin and Yen, 1999; Lin and Chang, 2000; Wagial, 2006). Ces souches sont notamment

capables de diminuer la peroxydation lipidique et piéger des radicaux libres et des
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molécules génotoxiques (Verdengtial, 2010). Le pouvoir réducteur des bactéries laesqu
permet également de prédire des capacités antintgglantéressantes (Saide and Gilliland,
2005).

1.4.3.2. Etudem vivo

De nombreuses études sur le pouvoir antioxydanbedegries probiotiques ont été menées
chez l'animal. Ainsi, une étude menée chez desaatsncés en vitamine E montre l'effet
antioxydant d’extraits cellulaires deactobacillusspp. SBT 2028 sur le statut antioxydant
(Kaizu et al, 1993). Une premiere étude menée chez des somimaé que l'ingestion de.
fermentunME-3 pendant 15 jours (QFC/j) permet une diminution significative du tate

fer et de la peroxydation lipidique et une augmiorasignificative du TAA (Truusalet al,
2004). L'influence de la bactérids fermentumME-3 a été testée chez des souris sur un
modéle d’infection aSalmonella Typhimurium (Truusaluet al, 2008). Ainsi, le taux
d’éradication deSalmonellaTyphimurium chez les souris traitées avec de dxdkine et
supplémentées avec la souche probiotique pendmntr$ & une dose de 2.5%10FC/j est
augmenté par rapport aux souris témoins, aux stnaitges uniquement avec I'antibiotique
OuU aux souris uniquement supplémentées en prob@tifa plus, le statut antioxydant est
également amélioré (diminution significative depkroxydation lipidique et du statut redox
(GSSG/GSH)). Dans une autre étude, des rats ontodtéis pendant 14 jours avec deux
souches différentes dectobacillus delbruckisubsp bulgaricus(A13 et B3 ; 1x18 UFC/))
(Coskun et al, 2010). Le statut antioxydant des rats est am&lfiar rapport a la population
ne consommant aucune des deux souches probiofaugsentation significative du taux de
GSH dans l'intestin gréle, pas de variation destzetr en vitamine C). Parallelement a cela,
la peroxydation lipidique augmente de facon sigaifive dans les groupes probiotiques ; ceci

est du a 'augmentation conjointe du taux de NO.
1.4.3.3. Etudes cliniques
N’apparaissent pas ici les études restreintesfiet’des probiotiques sur le profil lipidique

sanguin (Gucet al, 2012). Les différentes études cliniques menéesesuprobiotiques et le
statut antioxydant de I'h6te sont résumées damaldeau 3
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Tableau 3 : Effet des probiotiques sur le statut aioxydant de I'héte. TAA : activité antioxydante tatale ;
TAS : statut antioxydant total ; GSSG/GSH : statutredox glutathion oxydé/glutathion réduit ; LDL oy :
lipoprotéines de basse densité oxydées ; 8-IP :®prostane ; MDA : malondialdéhyde ; DC : diéne
conjugué ; TAC : capacité antioxydante totale ; CAT: catalase ; SOD : superoxyde dismutase ; GPx :
glutathion peroxydase ; BAP : potentiel antioxydantiologique ; ROM : métabolites des espéces réactis;,

8-0x0-G : 8-oxoguanine.

Références

Souche / Population / Durée Effets

(Kullisaar et al,
2003)

(Songisepp et L.fermentunME-3/n=21/

al., 2005) 21 j / produit laitier
(Songisepp et L.fermentunME-3/n=24/
al., 2005) 21/ gélule

(Fabian and Lactobacillus casei n=33 /

Elmadfa, 2007) 4 semaines / produit laitier

(Chamariet al,
2008)

(Kaur et al,
2008)

(Hutt et al,
2009)

(Ejtahed et al,
2011)

(Kullisaar et al,
2011)

(Martarelli et

al., 2011)

(Asemi et al,
2012)

L. fermentunME-3 / n=21/ 1 TAA, TAS

21 j/ produit laitier

L. acidophilusLA5 —

B. bifidumBB12 / n=60/ 6
semaines / produit laitier

L. fermentunME-3 / n=16 /
3 mois / produit laitier

L. fermentunME-3 —L.

paracasei8700:2 —

B. longum46 / n=53 /3

semaines / produit
lyophilisé

L. acidophilusLA5 —

B. bifidumBB12 / n=64 / 6
semaines / produit laitier

L. fermentunME-3 / n=73 /

2 semaines / kéfir

L. rhamnosusMC 501 —L.
paracaseilMC / n=24/ 4

semaines / produit
lyophilisé

L. acidophilusLA5 —

B. bifidumBB12 / n=70/9
semaines / produit laitier

| GSSG/GSH, LDby, 8-IP

1 TAA, TAS
| GSSG/GSH

1 TAA, TAS
1 MDA, DC
| TAC, CAT

1 CAT, SOD

1 TAA
| GSSG/GSH, DC

1 TAS
| GSSG/GSH

1 SOD, GPx, TAS

| MDA

| LDLox, DC, 8-IP

1 BAP
| ROM

T GR
1T TAC, GSH, GPx
| 8-0x0-G

Données
significatives

Données
significatives

Données
significatives

Données non
significatives

Données
significatives
(catalase)

Données
significatives

Données
significatives

Données
significatives sauf
pour le MDA

Données
significatives

Données
significatives

Données non
significatives sauf
pour la GR
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L’effet de la souchd.actobacillus fermentunME-3 sur le stress oxydant a fait I'objet de
plusieurs études cliniques. Une premiére étude anénée en 2003 sur 21 volontaires sains
consommant pendant 21 jours du lait de chévre fetdneu non avet. fermentumME-3
(3x10" UFC/)) (Kullisaaret al, 2003). Une augmentation significative du TAA et TAS
sanguin, une diminution significative du statutaedGSSG/GSH), de I'oxydation des LDL
et du taux de 8-isoprostane ont pu étre mis en ge@avec la consommation de la souche
probiotique. Une seconde étude clinique controtédre placébo ouvert en 2005 porte sur 21
personnes consommant pendant 3 semaines du lathé@lee fermenté ou non avéc
fermentumME-3 (6,3x18" UFC/j) (Songiseppet al, 2005). La consommation du lait
fermenté avec la bactérie probiotique permet d’amger de maniére significative le statut
TAA et TAS respectivement de 6% et 9% par rapport@ntrole. Cette étude a également été
menée avec des gélules (saccharose et microceljutostenant ou nob. fermentumME-3
(n=24, 1.6x1® UFCljour, étude en double aveugle, contrdlée etdommisée). Une
augmentation du TAA (4%) et du TAS (2,5%) a égaleinété observée par rapport au groupe
contréle (Songiseppt al, 2005). La matrice laitiere semble donc égalenidier sur le
statut antioxydant de [I'héte. De plus, le statutdore (GSSG/GSH) ne diminue
significativement que dans le groupe consommaitditdermenté avet. fermentunME-3.
Une étude a été menée en 2006 sur 16 patientsrausffde dermatite atopique modérée
consommant pendant 3 mois du lait de chévre fe#nenhtenant ou non la souche
fermentumME-3 (Kaur et al, 2008). Une diminution significative de la quadtde dienes
conjugués et du statut redox (GSSG/GSH) et une antation significative du TAA ont été
observées dans le groupe probiotique par rappagt@upe contréle. Enfin, une étude récente
montre également le réle de fermentunmdans la diminution significative du stress oxydant
postprandial (Kullisaaet al, 2011). En effet, la consommation pendant 2 seesaifun kefir
contenant. fermentunVIE-3 (4x13° UFC/j) diminue de facon significative le taux dBIL
oxydé, de diéne conjugué et de 8-isoprostane pgoraa la consommation d’'un kefir sans

souche probiotique.

D’autres études cliniques ont également été meapetedes equipes différentes. Une premiere
étude portant sur un yaourt contenant ou non unehsodelactobacillus casein=33,

4 semaines, individus sains) montre un effet dogér rapport au niveau basal de la
consommation du produit laitier sur le stress oxydanais cette fois-ci en 'augmentant
(Fabian and Elmadfa, 2007). Cependant, aucunerelité significative entre le groupes

placébo et le groupe probiotique n’'a été mise edeéce. Dans les deux groupes, le niveau
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de TAC (Total antioxidant capacity) diminue sigo#tivement, tout comme la catalase ; le
niveau de MDA et de diénes conjugués augmentenifisigtivement. Une étude portant sur
60 femmes consommant pendant 6 semaines des yamumentionnels ou contenant
Lactobacillus acidophilug.a5 etBifidobacterium lactisBb12 (1,2x18° UFC/j) a été menée
en 2008 (Chamaset al, 2008). Le taux de catalase est significativenpdud important dans

le groupe probiotique que dans le groupe contidéeplus, dans les deux groupes, le taux de
SOD augmente également de maniere significative &&econsommation du yaourt, les
probiotiques n’ont pas d’effet supplémentaire. Goée étude a été menée chez des patients
souffrant de diabéetes de type 2 (Ejtaletdal, 2011). Cette étude a été menée en double
aveugle contre placébo, controlée et randomisée4ypersonnes consommant pendant 6
semaines un yaourt contenant ou non les souche®bacillus acidophilud.a5 (>5x18
UFCIj) et Bifidobacterium lactisBb12 (>5x18 UFC/j). Le yaourt probiotique augmente
significativement le taux de I'activité SOD, dedtaité glutathion peroxydase et du TAS par
rapport au yaourt conventionnel. De plus la conegion sérique de MDA diminue dans les
deux groupes, de maniére non significative. Audalifférence au niveau de l'activité catalase
n'a été mise en évidence.

Une autre étude a été menée sur 24 athletes cormunom non deux souches probiotiques
sous forme de lyophilisatL( rhamnosusIMC 501 etL. paracaseilMC 502; 18 UFC/))
pendant 4 semaines d’activité physique intense t@vih et al, 2011). La consommation de
ces deux souches permet de diminuer de manierdicagivie le stress oxydant engendré par
l'activité physique intense. En effet, dans le gr@yrobiotique, les métabolites des especes
réactives (ROM) diminuent de facon significativends que le potentiel antioxydant
biologique (BAP) augmente de facon significative.

Enfin, une étude clinique contrdlée et randomiséétéamenée sur 70 femmes enceintes
consommant deux souches probiotiques incluses ulangourt Lactobacillus acidophilus
LA5 et Bifidobacterium bifidumBB12 ; 3x18 UFCJj). Cette étude a montré un effet
bénéfique de la consommation du yaourt probiotfarerapport au yaourt contrdle sur le taux
erythrocytaire de glutathion réductase (Aseati al, 2012). Cependant, bien que la
consommation du yaourt ait un effet significatif $a1 TAC, le taux de GSH plasmatique, le
taux de glutathion peroxydase érythrocytaire etla@-oxo-G sérique par rapport au niveau
basal, aucune différence significative entre leplatbiotique et le lot contrdle n’'a été mise en

évidence.
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De plus, une étude a concerné I'impact de la consmtion d’'un symbiotique sur le statut
antioxydant de I'h6te. Cette étude, en double aleecgntre placébo, contrdlée et randomisée
a été menée sur 53 volontaires sains consommantpedsemaines un cocktail de 3
souches probiotiques lyophiliséés fermentunME-3, L. paracasei8700:2 eB. longumi46 ;
6x10° UFC/j) associées a un prébiotique (Raftilose) nuplacébo (maltodextrine) (Huét

al., 2009). Parmi les volontaires, certains sont deksipamH. pyolori. Chez ces derniers, la
consommation du symbiotique diminue de fagon sicatifve le statut redox (GSSG/GSH) et

augmente significativement le TAS par rapport aauge placébo.

L'effet des bactéries probiotiques sur le statutioagtiant de I'hdte semble bénéfique.
Cependant, les études cliniqgues devraient étre esesygstématiquement en double aveugle
contre placébo, controlées et randomisées. La toderpatient est également tres faible dans
les différentes études et devrait donc étre augkeerinfin, les marqueurs utilisés ainsi que
les techniques employées pour démontrer I'effiéadés probiotiques ne sont plus suffisants
aujourd’hui pour 'EFSA (EFSA Panel on dietetic guats, 2011).

1.5. Les bifidobactéries comme bactéries probiotiges

Comme nous l'avons vu dans les paragraphes présédes bifidobactéries sont souvent
cittes comme ayant de fortes capacités probiotiq@ependant, I'utilisation industrielle de
ces souches n’est pas aussi répandue que cellésctEzacilles. En effet, en 2009, I'analyse
de 34 produits commerciaux a montré la présendédefidobactéries probiotiques contre 27
lactobacilles. De plus, parmi ces 16 bifidobac&riell appartenaient a I'espece
Bifidobacterium lactis connue pour ses propriétés de résistance aussstiduller et al,
2009). De méme, sur les 35 souches vendues pdablésants de ferments probiotiques,
seules 11 sont des bifidocatéries.

1.5.1.Définitions et caractéristiques générales desdiadteries
Les bifidobactéries ont été isolées et décrites pppremiere fois par Henry Tissier a la fin
du XIX®*™siecle (Tissier, 1900). Il a observé en abondameebactérie en forme de Y dans

les féces d’enfants nourris au sein et absente chegz nourris au biberon. Cette bactérie,

Gram positive, non sporulée, non productrice de, gaan mobile, anaérobie et de
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morphologie bifide a été dénommBacillus bifidus Cependant, un microbiologiste Danois,
Orla-Jensen, a proposé de clafBacillus bifiduscomme une espece a part entiere sous le
nom de genrdifidobacterium(Orla-Jensen, 1924). Pour lui, les bifidobactéfmmstituent

un genre séparé, formant probablement une connestitne les bactéries lactiques et les
bactéries propioniques”. Néanmoins, il n'y a pagslewconsensus taxonomique clair pour ce
nouveau genre et pendant une grande partie dif gécle, les bifidobactéries ont été classées
comme membre du genteactobacillus en raison de leur forme en batonnet et de leurs
caractéristiques fermentaires. Cependant, I'accation d’études détaillant I'hybridation de
'ADN, le contenu en G+C et le métabolisme spéaiéga permis de ressusciter le genre
Bifidobacterium Les bifidobactéries forment un genre phylogémng&igent cohérent au sein
de I'embranchement désctinobacteria(Venturaet al, 2004). Cet embranchement comprend
eégalement les corynebacteria, les mycobacteria est dtreptomycetes (Embley and
Stackebrandt, 1994). Les bifidobactéries représeéntjourd’hui 34 especes, isolées
principalement du TGl d’hommes ou d’animaux. Legeegs reconnues ainsi que leur origine
sont listées ci-dessous (Figure 7

Bifidobacterium breve TGl Humain | [ Bifidobacterium thermophilum TGl Animal
Bifidobacterium bifidum Bifidobacterium psychraerophilum

Bifidobacterium pseudocatenulatum Bifidobacterium pseudolongusnbsppseudolongum
Bifidobacterium longurhiotype infantis Bifidobacterium thermacidophilusubspporcinum
Bifidobacterium longurhiotype longum Bifidobacterium longurbiotype suis

Bifidobacterium adolescentis Bifidobacterium choerinum

Bifidobacterium catenulatum Bifidobacterium animalisubspanimalis
Bifidobacterium angulatum Bifidobacterium cuniculi

Bifidobacterium gallicum Bifidobacterium magnum

Bifidobacterium saeculare

Cavité Orale || Bifidobacterium ruminantium

Bifidobacterium merycicum

sang humain || Bifidobacterium pseudolongusabpsglobosum
Bifidobacterium boum

Bifidobacterium gallinarum

Bifidobacterium pullorum

Bifidobacterium dentium
Bifidobacterium tsurumiense

Bifidobacterium scardovii

Bifidobacterium coryneforme
Bifidobacterium indicum
Bifidobacterium asteroides

Bifidobacterium minimum
Bifidobacterium animalisubsplactis Alimentation || Bifidobacterium thermacidophilum
subsgthermacidophilur

Ensillage

Figure 7 : Répartition écologique des bifidobactégs dans les différentes niches écologiques.

Leur génome a un contenu en G+C généralement éevearie de 42 a 67% (Felis and
Dellaglio, 2007). La teneur en G+C Bdidobacterium bifidunvaut approximativement 62%
(Turroniet al, 2010; Zhuringet al, 2011).
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1.5.2.Morphologie et physiologie des bifidobactéries

Les bifidobactéries ont des caractéristiques mongiglies et physiologiques particulieres.
Ces bactéries sont en forme de batonnet a morgkolayiable, généralement un peu
courbées et plissées, parfois ramifiées. Des sgufrthechement isolées peuvent avoir des
formes allant d’'uniformes a ramifiées, en formeYeu de V voire en forme de spatule.
Cependant, sur des milieux défavorables, les bidt#yies présentent des ramifications et un
pléomorphisme, bien gu’elles soient sous forme derio&t dans leur habitat naturel. La paroi
des bifidobactéries a une structure typique desngrasitive, constituée d’'une enveloppe fine
de peptidoglycanes contenant des polysaccharides prbtéines et des acides téichoiques
(Gomes and Malcata, 1999). La composition en ac@aesnées des tétrapeptides des
peptidoglycanes peut différer entre les especasaement entre les souches ; elle peut ainsi
étre utilisée pour leur différentiation (Lauer aftandler, 1983).

Les bifidobactéries sont décrites comme étanttstrient anaérobies, bien que certaines
souches tolerent I'oxygene (Simpsehal, 2005). La sensibilité a I'oxygene peut différer
cependant entre les especes mais également emdresoleches d’'une méme espece
(Shimamureet al, 1992; Talwalkar and Kailasapathy, 2003).

La plupart des souches de bifidobactéries d’originmaine ont un optimum de croissance
compris entre 36 et 38 °C. Les souches d’originmale, elles, ont un optimum de croissance
légerement plus élevé puisque compris entre 41 3etC4 La soucheBifidobacterium
thermacidophilunest une exception puisque son optimum de croissesicde 49,5 °C (Dong
et al, 2000). Bifidobacterium psychraerophilumquant a elle peut se développer a des
températures de 4 °C (Simpsetnal, 2004).

Les bifidobactéries ont un optimum de croissanceme entre pH 6,5 et 7. Les souches de
Bifidobacterium lactiset Bifidobacterium animalipeuvent survire a pH 3,5 (Matsumatd
al., 2004) tandis que les bifidobactéries dans unrenmement supérieur a pH 8,5 ne

survivent pas (Biavagt al, 2000).

1.5.3.Métabolisme

Chimio-organotrophes avec un métabolisme fermeantales bifidobactéries peuvent

cataboliser plusieurs sources de sucre et toutegepefermenter le glucose, le fructose et le
galactose (Figure)8
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Figure 8 : Métabolisme général des bifidobacterief’apres (Lee and O'Sullivan, 2010). ABC : ATP-
binding cassette systems ; GPH : glycoside—pentosiehexuronide cation symporter family ; MIP : major
intrinsic protein ; MSF : major facilitator superfa mily ; PTS : sugar phosphotransferase systems

Les hexoses sont dégradés par une voie métabgdaptieuliere, la voie de la fructose-6-
phosphate phosphoketolase (F6PPK) (EC 4.1.2.2) lhfidkshunt ». |l existe également une
voie partielle de la glycolyse ainsi qu’'une voiertigle du cycle d’acide tricarboxylique
(cycle de Krebs ; les genes codant pour la fumardseglutarate déshydrogénase et la
malate déshydrogénase étant absents). Des difé&remdstent entre les especes dans leur
capacité a fermenter d’autres glucides ou des Ecoo

La fermentation de deux moles de glucose produitcqipativement trois moles d'acide
acétigue, deux moles d'acide lactique et 2,5 mdliégP. L'enzyme clé de cette voie
meétabolique, la F6PPK, est considérée comme uriifider taxinomique pour la famille des
Bifidobacteriaceae (Ventust al, 2004; Felis and Dellaglio, 2007).

Il est intéressant de noter que 8.9% des protépreslites a partir du génome de
Bifidobacterium bifidum(Turroni et al, 2010) seraient impliquées dans le transport et le
meétabolisme des glucides. Ceci est équivalent a 8@%plus qu'observé chez d’autres

organismegSchellet al, 2002).
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1.6. Critéres de sélection des souches probiotiques

Les probiotiques présentent des propriétés qui sariables selon I'espece ou la souche
microbienne. Le choix des probiotiques dépend de prepriétés et du type d'utilisation.
Selon le rapport de la FAO/OMS (2002), pour gu’'uodoit soit reconnu comme étant
probiotique, une évaluation du produit basée susipurs criteres doit étre effectuée suivant

les recommandations suivantes (Figure 9

Réalisation de tests vitro spécifiques a l'effet
santérecherché. Exemple : résistance a lacidi
gastrique et aux acides biliaires, adhérence a
mucus et/ou cellules épithéliales humaines,
activité antimicrobienne contre les bactéries
pathogénes, propriétés dimmuno-modulation,
diminution des especes réactives de loxygéne ..

Désignation du genre / espéce / souche
Identifications phénotypiques et génotypiques

Bactéries

probiotiques

Innocuité de la souche probiotique : statut QP

Aucun effet secondaire indésirable : infections Etudesn vivoet cliniques
systémiques, activités métaboliques délétéres L'étude clinique doit étre menée en double
stimulation immunitaire excessive chez des aveugle, contre placébo, contrélée et randomisge.
personnes sensibles et transfert de génes entrejles Elle doit utiliser la version finale du produit
especes bactériennes probiotiques et celles defla vecteurdu probiotique

flore intestinale

Figure 9 : Recommandation pour I'évaluation d’un probiotique dans le cadre d’une utilisation
alimentaire. D'aprés (FAO/WHO, 2002).

En plus de l'innocuité et des propriétés fonctidlese des criteres technologiques sont
également pris en considération dans la sélectsnsduches probiotiques. Selon Saastla
al. (Saareleet al, 2000), ces criteres sont de bonnes propriétésselss, une résistance aux
phages, une viabilité durant le traitement techgiglee et une stabilité dans le produit et
durant le stockage. Cependant, I'aptitude de cash&s a étre industrialisées n’est souvent
vérifiée qu’apres leur sélection sur les criteresfahctionnalité ; mais les souches les plus
fonctionnelles ne sont pas forcément des souchkstralisables. Les études présentant a la
fois I'aptitude des souches a résister aux comwtidu tractus gastro-intestinal et aux

conditions du procédés de fabrication sont égaléassez rares.
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Toutefois, le critéere de viabilité ou de survie deme essentiel dans la sélection des
probiotiques. Ainsi, la capacité de survie des miidpies dans I'h6te aprés leur ingestion,
dépend de leur résistance intrinseque, des factieurfidte et du véhicule par lequel ils ont
éte ingérés (Marteau and Shanahan, 2003). Parrfade=urs de I'’h6te qui réduisent la survie
des probiotiques, on cite principalement l'acidstdque, 'oxygéne, le potentiel redox, les
sels biliaires, les autres secrétions digestivag (s, défensines) et I'interaction avec la flore
endogéne (Godwardt al, 2000; Marteau and Shanahan, 2003). Compte tesuots ces
facteurs, il est donc recommandé de consommenrddsgbiques a des doses appropriées pour
obtenir les effets bénéfiques escomptés (1X1BC/jour). Contrairement aliactobacillus
acidophilus les souches d@8ifidobacterium a I'execption de quelgues souches comme
Bifidobacterium lactisBB12, survivent difficlement au pH gastrique etl’acidité de
'aliment durant le stockage (Trindade and Gro28890). C’est une des raisons de leur faible
industrialisation, bien que présentant un fort pté& probiotique. Pour augmenter leur taux
de survie, les probiotiques doivent étre ingérésdpet le repas, ou bien protégés dans des
gellules ou par microencapsulation (Kailasapatl®2). Le choix des vecteurs dans lesquels
ou par lesquels sont ingérés les probiotiques essiamportant (tablettes, capsules de
gélatine, laits fermentés). Les techniques classigueir mesurer la résistances des souches
probiotiques aux stress gastro-intestinaux congisteévaluer leur viabilité aprés le stress en
numération sur milieu gélosé (Chuegal, 1999; Erkkila and Petdja, 2000). Cette techniue
trois défauts majeurs : elle est longue (24 a g2lbn les espéeces), elle sous-estime le nombre
de cellules (probléme des chainettes chez les lagtms par exemple) et elle ne tient pas
compte des cellules viables mais non cultivables fmpurrait retourner dans un état
physiologique actif sous d’autres conditions quedenditions de culture) (Kaprelyargsal,
1996). Ainsi, si de nombreux auteurs s’intéressemteffets du stress sur les probiotiques, ils
s’attachent le plus souvent a I'étude de la cutiivtg et rarement au maintien des propriétés
des microorganismes et ne concernent généralememegou deux souches. Or, méme s'il
est possible de distinguer des groupes microbikrssgensibles que d’autres, la résistance au
stress, dépend fortement des souches (Dxra, 2006). Au contraire, la cytométrie en flux
pourrait permettre de tester I'effet des stressuaugrand nombre de souches et de caractériser
non plus la cultivabilité mais I'état physiologiques souches (Raudit al, 2007). Ainsi,
I'état physiologique des probiotiques pourrait &stimé grace a I'utilisation combinée de
deux sondes, liodure de propidium (IP), qui va seigner sur la viabilité et la

carboxyfluoresceine diacétate (CFDA), qui va regrsex sur la vitalité de la souche. Le terme
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vitalité correspond a la capacité qu’a une souchetéoienne d’exprimer des activités

enzymatiques.

Conclusions: Les probiotiques constituent un theme de rechehe majeur du XXleme

-

siecle. Avec I'emergence des études sur le microt@pde plus en plus d’effets santé leu

sont attribués. Un axe santé émergent concerne leyvoir antioxydant des souches

\"2J

probiotiques. Méme si les études cliniques doivenkétre renforcées, les premiere
résultats semblent prometteurs. La mise en place ah crible permettant de tester la
résistance aux stress de nombreuses souches devnagrmettre de sélectionner des
bactéries a la fois fonctionnelles et résistanted.es bifidobactéries semble ainsi
présenter un fort potentiel probiotique, notamment par rapport & l'axe santé

antioxydant. Cependant, leur résistance aux condiins du tractus gastro-intestinal (pH,

bile, fluctuations redox) et aux conditions de proédés de fabrications est faible, ce qu
les rend difficilement industrialisables. Un verrouscientifique et technologique majeur
va donc consister a les protéger pour pouvoir les tiliser dans des produits
commerciaux. Ainsi, en étudiant les mécanismes deef@nse mis en place lors de ces

stress, il sera alors possible d’élaborer des strgies de protection de ces souches.
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2. Bifidobactéries et Tolérance aux Stress

2.1. Tolérance au stress acide

2.1.1.Physiologie du pH

Le pH est défini comme la valeur négative du lagane décimal de la concentration en ions
hydrogenes (protons). C’est I'unité standard megueadegré d’acidité ou d’alcalinité d’'une
solution aqueuse. On considére une solution conuite a&i son pH est inférieur & 7. En
conséquence, les environnements acides sont a@ést@ar une concentration élevée en
protons. Les acides non dissociés peuvent diffdediacon passive a travers les membranes
cytoplasmiques suivant un gradient électrochimig®. I'absence de mécanisme de
protection, ils acidifient le cytoplasme, entrainairtsi une perturbation dans le métabolisme
cellulaire pouvant conduire a la mort cellulairéest pourquoi I'existence de mécanismes
moléculaires permettant de maintenir le cytoplasntes valeurs de pH physiologiques est
essentielle pour la survie des bactéries dans desoenements acides. La plupart des
enzymes du métabolisme ayant un optimum d’activipd Iégérement acide, une diminution
brutale du pH entraine un arrét du métabolismeép@et. En raison de leur catabolisme, les
bifidobactéries acidifient leur environnement avéra la fermentation des sucres par la
production d’acétate et de lactate (Vernagtzal, 2006). Leur activité métabolique implique
donc un stress acide durant la phase stationnai@se ou le métabolisme énergétique est
ralenti et ou I'ATP est peu disponible pour les AEEs membranaires. De plus, les
bifidobactéries incluses dans des produits fonoetsn peuvent faire face a des
environnements acides lors du stockage, notammaestldaas des produits laitiers fermentés
(Jayamanne and Adams, 2006). Enfin, aprés avoingéées, les bifidobactéries rencontrent
des conditions drastiques dans I'estomac, puisguulrriture y reste aux alentours de 90
minutes a un pH proche de 2. La sélection de smupbssédant une grande tolérance a

I'acidité est donc tres intéressante pour l'indesaigro-alimentaire.
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2.1.2.Réponse ATR des bifidobactéries

Chez les bactéries, les mécanismes inductibledert#@s par une exposition a un stress
acide modéré et conduisant a une adaptation a tmgvae pH plus létales, sont dénommés
ATR (Acid Tolerance Response). L'ATR est carac&gemme étant un procédé complexe
impliquant des changements dans la transcriptioplulgeurs genes et dans la synthése d’un
grand nombre de protéines (Tableau 4

Tableau 4 : Génes et protéines impligués dans lapénse au stress acide. D'aprés (Sanchetzal, 2007a).

Fonction putative (nom) Activité

H*-ATPase, sous-unité alpha (Atpa&tpA) + Régulation du pH intracellulaire
H*-ATPase, sous-unité beta (Atp&tpD) + Régulation du pH intracellulaire

*

Methionine synthase (MetE) + ND

BSH (Bile Salt Hydrolase) ~ Diminution I'activité BSH

Glutamine synthetase 1 (GInAl) + Augmentation deylathése d’ammoniac
Protéine chaperone (DnaJ) — ND

+ : induction ; — : répression ; implication dans I'adaptation au stress ; NDn neterminé

Ce proceédé est souche et espece dépendante (Saakeld004). Les mécanismes associés a
'ATR peuvent étre mis en ceuvre simplement par t&nides cultures en phase stationnaire
de croissance, en raison de la production fernrentBacides organiques. Ceci est une des
raisons expliqguant la meilleur résistance des leslltécoltées dans cette phase de croissance
au pH acide (Samelist al, 2003). Ainsi, la survie des bifidobactéries a gesdrastiques
peut étre améliorées si les cellules sont pré-edgma des valeurs de pH sublétales, a travers
induction de 'ATR (Maus and Ingham, 2003). Deug] les souches résistantes a I'acidité
possédent également une bonne résistance a d’atriges (sels biliaires, NaCl) (Collado and
Sanz, 2006). Inversement, I'exposition des bifidwéaes a des stress sublétaux, comme des
températures modérées (40 a 47 °C), peut conférerrésistance croisée aux pH acides
(Saareleet al, 2004).

La résistance des bifidobactéries aux valeurs degsHproduits laitiers fermentés ou a celles
des fluides gastriques de synthése est trés vari@anz, 2007). De maniere générale, la
résistance des bifidobactéries au stress aciddadsé, a I'exception deBifidobacterium
animalis (Mascoet al, 2007). Cette espece est d'ailleurs la plus églislans les produits
laitiers fermentés également en raison de sa btolémnce a 'oxygene (Vernazz al,

-39 -



Etude Bibliographique

2006). C’est pourquoi, cette espece, contraireraertautres especes Bdidobacterium est
capable de maintenir sa viabilité lors du stockdee laits fermentés (Jayamanne and Adams,
2006; Jayamanne and Adams, 2009). (Bidzlobacterium animalisune forte induction de
l'activité des ATPases membranaires a été obsep@g/ant ainsi expliquer la résistance
élevée au pH acide ; cette activité n’étant pasitadchez les souches moins résistantes aux
environnements acides (Matsumotet al, 2004). La résistance au pH acide de
Bifidobacterium animalispeut étre reliée a son excellente survie au pasdagTGl de
’Homme (Alanderet al, 2001).

En dépit de la faible résistance des autres espli@gidobacteriumau pH acide, certaines
souches sont également capables d’'induire une régofR. C’est le cas dBifidobacterium
longumBL1, sélectionnée en raison de sa résistancexpd&tion a un fluide gastrique de
synthese (pH 3). Cette résistance est corrélée kvenaintien de sa viabilité durant le
stockage d'un lait fermenté (Takahastial, 2007).Bifidobacterium longunest capable de
maintenir un pH cytoplasmique plus élevé que lestsesinon résistantes au pH acide.

Enfin, I'acquisition de la résistance aux enviromeats acides peut induire des changements
dans les propriétés de surface Bé&gdobacterium Ainsi, des souches résistantes au pH acide
présentent une meilleure capacité a adhérer a lanenhcimaine, et d’autres montrent une
plus grande habilité a inhiber I'adhésion de cadgdathogenes, ou a prendre la place de
pathogénes déja adhérés (Colladal, 2006). Cependant, I'adaptation au milieu acidet pe
entrainer de profond changement dans la suscefgtilsilx antibiotiques des souches de
bifidobactéries (Colladoet al, 2007). En effet, la résistance aux aminoglycasidau
chloramphénicol, a I'érythromycine ou a la tétrdirnye augmente chez plusieurs souches de
Bifidobacteriumqui ont survécu a I'exposition a des stress aadittastiques (pH 2 / 60 min)
(Kheadret al, 2007).

2.1.3.Résistance au stress acide

Deux des principaux mécanismes dans la résistangaHaacide sont I'extrusion active des
protons et I'alcalinisation du cytoplasme. Chez bbestéries anaérobies, I'exces de protons
apparaissant dans un environnement acide est batgneé par I'activité de lagF-ATPase
(Matsumotoet al, 2004). Cette enzyme catalyse I'hydrolyse de I'ATRe qui permet la
translocation de protons a travers la membrane kagopque contre un gradient

électrochimique. Donc, l'action de lgH-ATPase maintient le pH du cytoplasme a des
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valeurs physiologiques lorsque les bifidobactésimst en conditions de pH trés acides. Outre
l'activité de la BF-ATPase, la formation d’ammoniac est également @tamisme de
tolérance au pH acide largement répandu chez leries. En effet, étant un composeé
basique, 'ammoniac peut capter un proton, condtiigd’ion ammonium et par conséquent
tamponner le cytoplasme a pH acide (Cotter and BOI03) (Figure 1D

oH
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Figure 10 : Réponse aux stress acide et bile chgfidobacterium. D’aprés (Sanchezt al, 2008).

L’activité de la RBF;-ATPase est directement reliée a 'ATR chBifidobacterium tout
comme chez d’autres anaérobies ou anaérobies dticelt. L'addition de pepsine a une
culture deBifidobacterium animalisconfére un effet protecteur contre les pH acides e
facilitant I'activité de la GF-ATPase (Mattoet al, 2006). La présence de glucose dans un
tampon acide ralentit également la perte de vigbile cultures dBifidobacterium animalis
récoltées en phase stationnaire de croissanceneamsee « fuel » métabolique pour lgFF
ATPase (Sanchezt al, 2006).

De plus, la quantité d’enzymes responsables deosybihése des acides aminés branchés
(BCAA, « Branched-Chain Amino Acids »), comme laitginine synthétase, est augmentée

chez Bifidobacterium longumen condition acide (Sanchezt al, 2007a). Ces données
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protéomiques supportent I'hypothese que la synthdse BCAA serait couplée a la
bioconversion du glutamate en oxoglutarate ; leaghaite étant obtenu par la déamination
d’'une molécule de glutamine (Lext al, 2004). L'ammoniac libéré par la derniere réaction
servirait de tampon en condition acide en captanproton (van de Guchtet al, 2002). Ce
fait est corroboré avec les expériences de phygmlaans lesquelles une plus grande
concentration en valine (BCAA) et en ion ammoniundt& mesurée chez des cellules de

Bifidobacterium longuncultivées en condition acide (Sancleal, 2007a).

2.2. Tolérance au stress biliaire

Le flux biliaire assure un réle physiologique tmegportant puisque facilitant la digestion des
composés lipophiles provenant de I'alimentationest’également un agent antimicrobien
influencant I'établissement du microbiote intestinbors du passage dans le TGlI, les
bactéries résistant au stress biliaire peuvent @®otiintestin. La bile affecte principalement
la composition lipidique et protéique de la membergrerturbant ainsi sa fonctionnalité, mais
génere également un stress oxydant au niveau @NI'ét impacte le métabolisme des sucres
(Begleyet al, 2005).

2.2.1.Physiologie de la bile

La bile est un mélange complexe de composés ongesigt inorganiques produits dans le
foie. Les constituants organiques de la bile indeels biliaires, cholestérol, phospholipides
et protéines. De nombreuses substances endogéatmniifes, stéroides, trace de métaux
essentiels) et exogenes (antibiotigues, médicangrdsvent également étre détectées
(Kristiansenet al, 2004). La bile est synthétisée dans les hépasdypartir du cholestérol et
quitte le foie par le canal hépatigue commun quog® au canal cystique (provenant de la
vésicule biliaire). lls vont former le canal choléde qui va aboucher lors de la digestion au
duodénum au niveau de l'ampoule de Vater par liss oia sphincter d'Oddi. La vésicule
biliaire n’est pas essentielle dans la sécrétiofad®le mais facilite son stockage ainsi que la
digestion des graisses (Begley al, 2005). Une fois dans l'intestin, la bile assuee s
principale fonction physiologique, a savoir d’éniiigs les substances liposolubles (lipides,

nutriments et vitamines) pour faciliter leur absmnpt
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Les acides biliaires représentent approximativerb®ft de la fraction organique de la bile.
Tous les acides biliaires synthétisés a partir lthlestérol dans les hépatocytes sont appelés

acides biliaires primaires (acide cholique et acuenodésoxycholique principalement)

(Figure 11&
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Figure 11 : (a) Structure chimiques des principawacides biliaires. (b) Conjugaison des acides bilias. (c)
Micelles. D’apres (Begleyet al, 2005).

Avant leur sécrétion, tous les acides biliaires ssdnt une conjugaison a la glycine ou a la
taurine pour former des acides biliaires conjugoéssels biliaires primaires (Figure J1b
Une fois dans l'intestin, ou la digestion et I'ah#@mn des graisses ont lieu, les acides
biliaires peuvent étre réabsorbés dans l'iléonatlist transportés par la veine porte vers le
foie. Les sels biliaires primaires et secondaitgseq sont issus sont excrétés a nouveau dans
la bile : cette voie métabolique est le cycle emtégpatique des sels biliaires. Cependant, une
petite fraction de la bile présente dans le petiestin échappe a cette réabsorption et se
retrouve dans le colon, ou elle exerce une presiaelection sur le microbiote intestinal.

De plus, dans l'iléon, sous l'action des bactérieestinales, les acides biliaires sont
déconjugués. L'acide cholique est partiellementsfarmé en acide désoxycholique et I'acide
chénique en acide lithocholique (Figure Jl1lae désoxycholate et le lithocholate sont les
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acides biliaires secondaires. Cette déconjugaisbassurée par la BSH (Bile Salt Hydrolase)
qui a été retrouvée chez de nombreuses bactéridgeimes du microbiote, dont
Bifidobacterium mais absente chez les bactéries isolées d’endments dans lesquels la
bile est absente (Begleyf al, 2006). Son activité libere un acide aminé (glgau taurine) a

partir des acides biliaires conjugués.

2.2.2.Activité antimicrobienne de la bile

La tolérance a la bile est un critere de sélectioritro des bactéries probiotiques et est
généralement considérée comme nécessaire pour laluaptitude a résister aux effets des
acides biliaires qui conditionnent leur aptitudeuavivre aux conditions du TGI et a coloniser
'environnement intestinal. Les caractéristiqueygato-chimiques de la bile déterminent sa
fonction physiologique et son activité antimicrobie. Les acides biliaires sont des molécules
amphiphiles avec des propriétés détergentes gesaEnt a la fois dans des environnements
agueux et organiques pour former des micelles (Eiddc) Cette propriété est directement
reliée a leur capacité a émulsifier et solubilissrgraisses. Durant le passage dans le TGI, la
bile représente un paramétre clé pour les bactéyiast survécu au passage de I'estomac et
rentrant dans le petit intestin. En raison de seprj@tés détergentes, une cible privilégiée de
I'action de la bile va étre la surface des celllastériennes. En effet, 'exposition aux sels
biliaires module I'expression de protéines memhrasachez actobacillus plantarun{Bron

et al, 2006). Cela affecte également la compositioncitea gras et en phospholipides ainsi
qgue la fonctionnalité de la membrane cligfidobacterium(Gomez-Zavaglieet al, 2002;
Ruiz et al, 2007). Ainsi, en présence de bile, le rapportiegigras insaturés / acides gras
saturés diminue significativement chg@zanimalis Des changements au niveau de la surface
des LAB et des bifidobactéries ont également étgemtdés en microscopie électronique
(Tarantoet al, 2006; Ruizet al, 2007).

Le type et la structure des sels biliaires intessait avec la membrane bactérienne est
€galement corrélé avec sa cytotoxicité. Les sdlaifes hydrophobes sont plus toxiques
puisqu’ayant une plus grande affinité avec la memér De plus, les sels biliaires conjugués
sont des acides forts qui sont sous forme ionis&evaleurs de pH physiologiques. lls sont
incapables de traverser la membrane plasmique,idgsna’un transporteur soit présent. Au
contraire, les acides biliaires libres sont deslexifaibles qui peuvent diffuser librement a

travers la bicouche lipidique (diffusion simple)age au gradient transmembranaire de
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protons ApH) et sans l'aide de transporteurs spécifiques dKat al, 2003). Pour cette
raison, les acides biliaires déconjugués (cholatgoxycholate) sont plus inhibiteurs pour la
cellule que les formes conjuguées.

Un autre effet délétére des sels biliaires darliale est en relation avec les dégats causés
par la génération de radicaux libres (Begétyal, 2005). Plusieurs études ont également
montré 'action de la bile sur des macromoléculedavorisant la formation de structures
secondaires aberrantes au niveau de I'ARN; cedraiee des modifications de la

conformation et du turn-over des protéines.

2.2.3.Aspects moléculaires de la réponse au stressrbiliai

Les bactéries accumulent I'acide cholique, quiudif passivement au travers de la membrane
plasmique, impactant le métabolisme général et lémstasie cellulaire. L'accumulation
intracellulaire d’acides biliaires déconjugués rétripH intracellulaire ce qui peut conduire a
une dissipation dd\pH. Ceci aura comme effet, concomitamment avecelduation de
l'intégrité membranaire par les sels biliaires, amduire a une fuite d’ions, de protons et
d’autres composants cellulaires, pouvant entralaemort cellulaire. La composition de
I'enveloppe et la structure de la bactérie ont@&gaint une forte influence sur la tolérance a la
bile. A la fois I'adaptation et la réponse desdwnfiactéries a la bile sont corrélées avec une
altération dans la composition des lipides membrasaCes changements sont considérés
comme étant responsables des modifications desctéastiques physicochimiques de
'enveloppe cellulaire (Ruiet al, 2007). La production d’exo-polymeres est égalenueeat
réponse commune chez certaines bactéries, causamhaudification de leurs propriétés de
surface, agissant ainsi comme une couche protedaae aux conditions environnementales,
et éventuellement affectant les capacités de csatioh de I'intestin (Lebeeet al, 2007,
Crawfordet al, 2008; Denotet al, 2008; Ruas-Madiedet al, 2009; Alp and Aslim). Enfin,
une réponse des bactéries a I'exposition aux d&gds est I'induction de protéines de stress
jouant un réle dans la protection vis-a-vis dusstrexydant (Leverriegt al, 2003; Sancheeat

al., 2005; Broret al, 2006; Sancheet al, 2007b; Sancheet al, 2008).

Indépendamment de leur niveau de résistance alda lbs bactéries peuvent subir des

mutations adaptatives en réponse a l'expositioa hile, et développer des phénotypes de
résistance stables a travers les générations (8aatll, 2008). Les mécanismes impliqués
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dans 'adaptation a la bile semblent étre souckBpsmdants (Beglest al, 2005), bien qu’'une
réponse commune soit une diminution de la longueuta cellule (Leverrieet al, 2003;
Margolleset al, 2003). Plusieurs souches Bigidobacteriumont été adaptées de fagon stable
aux sels biliaires, a travers une adaptation pesive apres une croissance dans des extraits
de sels biliaires en concentration croissante @garet al, 2004). De plus, I'adaptation a la
bile peut permettre également de protéger les bestiace a d’autres stress (stress acide ou
thermique) (Saarel@&t al, 2004; Sanchezt al, 2006). L'adaptation a la bile chez les
bifidobactéries a été corrélée a des changemeatttestau niveau du profil de fermentation
des sucres ainsi qu’au niveau de l'activité glydase (Margollegt al, 2003; Noriegeet al,
2004; Ruas-Madiedet al, 2005). Des changements au niveau de la compostoacides
gras et du profil protéique membranaire (Margo#ieal, 2003; Ruizet al, 2007), au niveau

de I'adhésion au mucus intestinal (Gueimoetal, 2005), au niveau de la compétition avec
les entéro-pathogenes (Gueimoreteal, 2007) et enfin au niveau de la résistance a la

tétracycline (Kheadet al, 2007) ont également été observés.

Parmi les membres du gerBdidobacterium les études moléculaires sur le stress biliaite on
principalement été menées sur les espBdeobacterium longunet Bifidobacterium breve
couramment retrouvées dans les féces humaines, qiessur I'especeBifidobacterium
animalis subsp.lactis, typiquement isolée des produits laitiers fermgni®anchezt al,
2005; Savijokiet al, 2005; Priceet al, 2006; Sancheet al, 2007b; Gueimondet al, 2009).

La concentration inhibitrice minimale en bile a ékécrite pour leBifidobacteriumentre
0,125% et 2% (Margolleet al, 2003), bien que les différences entre les cammti
expérimentales (origine de la bile, milieu de cutur) rendent trés difficile la comparaison
des études. La résistance a la bile est une cesgicfgée souche dépendante et extrémement
variable au sein des especes et des genres. Lemismes associés a cette résistance sont
encore relativement méconnus.

Comme mentionné précédemment, les acides bilialggEonjugués peuvent s’accumuler
passivement dans la cellule en passant libremebic@che lipidique. Un mécanisme bien
connu de résistance a la bile chez les bactérigdigue I'action de pompes d’efflux,
responsables de I'expulsion des sels biliaires @utdts composés toxiques (Gunn, 2000).
Ainsi, les pompes d'efflux 4 MDR ont été décritdez Bifidobacterium(Margolleset al,
2003; Margolleset al, 2006; Priceet al, 2006; Gueimondet al, 2009). L'expression de
deux d’entre elles, Ctr et BL0920 ch&ifidobacterium longumpermet de conférer une

résistance aux sels biliaires des bactéries paactnaté d’extrusion de la bile.
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2.3. Tolérance au stress oxydant

2.3.1.Effet de 'oxygéne et des ROS sur les bactériebiptigues

Nous aborderons dans cette partie les effets dassstoxydant sur la croissance (effet

bactériostatique) puis sur la survie (effet bacide) des bactéries probiotiques.

2.3.1.1. Effet bactériostatique de I'oxygene

Les études menées sur le métabolisme des bacléciggues en présence d’oxygene, par
rapport a des conditions anaérobies, ont montidhangement des produits finaux issus de la
fermentation du glucose, notamment chéz plantarum: le niveau de lactate diminue alors
gue l'acétate s’accumule. Le métabolisme des syosepr'a I'acétate plutét que jusqu’au
lactate doublerait les quantités d’ATP (Pliheinal, 1995; Jensent al, 2001). Il semblerait
gue les rendements de biomasse durant I'aératientssupérieurs a ceux obtenus en absence
d’'O,. Ces effets sont notables quand la concentratiosuere est faible. Les vitesses de
croissance de certaines bactéries lactiques saost malpides en présence g@'Qu’en son
absence, spécifiquement si la peroxydase est geegear d’éliminer 'HO, formé (Duwatet

al., 2001). La croissance aérobie permet égalemeattaimes bactéries de métaboliser des
substrats tels que le glycérol, le mannitol, ge®h’utilisent pas en absence ¢’'O

Une étude menée sur 12 especes de lactobacilleordrénune diversité de réponses
métaboliques de ce genre vis-a-vis de I'oxygens.laetobacilles peuvent étre classés sur la
base de leurs réponses a I'aération en 3 groupggy(B1985) :
- e groupe | I'aération n'a pas d'effet sur le taux de croissaou sur le rendement
(Lb. brevis Lb. plantarumLb. helveticug5009) ;
- le groupe Il [I'aération a un effet stimulateur sur le taux dgigsance mais pas sur le
rendementl(b. fermentumlLb. helveticusdJCC,Lb. viridescensLb. bulgaricu$ ;
- le groupe 11l :I'aération a un effet stimulateur initial sur Buk de croissance mais cet
effet est suivi d’'une inhibition due a I'accumutati d’H,O, (Lb. lactis BYLI, Lb.
lactis 1438, Lb. leichmanij Lb. delbrueckiiLb. acidophilu3.

=47 -



Etude Bibliographique

De plus, des auteurs ont montré que la croissaat®.cbulgaricussur milieu MRS (Marty-
Teyssetet al, 2000) ou milieu lait (Beshkovet al, 2002) était altérée sous culture aérée et
agitée. Il semblerait que I'aération déclenche deszbactéries une entrée précoce en phase
stationnaire, et entraine une réduction notablelad@roduction de biomasse mais sans
modifier la vitesse de croissance maximum. L'entggécoce des cellules en phase
stationnaire de croissance serait due a l'accuinlade peroxyde d’hydrogéne dans le

milieu ; celle-ci étant 2 a 3 fois supérieure decedtrouvée en culture non aérée.

2.3.1.2. Effet bactéricide de I'oxygéne

L’'oxygene a été identifié comme un des facteurples importants, responsable du déclin du
nombre de cellules de bactéries probiotiques tejlesLb. acidophilusou Bifidobacterium
spp. (Klaveret al, 1993; Dave and Shah, 1997a; Dave and Shah, 1¥®al® and Shah,
1997c; Shah and Lankaputhra, 1997; Mi¢ral, 2002; Milleret al, 2003). L’'exposition des
souches a I'oxygéne dissous durant la fabricatida eonservation est considérée comme trés
néfaste a leur survieLb. acidophilus et Bifidobacterium spp. sont respectivement
microaérophiles et anaérobies. Contrairement auxtébas aérobies qui réduisent
complétement I'oxygéne en eau, le systeme de defeastre I'oxygene de ces bactéries
probiotiques est réduit, voire absent. Le manquenel’ chaine de transport d’électrons
entraine une réduction incompléte de I'oxygéne aoectmulation de peroxyde d’hydrogene.
De plus, ces bactéries ne possédent pas de catdlasgosition a I'oxygene cause
l'accumulation de métabolites toxiques tels queniba superoxyde (§), le radical
hydroxyle (HO), le peroxyde d’hydrogéne ¢B,) dans la cellule et, éventuellement, conduit
a la mort cellulaire (Sanderst al, 1999). Les bifidobactéries sont généralement plus
vulnérables qued.b. acidophilusaux effets néfastes de I'oxygene du fait de leature

strictement anaérobie.

2.3.2.Réponse des bactéries probiotiques au stress axydan

De nombreux travaux ont permis d’identifier pluseeenzymes pouvant étre présentes chez

les bactéries probiotiques et réagissant avec(f@bleau
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Tableau 5 : Réactions enzymatiques catalysant ladéaction de 'O, ou des ROS chez les bactéries
probiotiques.

NADH:H,0, oxydase NADH + A+ O, » NAD" + H,0;

NADH:H,0 oxydase 2NADH + 2H+ O, —» 2NAD" + 2 H,0O

NADH peroxydase NADH + bD, + H — NAD" + 2H,0

Pyruvate oxydase Pyruvate + phosphate, +acétylphosphate + GG H,0O;
a-glycérophosphate oxydasex-glycérophosphate +0- dihydroxyacétone phosphate +®4
SOD 2Q" + 2H — H,0, + O

Catalase 20, > 2HO0 + O

NADH peroxydase kD, + H" + NADH — 2H,0O + NAD"

Glutathion peroxydase 8, + 2GSH— 2H,0 + GSSG

Pyruvate Pyruvate +J@, > Acétate + C@Q+ H,O

La majorité utilise le NADH comme molécule sourcéldttrons pour la réduction de bO
libérant soit de I'HO, soit de 'HO. Chez certaines bactéries combie bulgaricus Lb.
plantarumou Lb. casej une pyruvate oxydase a été mise en évidenceretepele réduire
'O, grace a l'oxydation du pyruvate en acétylphosphatdin, parmi les bactéries capables
d'utiliser le glycérol, comme certains entérocoquesa-glycérophosphate oxydase permet
de transformer bi-glycérophosphate en dihydroxyacétone phosphategurction de I'G.

Les ROS sont en majorité formés lors de la rédod® 'O, par la chaine respiratoire. Celle-
ci n’étant pas fonctionnelle chez la majorité destéries probiotiques, les sources de ROS
sont les activités d’enzymes meétaboliques telles @u NADH oxydase ou la pyruvate

oxydase générant de B-.

Les bactéries disposent de plusieurs types dersgstafin de garantir leur croissance et leur
survie lors d'un stress environnemental, les unsmptant de limiter le stress par
détoxification des agents oxydants présents dansswironnement, les autres réparant les
dommages induits sur les constituants cellulaieges peuvent aussi mettre en place des
mécanismes cellulaires permettant le développeniiene résistance globale de la bactérie
vis a vis de plusieurs stress (naturellement larpaksage en état de carence ou par induction
lors de I'exposition a des niveaux sub-létaux dstmess spécifique). Le stress oxydant étant
géneéré par la présence de ROS, un des moyens elesdéde la cellule est leur élimination
afin de limiter les dégats causés sur ses constffueellulaires et notamment sur ses

protéines, acides nucléiques et lipides membrandige plupart des fonctions de détoxication
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sont assurées par des enzymes capables de réemiiROS au pouvoir oxydant éleveé tels que
0. ou HO; en HO.

2.3.2.1.Les systemes de détoxication enzymatiques

- la superoxyde dismutase (SOD) : cette enzymdysatda réduction de O en HO,. Cette
réaction peut se faire de facon spontanée a pHigbggue (k~4.108M™.s') mais la
présence d’'une activité SOD permet d’augmenteridérablement la vitesse de réduction
(k~2.10 M*.sh). Chez les bactéries lactiques, I'activité enzyquat SOD n’est présente que
chez certaines souches seulement. L'activité SO peotéger la cellule en présence de
H,O, grace a I'élimination des O qui pourraient en réduisant le fer, former du‘Fe
disponible pour générer des radicaux @H réagissant avec le®b. De plus, la présence de
SOD permet d’améliorer sa survie a long-terme ens@hstationnaire. Cependant cette
meilleure conservation n’est plus possible a 4si€ement du fait de I'inhibition de I'enzyme
par la basse température (Bruno-Barcenal, 2005).

- la catalase : la catalase rédud en HO et Q. Cette réaction ne requérant pas de source
réductrice et ne nécessitant pas de consommatforPy’la cellule est donc capable de lutter
contre le stress oxydant qu’elle soit dans un tei-énergisé, métaboliquement inactif ou
non. Les bactéries lactiques ont longtemps étéidéres comme des organismes dépourvus
de catalase. Mise a part la souchelLte plantarumATCC14431, il semble que certaines
bactéries lactiques possédent dans leur génomgedes spécifiant des catalases héminiques.
Cependant, dans I'impossibilité de synthétiserribe elles sont dépendantes d’une source
exogene. L’ajout de catalase est couramment utiséndustrie pour éliminer I'#D,. En
effet, celui-ci est employé dans certains procédésstérilisation du lait (nommée la
pasteurisation « froide ») et doit étre éliminénafie permettre la croissance des ferments

lactiques.

- La NADH peroxydase : contrairement aux catalades, NADH peroxydases sont
dépendantes du pouvoir réducteur de la bactérielecaratalyse enzymatique nécessite
'oxydation du co-facteur NADH. Chez les bactériestiques, cette enzyme permet de
compenser I'absence de catalase en éliminap©bkproduit en aérobiose par le métabolisme

cellulaire.
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- la glutathion peroxydase : il existe d’autresetyle peroxydase utilisant un autre co-facteur
gue le NADH. Ainsi, le GSH, un tripeptide (Glu-Céy) possédant un groupement thiol,
peut servir de donneur d’électron dans la rédudioi,O, en HO. Le GSH oxydé (GSSG)

est ensuite régénéré grace a l'activite GSH rédactpi utilise le NAD(P)H comme co-

facteur (Figure 1p

H,0s _ 2GSH 7 NAD®Y

T\ Vi
#

T OGSH GSH
_peroxydase réductase

% // \
L \ NAD(P)H + H

Figure 12 : Elimination du H,0, par le systéme Glutathion (GSH) peroxydase/ GSH déictase.

2H,0 ~© =~ GSSG

Une étude a permis de montrer quelL siactis est incapable de synthétiser le GSH, elle
posséde un systeme GSH peroxydase/GSH réductapeédence de GSH dans le milieu de
culture conduit a une forte accumulation intradalhe qui confére a la bactérie une meilleure

résistance au #D..

- I'alkyl hydroperoxyde réductase : L'éliminatioresl peroxydes organiques est catalysée par
I'alkyl hydroperoxyde réductase (Ahp), une peroxsglaépendante du NADPH. Cependant,
une activité Ahp fonctionnelle n'a été identifieeeqchez la bactérie lactigu® mutans
(Higuchiet al, 1999).

2.3.2.2. Les systemes de détoxication non enzymediq

Parallélement aux enzymes antioxydantes catalydesréactions d’élimination des ROS, |l
existe des modes de détoxication non enzymatigues. bactéries peuvent réduire leur
compartiment intracellulaire. Cette fonction estreajorité assurée par deux systemes : le
GSH (nécessitant la présence de GSH réductaseppadurer) et la thiorédoxine (Trx). Les
thioredoxines sont des petites protéines qui conéet un site actif formé, entre autre, de
deux cystéines porteuses de groupements thiolsi, Adnsqu’ils sont sous forme réduite SH,
ces thiols peuvent s’oxyder en induisant la réductdu HO,. La thioredoxine réductase, se
charge par la suite de la réduction des thioredsxwoxydées (Arnér and Holmgren, 2000).
Des génes codant une Trx réductase ont été identfiez plusieurs especes de lactobacilles.
ChezL. lactis qui est dans l'incapacité de synthétiser le GlgHsystéme Trx/Trx réductase
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semble étre le seul a pouvoir maintenir un équlidans I'état d’oxydoréduction des thiols
cytoplasmiques. De plus, en I'absence de SOD, inedaespeces de bactéries lactiques
utilisent le manganése pour éliminer O Récemment, I'analyse du génome Ue.
plantarum WCFS1 a permis d’identifier cinq systemes de fpanisdu manganése : un
transporteur ATPase MHCdA™* spécifique (MntA), trois transporteurs de type mNpa
(mntH1, mntH2 et mntH3) et un ABC transporteur @B#\) (Watanabeet al, 2012). La
présence de pyruvate, qui est capable d’éliminésd, non enzymatiquement, ainsi que de
vitamines A, C ou E est également un moyen de d&tan non enzymatique chez les

bactéries probiotiques.

2.3.3.Cas particulier des bifidobactéries

La majorité des bifidobactéries sont anaérobiesopt incapables de former des colonies sur
milieu gélosé sans ajout d’'un composé redox conmarwystéine. Cependant, des différences
dans la tolérance a l'oxygene ont été reportéesfoection des souches (Tablea) 6
(Shimamureet al, 1992).

Tableau 6: Bifidobacterium et résistance a I'oxygés. D’aprées (Simpsoret al, 2005)

Espéces Résistance a I'oxygene
B. adolescentis Faible
B. angulatum Faible
B. animalissubspanimalis Modérée
B. animalissubsplactis Modérée
B. bifidum Faible
B. breve Modérée
B. longumbiotypeinfantis Faible
B. longumbiotypelongum Faible
B. psychraerophylum Forte

Pour lutter contre I'accumulation d’especes oxydarde type ROS, les bifidobactéries ont
principalement recours a des mécanismes commestérsg NADH oxydase. En effet, le
séquencage de bifidobactéries n’a montré aucun @ watalase ou de superoxyde dismutase
(SOD), mais a confirmé la présence d'un gene analate la NADH oxydase (Lee and
O'Sullivan, 2010). Cependant, aucun géne codant lpoNADH peroxydase n’'a été trouvé
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dans le génome des bifidobactéries, a I'exceptioBifi@obacterium adolescenti®es genes
analogues de complexes alkyl hydroxyde réductabpR) composés d’'une NADH oxydase
nommée AhpF et d’une peroxyredoxine nommée AhpCétinidentifiés dans le génome des
bifidobactéries (Lee and O'Sullivan, 2010) (FigLgg

NADH Oxydase Peroxyredoxyne
2 > H20, > 2
(AhpF) (AhpC)

Figure 13 : Complexes alkyl hydroxyde réductase (ApR)

Par ailleurs, le séquencage a mis en évidence @es gnalogues codant pour des enzymes
de type thioredoxine et thioredoxine réductase (hee O'Sullivan, 2010). Des génes
analogues dexyRont été retrouvés dans le génome des bifidobastéGhez. coli, ces
génes codent pour la protéine OxyR qui fonctionmmmroe un activateur transcriptionnel de
géenes de détoxification, de protection de I’ADN diactivité antioxydante et qui est activée
par la présence de peroxyde dans la cellule. Erdimalyse du génome dgifidobacterium
longuma mis en évidence la présence d’'un gene susceplgbtoder pour un facteur sigma
alternatif (Klijn et al, 2005). Les facteurs sigma sont mis en jeu daréglalation de genes et
plus particulierement de génes impliqués dans pange au stress. Ces facteurs pourraient
ainsi intervenir dans l'activation de génes spguaiis impliqués dans la protection contre les
ROS ou dans la réparation des dommages oxydantsailRaurs, les bifidobactéries ne
semblent pas produire de molécules dites anti-axgda(acide ascorbique et tocophérol) (Lee
and O'Sullivan, 2010). Par conséquent, leur redatdsistance aux attaques oxydantes pourrait
en partie s’expliquer par l'intervention de mécames dits passifs. Cette protection passive

impliquerait notamment les thiols exofaciaux esaeaide leurs propriétés réductrices.

2.3.4.Implication des thiols exofaciaux dans la défengeradicalaire

Les groupements thiols (ou groupements sulfhydyylesivent exister sous deux formes : une
forme protonée inactive (thiol ou SH) et une forinaisée active (thiolate ou’)S Ces
fonctions, essentiellement portées dans la ceflatele résidu cystéine, ont a la fois un role
structurel (organisation des protéines par la foionade ponts disulfures) et fonctionnel
(résidus clés de sites catalytigues d’enzymes).thieds apparaissent comme un moyen de
résistance face au stress oxydant. En effet, g@ckeurs capacités réductrices, les

groupements sulfhydryles présents au niveau ddgipes thioredoxines sont indispensables
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au maintien de conditions réductrices dans le cgpé des cellules. Ainsi, lorsqu’on
incorpore un plasmide permettant la synthése de @Beék Lactococcus lactissubsp
cremoris sa résistance au stress oxydant est augmentés @Fu2006b), effet d’autant plus
important chez le mutant dépourvu de SOD. Le GSHirsripeptide composé en partie d’'un
résidu cystéine. Sous sa forme réduite, le groupethel du GSH lui permet de réduire les
radicaux oxygéneés pouvant avoir des effets déletéiasi, les thiols portés par les cystéines
des protéines apparaissent comme des réducteursodgmsés oxydants et ont donc une
fonction non négligeable dans la défense face auxanements oxydants.

Par ailleurs, chez certaines especes les thioldagaox (c'est-a-dire présents sur la
membrane externe) jouent un réle déterminant deuns Icapacités anti-oxydantes. En effet,
une étude menée ch8accharomyces cerevisiaemontré qu’en bloquant les groupements —
SH a la surface des cellules, la capacité anti-anial totale (TAC) de la levure diminuait
considérablement. Il semble alors exister une tétna@lation entre la présence de ses thiols
exofaciaux et ses capacités antioxydantes (Balglerazd Bartosz, 2003). Outre leur activité
antioxydante, les thiols exofaciaux permettentrdagees especes bactériennes d’agir sur leur
microenvironnement en modifiant le potentiel redi@xcelui-ci. En effetl.c. lactisréduit le

En du milieu jusqu’a des valeurs trés réductrice9@-a -250 mV) (Micheloret al, 2010).
Cet effet est principalement du a la présence dmipgments thiols exofaciaux. Par
conséquent, les fonctions thiols et notamment sgitésentes sur la membrane externe des
bifidobactéries (thiols exofaciaux) pourraient étne moyen de défense passif contre les
especes oxydantes et ainsi constituer une pretgrre de protection. Les différents effets
de l'exposition a l'oxygéne ainsi que les mécansnue défenses associés chez les
bifidobactéries sont résumés Figure 14
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Figure 14 : Schéma récapitulatif des effets de I'@osition a I'oxygéne et des défenses engagées cemdr stress oxydant chez les bifidobactéries
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Conclusion: Les études menées sur la réponse aux stress asidet biliaires deg
Bifidobacterium sont assez nombreuses dans la littérature. Cettadtérie, bien que treg
sensible a ces stress, est capable de mettre encplaes réponses actives. Ceci peut|se
traduire par une réponse ATR, une plus forte activié de la RFi;-ATPase ou ung
biosynthése d’'acides aminés branchés dans le casim’stress acide. Des protéines de
stress, la BSH ou des pompes d’efflux peuvent quaatelles intervenir lors d’un stress
biliaire. Pour les deux stress, des phénomeénes dauatation de la bactérie ont également
été constatées. Cependant, les réponses des bifigcteries face a un stress oxydant rje
sont pas autant décrites dans la littérature. Cesdrtéries, anaérobies strictes, semblent
dépourvues d’enzymes majeures de détoxication deoXygene et des ses dérivés act|fs
(notamment la SOD et la catalase). Elles possédenéanmoins des genes analogups
d’enzymes impliquées dans la réponse au stress ogyd, mais leur fonctionnalité n’est
pas encore clairement mis en évidence. La membrareellulaire pourrait cependant

jouer un réle majeur dans la protection deBifidobacterium face au stress oxydant. Le

UJ

phénomenes d’adaptation ne sont pas décrits dans li&térature pour Bifidobacterium
La modulation de I'environnement oxydo-réducteur decette bactérie semble étre uf

point clé pour sa survie et donc pour son industrigsation en tant que probiotique. De|

V)

plus, aucune étude dans la bibliographie ne reliéimpact des stress rencontrés par le

probiotiques a leur fonctionnalité.

- 56 -



Etude Bibliographique

3. Le Potentiel Redox

3.1. Oxydoréduction et systéme biologique

Le potentiel d’'oxydoréduction (f; au méme titre que le pH, est un parametre deat
milieux biologiques ; celui-ci indique la capacité milieu a capter ou a céder des électrons.
Ce concept n'est pas nouveau mais n'a suscité rengtee tel que peu d'attention comme
parameétre de contrdle des procédés de fermentatioraison de la nature délicate de sa
mesure. Pourtant, le,Eest déja indirectement pris en compte en milieustriel au travers de

I'oxygéne dont I'effet inhibiteur sur les bactérlastiques est bien identifié.
3.1.1.Définition et mesure

3.1.1.1.Définition

L'oxydation est la réaction au cours de laquelle une moléuulen ion céde des électrons.
Laréduction est la réaction au cours de laguelle une molémulen ion gagne des électrons.
L'oxydant est une espece chimique capable de fixer un aiepits électrons.

Le réducteur est une espece chimique capable de céder un sieynls électrons.

De méme que le pH définit les caractéristiques abakiques d'une solution, lg Bn définit

les caractéristiques réductrices et oxydantes.

Le potentiel standard d’'un couple redox nous infasur sa capacité a céder ou a capter des
électrons. Soit la demi réaction suivante : Ox +ndRed

L'équation de Nernst associe ungeun couple redox Ox/Red :

avec [ : potentiel redox (V) (par rapport a I'électrodbyarogene)

Eﬂ . potentiel redox standard (V) (par rapport a Eélede & hydrogene) dans des

conditions standards (P = 101325 Pa, T = 298 K5 iH[Ox]=[Red]= 1 M),
R : la constante des gaz parfaits (8,3T htole),

T : la température absolue (K),
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n : le nombre d'électrons mis en jeu,

F : la constante de Faraday (96 500 C:fhol

[Ox] : l'activité de la forme oxydée de I'espéce(i?),
[Red] : I'activité de la forme réduite de I'espémel.L™).

z.3x§=o,059 V (2 25 °C)
Or, les réactions chimiques en milieu aqueux fotdrvenir des protons (m).
Soit : Ox + mH + né< Red + HO

On écrit alors : E, =E] —2.3><(mRzjpH+2.3x(ﬂjxlog( [Ox]j
nk nF

[Red

Cette équation met en évidence la dépendance dis & vis du pH.

L'équation de Leistner et Mirna (Leistern and Mjrd859) permet de ramener lg &un
milieu a un pH (x) donné a sa valeura pH 7 :
Ep7=Epy —-(7-X)
avec : k7: le potentiel d'oxydoréduction a pH 7 et a 25 °C,
Enx : le potentiel d'oxydoréduction a pH x et a 25 °C,
X : le pH du milieu a 25 °C,

23mRT
nF

=40mV coefficient de Nernst moyen dans le lait (Cacleoral, 2002).

Cette correction par rapport au pH a été déterminée les couples redox faisant intervenir
I'échange d'un méme nombre de protons et d'élec{rom=1). Cependant, la stoechiométrie
des couples redox dans un milieu alimentaire esinimge; il convient donc de déterminer ce
coefficient expérimentalement. Dans le Tableasoidt présentés les potentiels standdretE
E° (valeur de B & pH 7) de couples redox importants dans les mstéd’oxydoréduction
biologiques.

Tableau 7 : B et E® de différents couples redox en mV & 25 °C (Vanysek994).

Couples oxydoréducteurs E°(mV) E°(mV)
H,0,+ 2 H + 26 5 2 H,0 +1776 +1362

O, +4H +4e52H0 +1229 +815

FE&'SFe' +e +771 +771

Ac. dehydroascorbique + 4 H 4 € 5 Ac. ascorbique +472 +58
GSSG + 2H + 2 € 5 2 GSH (G=Glutathion) +183 -230
CSSC + 2H + 2é 5 2 CSH (C=Cystéine) +74 -340

2H +2eSH, 0 -414

Fes Fé'+ 26 -440 -440
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En effet, dans une réaction d’oxydoréduction leuoéelur s’oxyde (réaction d’oxydation)
alors que l'oxydant se réduit (réaction de rédumtid.'oxydo-réduction se compose donc de
deux demi-réactions : une oxydation et une rédngiouvant faire intervenir deux couples
redox selon la réaction suivante :

Ox2 + Redl— Ox1 + Red2

3.1.1.2. Mesure potentiométrique

La détermination du jErepose sur la mesure d'une force électromotrice emte électrode
métallique inattaquable et une électrode de réée&r@anmergées dans le milieu a étudier.

Dans la pratique, ces deux électrodes sont popiufzart du temps combinées. La mesure se
fait pratiguement sans courant, sans modifier lapmsition du milieu et correspond a la
différence de potentiel qui existe entre les ddextéodes. Pendant la formation du potentiel
redox, des électrons sortent de I'électrode de reegens le systeme redox ou inversement,
formant un courant entre le milieu a mesurer detode de référence, un voltmeétre placé
sur le circuit électrique reliant les deux électdpermet de mesurer le potentiel

d’oxydoréduction.
> Les électrodes de mesure

Le métal de I'électrode de mesure agit comme urpedr ou un donneur d’électrons. Le
métal de I'électrode est constitué le plus souvBot ou de platine et peut étre de formes
différentes. Ces deux métaux présentent des pelestandards suffisamment élevés/Pt
(1118 mV) et Ad"”Au (1498 mV) pour étre électrochimiquement inertisa-vis du milieu
etudié (Vanysek, 1994). Ces deux métaux n’échangastd’électrons avec la solution a
mesurer.

L'utilisation du platine est cependant généraligéar les mesures de potentiel a courant nul
dans les milieux naturels. Ceci s'explique esséient par les courants standards élevés du
platine ajouté a des propriétés catalytiques ;dtant préféré pour les milieux tres oxydants
(Buhler and Galster, 1980). Le platine présentdeggent un temps de réponse plus rapide
que I'or avec des solutions diluées et il permet fabrication d’électrode plus robuste ce qui

a contribué a sa préférence.
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> Les électrodes de référence

Une électrode de référence est nécessaire car @urenda tension apparaissant entre
I'électrode de mesure et I'électrode de référence.
Il existe principalement trois types d'électrodesétérence_(Figure 15

- hydrogene : H+ € « YoM,

- argent/chlorure d'argent :  AgCl +«e Ag + CI

- calomel : HegCl, + 2e « 2Hg + 2Cl

p

A

Fil d’argent Fil de platine

Solution de chlorure jolutlon d_e chlorure’
de potassium saturée e potassium saturee
Mercure
Calomel saturé
Chlorure d’argent Coton
Diaphragme
Verre fritté Verre fritté

Figure 15 : Les deux principales électrodes utiligs couramment. A : Electrode argent/chlorure
(Ag/AgCI). B : Electrode au calomel (Hg/HgC)).

Pour toutes ces électrodes, le potentiel est aonksts des mesures ; il est basé sur un couple
oxydoréducteur dont les concentrations sont cotegtari'électrode a hydrogene est une
électrode a gaz. Elle n'est pas utilisée dans tegages habituels pour des raisons pratiques
mais conserve un intérét théorique important. Lasxaritres électrodes de références sont
constituées d’'un métal recouvert d’'un sel peu selubh méme métal plongé dans une
solution contenant I'anion de ce sel a une conasiatr donnée (= électrolyte de référence).
L’électrode Ag/AgCI est la plus utilisée car elle possede pas de mercure. Il existe un trés
grand nombre de capteurs combinés redox adaptés anodebreuses conditions
environnementales (Figure )16
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S

Figure 16 : Différents types d’électrodes redox cohinées (Cachon and De Coninck, 2011011=12 mm,

a calotte platine ;@T1=6 mm, a calotte de platine @ et @T1=12 mm & pointe de platine GTJ=12 mm,

a anneau de platine ®@11=12 mm, a disque de platine. Les électrodé® et ® sont des capteurs multi-
parametres : rédox, pH et température.

» Expression des résultats

Un E, est exprimé par rapport a I'électrode de référarttgdrogene, donc :
En =Em+E
avec : k: le potentiel mesuré exprimé par rapport a ltébele & hydrogéne (mV),

En : le potentiel mesuré exprimé par rapport a ltébele de référence (mV),

E : le potentiel de I'électrode de référence expripag rapport a I'électrode a
hydrogene (mV), ce dernier est fonction de la temawpee (ainsi, pour ['électrode
argent/chlorure d'argent, 207 mV a 25 °C et patlettrode a calomel : 244 mV a 25 °C).
Cachon propose des équations remodelées pouraroEébt température (Cachon and De
Coninck, 2011) :

Ag/AgCl : E, =207+ 08x (25-T)

Calomel : E, =244+ 0,7x (25-T)
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3.1.1.3.Mesure a l'aide d'indicateurs colorés

La mesure du [Ea l'aide d’indicateurs colorés redox (ICR) peuteétitilisée lorsque les
techniques potentiometriques habituelles ne samé pddaptées (contaminant redox, faible
courant d’échange, systeme redox en déseéquilibieu.difficiles a mettre en place (activités
redox dans des sédiments). Les ICR, qui sont @oplupart des indophénols ou des dérivés
d’indigo, sont composés a la fois d’'une forme oxyeéé d’une forme réduite constituant un
couple redox réagissant selon une réaction redoxdatd (Figure 1)7

H
N\ N
z +2H'+ 2¢e Q I/\l
Ny g* N/ — \T s T/ +HCI

Cl+ «

Bleu de méthyléne (forme oxydée, Bleu de leucométhyléne (forme
coloration bleue) réduite, incolore)

Figure 17 : Exemple de la réaction d’un indicateurcoloré redox indigo ou dérivé.

Ainsi, I'équation de Nernst peut étre appliguéeea couples redox. L’intensité de coloration
des indicateurs colorés redox va étre dépendant@aiglibre redox de l'indicateur coloré
redox. Comme chaque couple redox, les indicateolrés redox sont caractérisés par un

potentiel redox standarc:P) (Tableau 8 et le pourcentage d’oxydation de l'indicateuraser

proportionnel a l'intensité de la coloration.

Tableau 8 : Indicateurs colorés d'oxydoréduction eteur potentiel standard a pH7 et 30 °C (Tratnyeket

al., 2001)
Indicateurs colorés redox A% nax Al E, E}'}o pKa’
(nmy* L )
2,6-Dichlorophenol 601 bleu 256 leuco +668 +228 (81, 9.4 (r1), 10.6 (r2)
Bleu de méthyléne 663 bleu 253 leuco +532 +11 (dip 4.5 (r1), 5.3 (r2)
Résazurine/resorufin 600 pourpre 569 rose ND ND (€19
Resorufin/dihydroresorufin 569 rose 293 leuco +380 -51 6.9 (01), 9.3 (r1), 10.0 (r2)
Indigo disulfonate 610 bleu 407 jaune +291 -125 3131), 12.8 (02), 7.4 (r1), 12.1 (r2)
Indigo tisulfonate 600 bleu 421 jaune +332 -81 1p1), 12.8 (02), 7.2 (r1), 12.1 (r2)
Indigo tetrasulfonate 589 bleu 433 jaune +365 -46 1.97101), 12.9 (02), 7.0 (r1), 11.8 (r2)
Phenosafranine 516 rouge 249 leuco +280 -252 B)DFB (r2)

#Maximum d’absorbance et couleur de la forme oxyetééduite déterminée en eau déionisée
® pKa pour les formes oxydées (01, 02) et réduitesrR).

ND : données non disponibles du fait que le counf#st pas réversible
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Ainsi, la mesure de la coloration par spectroph@tmenpermettraia I'équation de Nernst de
donner une estimation assez précise dWPar ailleurs, le pH du systéme redox est un ééme
capable de modifier et d'influencer les propriétésox de lindicateur (les protons™H
interviennent dans la réaction redox, Figurg¢ d& qui aura pour conséquence de déplacer sa
fenétre de virage. Les indicateurs colorés redawget donc étre également utilisés comme
indicateur coloré pH, car leurs états de coloratont également sensibles au pH. Dans les
environnements ou le pH va étre amené a évoluar uisation comme indicateurs colorés

redox va étre difficile voire impossible.

Parmi ces indicateurs colorés redox, les plusséslidans I'industrie laitiere sont la rézasurine
et le bleu de méthylene. Le test de réduction dédasurine en résofurine est utilisé depuis
les années 1950 comme indicateur d’'une contammatiicrobiologique (levure et/ou

bactéries) dans le lait (laits paucimicrobiens) smégalement dans les fluides biologiques
(O'Brienet al, 2000). Le bleu de méthylene est utilisé durarfetenentation du lait comme

un indicateur d’anaérobie (élimination de I'oxygeuer les bactéries) et de la formation de
composeés réducteurs par le métabolisme microbiersque la couleur bleue disparait, cela

traduit un environnement anaérobie et une croigsanportante de la flore bactérienne.

Cependant, I'utilisation des ICR comme moyen deuresiu E est trés limitée, surtout en
milieu biologique ou alimentaire, car ils influemtdes réactions et peuvent déplacer les
equilibres ; ils peuvent également catalyser aeetairéactions biologiques ou en inhiber
d'autres, et I'équilibre entre forme oxydée et téd(et donc la coloration) peut varier en
fonction du pH. lls sont utilisés principalement ecoeindicateurs du seuil duy,Ehotamment
dans la fabrication des milieux de culture en aml@ése stricte (rézasurine), ou le maintien
d’'un niveau minimum de réduction est obligatoire plaucroissance de micro-organismes

anaérobies.

3.1.1.4.Mesure dufa l'aide des sels de tétrazolium

e Structure et réaction
Les sels de tétrazolium sont des composeés incodofégat oxydé qui deviennent trés colorés
(rouge, pourpre, violet, bleu) lorsqu’ils sont riéduen formazan. lls sont principalement
utilisés pour caractériser des activités redoxutahes : indicateur de viabilité, marquage

histochimique et mesure d’activité biochimique. lse¢s de tétrazolium sont composés d’un
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cycle tétrazole (fermé par un azote quaternairey fgs sels monotétrazolium et deux cycles
tétrazoles pour les sels ditétrazolium liés par giesipes aromatiques de type phényl. lIs
existent de nombreuses formes dérivées de setmaétrm qui difféerent par la nature des
groupements aromatiques (type phényl) liés sumptestions 1, 2, 3, 4 de cette structure
centrale.

Il s’agit généralement de composés solubles en igpluaqueuse. Leurs réductions
s'effectuent par I'addition de protons’ ldt cette réaction est irréversible. Elle provogne
ouverture du cycle tétrazole conduisant a la foiwnat’'une molécule de formazan insoluble
en milieux aqueux. Les molécules de formazan saahsément colorées. Leur couleur varie
du jaune au rouge (MTT, INT, TV, TTC...) ou fluoreat¢CTC) pour les monoformazans et
du bleu au noir pour les diformazans (TNBT, BT...esLmolécules de formazans peuvent
étre solubilisées par des solvants organiques ptrer quantifiées par spectrophotomeétrie
(acétone). Cependant une nouvelle génération dedgetétrazolium forme apres réduction
des composés de formazans solubles en solutionusgUXTT, MTS dérivés de WST)

directement mesurable en spectrophotométrie.

» Ultilisation en microbiologie
En microbiologie, les deux catégories de sels ttazélium (formazan insoluble / liposoluble
et formazan hydrosoluble) sont utilisées, soitaement dans les milieux nutritifs de cultures
soit dans les milieux non-nutritifs pour les cadlilquiescentes. La premiére catégorie de sels
de tétrazolium (formazan insoluble et membrane npigqge perméable) est généralement
utilisée comme indicateur de I'activité redox ckite ou de viabilité. lls sont employés dans
les études de résistances ou de dégradations ldastsqFinetteet al, 1984; Hayashet al,
2003), de sensibilité a des composés toxiques (aneaet al, 2007) ou des antibiotiques
(Salamaet al, 1995) et dans l'utilisation spécifique de sulis{tan et al, 2008). lls sont
également capables de discriminer les bactéridsegadans une population de bactéries
aérobies (Rodrigueet al, 1992) ou anaérobies (Bhupathiragtial, 1999). Dans certains
milieux de cultures, les sels de tétrazolium sgotutés pour faciliter la numération des
colonies (Emswileet al, 1976) ou comme facteur de discrimination des g¢e®selon leurs
capacités a les réduire (Petrovet al, 2008) et dans la détection de contaminants
alimentaires. Solloet al. ont utilisés les sels de tétrazolium comme inégadu potentiel
redox de surface d’hyphe @ercosporaspp (Sollodet al, 1992). Dans cette étude, 20 sels de
tétrazolium ont été classés du plus facile a rédugrs le plus difficile a réduire. La capacité

de réduction de ces sels par des hyphes de 8 djaomgi a été examinée. Les résultats ont
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montré que les hyphes des champignons résistané aoxime trés oxydante (générant des
ROS) étaient capables de réduire la quasi-totdé® sels de tétrazolium contrairement aux
champignons sensibles a la toxine. De plus, les deltétrazolium sont également utilisés
pour mesurer le pouvoir antioxydant de bactériediptiques (Saide and Gilliland, 2005).

Les sels de tetrazolium de seconde catégorie OMTS et WST) sont employés dans la
mesure de la prolifération bactérienne en micromaeudans les méthodes colorimétriques
de résistance aux antimicrobiens (Tsukatdral, 2008; Tsukatanét al, 2009). L'emploi de
transporteurs intermédiaires d’électrons (quinomesautres dérivés) est souvent nécessaire

pour faciliter la réaction entre des sels exocaitak et des systemes redox intracellulaires.

Enfin, une étude récente a employé des sels doditim comme agent de discrimination
redox (Michelon, 2010). Trois des quatre sels eygdose sont revélés efficace pour
discriminer une souche de. lactis considérée comme réductrice d'une souchelLle
bulgaricusconsidéré comme non-réductrice. La culture dedeex souches en aérobiose sur
un milieu gélosé a base de lait entier UHT supptégavec du Tétrazolium Violet (Gela-
TV) a permis de les discriminer aussi bien par &hode des spots qu’en colonies isolées. A
partir de ces résultats, le milieu GelLa-TV a peragscribler une banque d’environ 8500
mutants. Six mutants se sont révélés avoir unecttgpmaréduire le TV différente de la souche
sauvage (Tachoat al, 2009). Ces mutations affectaient principalementdénes impliqués
dans la biosynthese des ménaquinones pour lesmitaents incapables de réduire le TV et de
la lactate déshydrogénase pour le sixieme mutgratida de réduire d’avantage de TV que la
souche sauvage. Suite a ces résultats, une mélkatbractérisation redox sur gélose au lait a
été développée (Michelon, 2010). Trois sels deazétium TV, TTC, BT respectivement
classés du plus facile a réduire au plus diffiéileéduire ont été utilisés en aérobiose et en
anaérobiose pour caractériser l'activité réductmiee souches de bactéries lactiques. Le
résultat de ce test permet d’établir un score syisdnat les capacités réductrices des souches
et cela dans des conditions aérobies et anaérdlires, les souches de lactis ont obtenus

les scores les plus éleves, suivi par $&sthermophiluset Lb. plantarum et enfin lesLb.
bulgaricusavec un score nul. De plus, la réduction des delgtrazolium pour I'espede
lactis est significativement plus importante en anaérabtpsen aérobiose. Enfin, les mutants
sélectionnés pour leurs incapacités a réduire leei\aérobiose sont capables de réduire les
trois sels de tétrazolium en anaérobiose (de faigntique a la souche sauvage). Ces résultats
suggerent qu’il existe un second mécanisme impligaés la réduction des sels de

tétrazolium. Il a également pu étre mis en évidemqae la libération ou I'exposition a la
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surface cellulaire de composés thiols pouvait ébreélée avec les résultats obtenus avec le
test de caractérisation redox au sel de tétrazopoor les 4 especes de bactéries lactiques
étudiées (Michelon, 2010). Il semble que la liérabu I'exposition a la surface cellulaire de

composes thiols réducteurs participe a la réductesnsels de tétrazolium.

3.1.2.Impact du E sur la physiologie microbienne

De nombreuses réactions redox interviennent darcat@bolisme des bactéries lactiques.
Elles permettent la synthése d’ATP et génerent denbmeux eéquivalents réducteurs
nécessaires a la croissance, la maintenance etsynthése de molécules biologiques.
L’équilibre redox intracellulaire s’établie entresl cofacteurs réduits (NADH, NADPH et
FADH,) d’'une part, produits par le catabolisme, et lefacteurs oxydés d’autre par, ré-
oxydés par les voies anaboliques. La régénéragsncdfacteurs est assurée via le transfert
des électrons vers des accepteurs finaux pouvaat édogénes pour un métabolisme
respiratoire ou carbonés dans le cas d'un métabelfermentaire. Etant donné que la cellule
échange des électrons via des mécanismes redox sogodgposés redox avec le milieu
extérieur, toute variation dunEextracellulaire sera susceptible d’affecter laabhaé redox
intracellulaire et par conséquent les réactionsabwiques qui en dépendent. Ainsi, plusieurs
études ont montré que des variations gednt capables pour certaines especes de bactéries

lactiques d’influencer leur état physiologique.

3.1.2.1. En milieu oxydant

L’'impact d’un milieu oxydant sur la physiologie erdbienne a déja en partie été
décrite dans le paragraphe 2.3.1.lla croissance aérobie permet a certaines bestée
métaboliser des substrats tels que le glycérahdanitol, non utilisés en absence d’oxygene.
De plus, en présence doxygene, le métabolisme yluvate peut étre altéré par la
compétition entre les NADH oxydase et NADH peroxgglad’'une part et la lactate
déshydrogénase d'autre part pour le NADH, affectaimsi les produits finaux de la
fermentation (Condon, 1987). Chezlactis le B, modifie la distribution du pyruvate entre
lactate et formate et celle de I'acétyl-CoA entoétate et éthanol. En effet, la voie de la
lactate déshydrogénase devient majoritaire lordtpre passe d’'un milieu réducteur a un

milieu oxydant, et le flux de I'acétyl-CoA est adodirigé vers la formation d’acétate. Les
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activités spécifigues de la NADH oxydase, de |aakecdéshydrogénase, de l'acétate kinase,
de I'alcool déshydrogénase ainsi que le rapparadetlulaire NADH/NAD sont modifiés.

Au niveau membranaire, un environnement oxydanit pentrainer de sérieux
dommages par la peroxydation lipidique. Cette iéacén chaine entraine la formation de
compose tels que des aldéhydes, des acides gedsréss des alcanes, des cétones et des
époxydes, possédant des chaines carbonées plisscaugmentant la fluidité membranaire
(Hauville et al, 2001). Cette fluidification peut affecter lesnsports membranaires en
augmentant sa perméabilité notamment aux iohsQétte derniére induit une chute du pH
interne conduisant a la destruction&hH et donc, de la force proton-motrice et des #étv

ATPasiques associees (Miyostial, 2003).

3.1.2.2. En milieu réducteur

Les conditions réductrices peuvent modifier les ppeiés de la membrane (fluidité
membranaire et propriétés de surface) des micraamges. Ouvry (2001) a mis en évidence
chezLb. plantarumune atténuation de l'effet du rédox sur la croisgsaet I'activation de
lactivité ATPasique a 10 °C par rapport a 37 °CQuy@y et al, 2002). A 37 °C, une
rigidification de la membrane cellulaire est cot&aen conditions réductrices, conditions ou
une différence de croissance est eégalement obsddeplus, cette rigidité se maintient au
cours de la croissance en conditions réductricesi @nplique que le Edu milieu peut
influencer la synthese des acides gras et/ou d#gipes de membrane. En effet, si i¢ E
entraine une augmentation des protéines de memblaneatio protéines sur lipides
membranaires pourrait augmenter et maintenir laditeg membranaire. Ces auteurs ont
également observé chdz. plantarum des modifications de propriétés de surface de
'enveloppe cellulaire dans différentes conditiches rédox. Celle-ci posséde un caractere
donneur d’électrons plus faible et un caractérepieur d’électrons plus fort a -400 mV qu’'a
+250 mV. Il a été noté également qu’en phase stadioe, les cellules sont nettement plus
hydrophiles en conditions réductrices. Les propséle surface sont directement liées a la
composition de I'enveloppe cellulaire. Ainsi, la&épence de groupements —CGD-HSQ
serait a l'origine du caractere donneur d’électrenges modifications de la composition en
acides teichoiques pourraient affecter I'hydropbib®i

ChezE. coli (Riondetet al, 1999) ouSaccharomyces carlsbergengietrovet al,
1992), des auteurs ont montré que la diminutionEdupourrait modifier les équilibres

oxydoréducteurs des fonctions thiols des protéinesmbranaires, conduisant a une
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perméabilisation membranaire aux protons. Néanmalechéet al n'ont pas observé de
modifications du pH interne et diyp (force proton-motrice) chez une souchelddactis
subsp.lactis cultivée en milieu acide en présence de DTT (Dithigitol) (Wachéet al,
2002). Le caractére plus acidophile des bactéaetiques ou les caractéristiques différentes
de I'enveloppe cellulaire chez une bactérie Gram-6oam- sont des pistes a envisager pour
expliquer ces différences. Il s'agit de premiersuttats, mais ils soulignent la biodiversité

microbienne vis-a-vis du rédox, sous I'angle phiggjmue.

3.1.3.Impact de la cellule microbienne sur lg E

La croissance de micro-organismes dans un miligu sesivent caractérisée par une
modification du E. En effet, l'activité métabolique des micro-organes est constituée de
réactions d’oxydoréduction utilisant des composégrux ou organiques du milieu comme
source d’énergie et accepteur terminaux d’électdasob a observé que lg &une culture
bactérienne était modifié au cours de la croisséhableau 9 (Jacob, 1970).

Tableau 9 : Evolution du E, du milieu au cours de la croissance de micro-org@émes selon leur type

respiratoire

Type R Valeur caractéristiqgue du,E o
o Espece . Référence
respiratoire En de départ (mV)  Efinal (mV)
Aérobie Bacillus subtilis +135 -100 (Jacob, 1970)
stricte Pseudomonas fluorescens +500 +100 (Oblinger and Kraft, 1973)
Staphylococcus aureus +180 -230 (Jacob, 1970)
o Proteus vulgaris +150 -600 (Jacob, 1970)
Anaérobie S )
_ Salmonella typhimurium +430 70 (Oblinger and Kraft, 1973)
facultative o
Listeria monocytogenes +350 -200 (Ignatovat al, 2008)
Lactococcus spprt+ +250 -144 (Cachost al, 2002)
o Clostridium paraputrificum -30 -550 (Jacob, 1970)
Anaérobie o )
ict Clostridium perfringens 0 -420 (Pearson and Walker, 1976)
stricte
Clostridium botulinum -60 -400 (Smoot and Pierson, 1979)

Le début de la croissance des micro-organismesoasent caractérisé par une chute gdai

milieu liée a la consommation de I'oxygene disseua 'activité métabolique (utilisation de
composés oxydants et/ou production de composéscteds). Les caractéristiques
physiologiques des micro-organismes (type fermemtaitype respiratoire...) sont

déterminantes sur 'évolution du, Bans un milieu (Jacob, 1970). Ainsi, les cinétgade
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réduction du E peuvent étre des criteres de différentiation eta®ctérisation des micro-
organismes. En effet, la diminution dy fiar les bactéries aérobies est limitée car laepieEs
de l'oxygene nécessaire pour leur croissance neaintie potentiel redox a des valeurs
oxydantes. De plus, si la mesure se prolonge suffisent longtemps, le ralentissement du
meétabolisme cellulaire et l'arrét de la croissaneent des facteurs qui favorisent
'augmentation du fen raison de la ré-oxygénation du milieu (Jac&Y,0). En condition
anaérobie, la croissance microbienne s’accompaénérglement d’'une chute importante du
En, d’autant plus importante que les bactéries som@tebies strictes. Les capacités de
certaines especes de bactéries lactiques a rdduigedu lait initialement oxydant vers des
valeurs réductrices (-200 a -250 mV) ont été meesvidences dans la littérature (Keen,
1972; Jbnsson and Pettersson, 1977; Caehah 2002; Carrascet al, 2005). Enfin, Brasca
et al.ont montré que les cinétiques de réduction det®has lactiques dans le lait et la valeur
finale du E étaient tres divers selon les espéces (Brascal, 2007). Ainsi, la capacité

réductrice peut étre utilisée comme un critéreitférdntiation des especes.

3.2. Le g, dans les produits agro-alimentaires

3.2.1.Utilisation du E en IAA

Le E, peut étre utilisé en tant que paramétre de canttés procédés alimentaires.

Il peut étre un critére de qualité organoleptiqgamme dans le cas des produits carnés et des
pates alimentaires. En effet, certaines enzymesntgrviennent au cours de I'évolution des
produits carnés lors de la conservation ont ded’'&ction optimaux ; le Edevient alors un
indicateur de la stabilité du produit et, par lanmeé un indicateur de leur durée de
conservation (Rodel and Scheuer, 2000). De plsstrészzaux d’Alwazeeet al. (Alwazeeret

al., 2003) ont mis en évidence que le conditionnerdanus d’orange, en absence d’oxygene
apres le traitement thermique, permettait d’augeretd stabilité microbiologique et les
propriétés organoleptiques du jus d’orange pastéuhirant la conservation.

Il peut aussi étre un critere de qualité microbiajag et devenir un signal d’alarme pour des
développements microbiens non souhaités. Les wizstret certains coliformes produisent de
I'hydrogéne (Tabatabai and Walker, 1970; Smoot Rietson, 1979; Lundkt al, 1984),
réducteur puissant (E= -414 mV) entrainant une chute brutale dudE milieu. Ainsi, la
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chute brutale duHoourrait étre un parametre réveélateur de la con@ion par ces bactéries.
Un tel contréle permet de détecter si le gonflemeardif et excessif de certains fromages est
dd a une contamination par des micro-organismesumadt de I'hydrogene ou par des
bactéries productrices de ¢ angeveld and Galesloot, 1971).

Au cours de la maturation des saucisses fermen@&aeiminution du [k est accompagnée
d’'une augmentation de I'activité microbiologiquedettaux de tyramine (Rddel and Scheuer,
2000). L'étude de ce paramétre, dans ce cas présisgd’une aide précieuse en sécurité
alimentaire. En effet, la tyramine est une amiragéne, révélateur de I'activité métabolique
de micro-organismes contaminants, qui peut entraies intoxications alimentaires.

Enfin, des travaux menés sur des carottes rapésasuer ont montré que I'atmospheére la plus
efficace pour limiter le développement des floretale et lactique était I'atmosphere

réductrice imposée par un meélange gaz de 4% €fl96% d’'N (Cachonret al, 2000).

Le E, est employé comme barriere technologique afin dsguver les produits alimentaires
(Leistner and Gorris, 1995). Un produit alimentaas microbiologiquement stable et sar
grace a la présence d’'un ensemble de barrieresstjEpécifique a un produit, en terme de
nature et d’intensité de leurs effets. Le poterdiekydoréduction fait partie de ces barrieres
au méme titre que le pH, la température ou I'ai&ide I'eau. Par exemple, un faible potentiel
rédox est exigé en tant que barriere afin d’obteme meilleure durée de vie d’aliment

comme ceux conservés sous MAP (Modified Atmospliaiekaging ou conditionnement

sous atmosphere modifié) tel que les salades quates fraiches.

Le B, peut étre un parameéetre de contrdle de I'aératiencoeditions de culture limitées en
oxygene (Tengerdy, 1961; Winpenny, 1969; JacobQ1@het al, 1998). En effet, le fzest
utilisé pour contréler 'oxygéne dissous, et notaeninlorsque sa concentration est inférieure

a la limite détectable par les sondes a oxygersodss

Enfin, le K peut servir de critére de sélection pour des fatmmeomme cela a été proposé
pour les ferments lactiques (Cachat al, 2002). L’évolution du Kk au cours des
fermentations lactiques est différente selon letévees lactiques utilisées. Ainsi, les travaux
de Cachoret al ont permis de mesurer les aptitudes réductriesssuches de bactéries
lactiques (Cachoret al, 2002). Le E peut alors servir de critere de sélection pour les
ferments. Les activités acidifiantes et réductriats levains lactiques (lactobacilles,

lactocoques, streptocoques) ont ainsi été suiviesaurs de fermentations du lait. Une
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analyse en composante principale des activitéesctédes des souches de bactéries lactiques
permet de différencier les trois espéces bactérienBe effet, la vitesse maximale de
réduction des souches de lactocoques est 6 foisrisume a celle des souches de
streptocoques et de lactobacilles. En revanchatieptocoques et les lactobacilles présentent
des vitesses d’acidification légerement plus élsvgee les souches de lactocoques. Les
souches se distinguent également par leur tempsédeaction et d’acidification: les
lactocoques réduisent d’abord completement le méieant de I'acidifier alors que, pour les
souches de streptocoques et de lactobacillesctastés acidifiantes et réductrices semblent
associées dans le temps. Cette méthode a étéergarisAuberiet al (Aubertet al, 2002)
pour I'étude de ferments mixtes commerciaux uslis@ns la fabrication de fromages. Ces
auteurs ont mis en évidence une diversité des giveéductrices des ferments du commerce
alors que les activités obtenues en souches ptaienerelativement homogénes entre les
especes. Cette approche peut donc étre proposedeatiompléter les informations relatives
aux caractéristigues technologiques des fermerasqles (Brascaet al, 2007). Cette
technique peut étre appliquée a d’autres techredoigilles que la salaison ou la panification

ou les activités réductrices des bactéries lactigpeeivent également s’avérer importantes.

3.2.2.Intérét des gaz en IAA

Le secteur agro-alimentaire est I'une des ciblewilpgiées des fournisseurs de gaz
industriels. Les applications des gaz en agro-ataiee sont trés nombreuses :
conditionnement sous MAP, distribution des boissomnsfroidissement, surgélation,
carbonatation. L’intérét des gaz utilisés pour rfiedie E, tels que I'’hydrogéne, I'azote et le
dioxyde de carbone est leur non toxicité directeasvis des microorganismes. Ces gaz ont
également une innocuité vis-a-vis du produit, et pleuvent étre utilisés de maniére
séquentielle. Enfin leur utilisation est autoris&e niveau européen. Parmi les gaz utilisés
dans Tlindustrie agro-alimentaire, nous nous irdgeeons dans ce chapitre plus

particulierement a I'azote et a I'hydrogene.

3.2.2.1. L'azote

L’azote (N)) gaz inodore, incolore, sans saveur, sans efkgjue, ininflammable, est utilisé

pour prolonger la durée de vie des produits embdhdditif autorisé E941) ; il exerce son
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action en chassant I'oxygene de I'emballage avantfesmeture. Il empéche ainsi les
phénomenes d’oxydation notamment des pigments,adiases et des acides gras. |l est
également utilisé pour la congélation rapide eéfagération des denrées lors des transports.

3.2.2.2. L’hydrogene

L’hydrogéne (H) présente des potentialités intéressantes pour wtiésation
alimentaire puisqu’étant un gaz incolore, inodaresans effets toxiques connus. Il est déja
utilisé en industrie agro-alimentaire pour I'hydéogtion des huiles liquides et leur
transformation en produits solides tels que la w@d@mg ou le beurre de cacahuétes.
L’hydrogéne est doté d'un pouvoir réducteur puissan solution, méme a tres faible
concentration dans le milieu. Il a été utilisé podémontrer l'effet du E sur la
thermorésistance de bactéries (Geapal, 1998). L’hydrogene est un réducteur particulier :
il impose au milieu une valeur de, Eée & I'introduction du couple #H, (E° = - 414 mV).
Cette valeur de jest peu dépendante de la concentration de ceecqupinfluence surtout la
stabilité du g imposé. Dans la perspective d’'une utilisation ahaire, I'hnydrogéne présente
'avantage par rapport aux réducteurs chimiquesedpas modifier la formulation du produit,
et donc de ne pas en modifier le golt. Son utiisatindustrielle n'a été que trés peu
considérée dans ce contexte jusqu’a présent damisainférieure d’'inflammabilité dans I'air

a 20 °C est de 4% (Medard, 2002). Cependant, sihisation en agro-alimentaire est

autorisée au niveau européen (E949).

3.2.3.Modulation du [ dans les produits laitiers

Le lait est un milieu biologique complexe dans léqueexiste un tres grand nombre de
composés redox. La concentration de chacun dedesotgdox mis en jeu, leurs potentiels
redox standards et I'équilibre entre chacun deplesudéterminent la valeur final dy Bu
lait. Les valeurs defdu lait rencontrées dans la littérature sont caseprentre +100 et +450
mV (Cachoret al, 2002; Bolducet al, 2006a; Abraharet al, 2007; Brascat al, 2007).
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3.2.3.1. Les composeés redox du lait

Le composé redox incontournable du lait est 'oxy@évec son potentiel standard de
+818 mV. Une tres faible quantité d’oxygene disscuffit pour établir des conditions
oxydantes et undpositif. Cependant, la présence de I'oxygéne disstans le lait ne suffit
pas a expliguer le (fEpositif du lait. En effet, Jeansat al. ont montré que du lait dont
I'oxygéne a été chassé par un bullage d’azote cemiseine valeur oxydante (Jeansetnal,
2009). Ainsi, le  du lait est également relié a sa composition bioicfue, minérale et a ses
systemes enzymatiques naturels. Par conséqueniffeaences de fentre les laits sont dues
a la variabilité de sa composition comme par exenapson taux de matiére grasse variable,
mais également aux différents traitements physidovgues qu'il peut subir, capables de
modifier les propriétés redox de ces composantséida, 1998).

Les composés redox du lait sont entre autre desnatalliques (zinc, fer), des vitamines (A,
B2, C et E). La composition lipidique, protéiquagéine, albumine), peptidique, glucidique
et les acides aminés (cystéine et tyrosine) irsengént également sur la valeur dy E
(Suetsuneaet al, 2000; Pihlanto, 2006; Zuluetd al, 2009). En effet, I'oxydation des lipides
ainsi que les réactions de Maillard accentuées lggrtraitements thermiques peuvent
influencer la valeur du {Edu lait. Le lait contient également des enzymeagak d’activités
pro-oxydantes et anti-oxydantes. Ces enzymes ssué$ du sang, des membranes apicales,
du cytoplasme des cellules sécrétrices ou encadéedeocytes des animaux. Les principales
enzymes pro-oxydantes sont la sulfhydrile oxydskctoperoxydase et la xanthine oxydase
générant des especes radicalaires de I'oxygéneoxygantes. Les enzymes anti-oxydantes
présentes dans le lait sont la superoxyde dismulaseatalase et la glutathion peroxydase
(Fox and Kelly, 2006a; Fox and Kelly, 2006b). Elpsticipent a I'élimination des dérives de

'oxygéne présents naturellement dans le lait efnerés par les enzymes pro-oxydantes.

3.2.3.2. Impact des traitements physico-chimiquesesk, du lait

L’industrie laitiere a recourt habituellement a gescédés thermiques tels que la stérilisation
par upérisation a haut température (UHT) ou laeuaiation pour augmenter la sécurité
microbiologique du lait et son temps de conservatidependant, les traitements thermiques
augmentent également le nombre de réactions telles les réactions de Maillard et

d’hydrolyses (Van Boekel, 1998). Les réactions daillsrd représentent un ensemble de

réactions complexes entre des acides aminés oprdesnes et des sucres réducteurs. Ces
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réactions sont dépendantes dyiEpeut s’agir a la fois de réactions d’oxydasamtamment
sur les lipides ou de réductions (Calligags al, 2004; Yaylayanet al, 2005). Par
conséquent, les effets de ces réactions peuvettilmmr a la modification du g De plus,
I'effet anti-oxydant des produits des réactionsMhillard a également été montré (Riondet,
1999). Le chauffage peut également avoir un impactes activités enzymatiques du lait, il
contribue souvent a l'inactivation des enzymes juw-anti-oxydantes présentes dans le lait
(Fox and Kelly, 2006a; Fox and Kelly, 2006Db).

3.2.3.3. Impact des bactéries lactiques sur, léLtHait

La présence de bactéries dans un milieu biologigusouvent pour conséquence une
diminution du E de ce dernier. De plus, 'amplitude de la réducebita valeur final du &
sont dépendantes du type respiratoire ou fermentis bactéries. En milieu alimentaire, la
diminution du E jusqu'a des valeurs tres réductrice tels que -5%0ast souvent un
indicateur de la contamination p&r coli. En effet, la production d'H(E°= -414 mV) & la
fois en condition aérobie et anaérobie parcoli se traduit par une chute dy fers des
valeurs extrémes depHEBagramyanet al, 2000). Malgré leur incapacité a produire de
I'hydrogéne, les bactéries probiotiques sont égalgntdotées d'une activité réductrice,
notamment dans le lait. Néanmoins, la valeur firaleg, du lait aprés culture de bactéries
lactiques est de moindre ampleur que paucoli. Certaines especes comiarterococcus
faecalissont capables de diminuer lg jHsqu’a -221 mV (Brascat al, 2007). Cette capacité
réductrice des bactéries lactiques est I'hypotlse@sent avancée pour expliquer I'obtention
d’environnement réducteur dans les produits laitfermentés alors que la matrice initiale, le

lait, est oxydante.

» Paramétres de suivi de l'activité réductrice
Afin d’appréhender l'activité réductrice des baderactiques, Cachaogt al. (Cachonet al,
2002) ont proposé de caractériser cette derniérmat@ere analogue a celle utilisée pour
caractériser I'activité acidifiante (Spinnler andr@eu, 1989). De la méme maniére que pour
le pH, le E est suivivia une sonde potentiométrique durant la croissaneengttant ainsi
d’établir la cinétique de réduction dy.EA partir des donnés cinétiques, plusieurs panasét
caractéristiques peuvent étre calculés tels quitdase maximale de réduction’gy, le temps
nécessaire pour atteindre la vitesse maximaledietién (T, ainsi que la valeur du,f ce

temps (Em) (Figure 18.
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Figure 18 : Détermination des parametres cinétiquesedox (Cachonet al, 2002). Courbe typique
d’acidification (a) et de réduction (c, courbe en pintillé E,-), vitesse d’'acidification (b) et de réduction (d)
de Lactococcus lactisp dans du lait écrémé a 26°C.

Les bactéries lactiques tirent essentiellement Energie de la fermentation des sucres,
notamment du lactose dans le lait, avec comme goesée une acidification rapide de leur
environnement. Précédemment, nous avons constatéeqH est un paramétre intervenant
sur la valeur du £ Afin de discerner 'effet de I'acidification duela fermentation sur le,E
et I'activité réductrice intrinseque des bactélasiques, il est préférable de corriger la valeur
du E, pour une condition de pH fixe selon I'équation ldgstner & Mirna (Leistner and

Mirna, 1959). Généralement, lg &st corrigé pour un pH de 7, noté alogs E

» Diversité inter et intra especes

Les travaux de Brascat al. (Brascaet al, 2007) ont permis de donner un vaste apercu de
I'activité réductrice des bactéries lactiques. Damdte étude, 88 souches de bactéries
lactiques isolées a partir de fromage italienseprésentant dix especes différentes ont été
caractérisées durant la fermentation du lait emitioms statiques. La Figure 18présente les
cinétiques moyennes de réduction pour les 10 esmceondition aérobie.

300

250

200
150 |

Pod, ponlosaceus
f Lact helvelicus

100 }
- 50 | — | acl. bulgancus
Strap. thermophiius
0
Ent. durans
0 6 12 18 24
-50 | Ent. faecium
Lact. planfarm
=1 !
DO e ————— W e R T
: Lact paracasel ssp. paracasel
=150 | Eni. lapcalis
—200 |}
=250 |

h

Figure 19 : Evolution du potentiel redox durant lacroissance des différentes espéces de bactériesitpes
dans du lait écrémé préalablement stérilisé (Brascet al, 2007).

-75 -



Etude Bibliographique

Parmi ces especeBnterococcus faecalise distingue par sa rapidité a atteindre yriré&s
réducteur contrairement lzactobacillus helveticusncapable de réduire le lait jusqu'a des
valeurs négatives de,EPar ailleursLactococcus lactipeut étre classé parmi les bactéries
lactiques les plus réductrices. En effet, malgré temps de réduction supérieur a
Enterococcus faecalissa V,, est similaire. Elle est méme six fois supérieureelle de
Streptococcus thermophiles 5 fois a celle deactobacillus helveticuCachoret al, 2002).
Parmi les especes incapables d’établir un envirmené réducteur se trouvent les ferments
utilisés dans la fabrication des yaourtid.( bulgaricuset la plupart des souches &s.
thermophilu3. Au sein méme de chaque espéce, il peut existerties grande diversité
d’activité réductrice notamment po8t. thermophilu®u 133 mV séparent la souche la plus
réductrice de la souche la moins réductrice. Ds,pls’agit de la seule espéece présentant a la
fois des souches avec ug fBinimum négatif et des souches avgaritnimum positif. Cette
diversité inter et intra especes démontre toutdii@t de la sélection de souches selon leur
activité réductrice dans I'élaboration des fermexits de maitriser au mieux la qualité redox

dans les produits laitiers fermentés.

» Caractérisation de l'activité réductrice
La capacité des bactéries a diminuer |eeSt souvent attribuée a la consommation de
composeés oxydants tels que I'oxygene et/ou a laugtah de molécules trés réductrices tels
gue I'H; en ce qui concernk. coli. Les bactéries lactiques sont des bactéries ariaérob
facultatives dépourvues de chaine respiratoire tftomgelle, cependant elles sont capables
d’éliminer plus ou moins I'oxygene de leur envirom@ntvia des mécanismes enzymatiques
parfois couteux en énergie et en pouvoir réductearprésence d’oxygene dans le milieu,
méme a I'état de trace suffit pour maintenir desdd@@mns oxydantes. En effet, I'élimination
dans sa totalité de I'oxygene semble étre la cmmditbligatoire a la réduction du milieu par
L. lactisdans le lait (Jeansaat al, 2009). Cependant, la consommation de I'oxygenmené
totale parL. lactis ne suffit pas a expliquer I'obtention de condiiamnés réductrices (-220
mV) dans un lait qui méme débarrassé de I'oxygenteroxydant (+340 mV) (Jeansehal,
2009). De méme, la part de la réduction dans du NMé&Sa la consommation de I'oxygéne
par Lb. plantarumne représente seulement que 15% de la réducttafe.td&n effet,Lb.
plantarumest capable de réduire le milieu MRS d’une valeiirale de s de +420 mV a -
40 mV alors que I'élimination de I'oxygene par kde ne permet que de diminuer Ig; B
+340 mV (Ouvryet al, 2002).
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Les mécanismes impliqués dans l'activité réductiies bactéries lactiques demeurent encore
trés peu connus. L'élimination totale de I'oxygé&swmble étre une condition nécessaire a la
réduction du milieu mais elle ne semble pas explida diminution du Evers des valeurs
tres réductrices. D’apres ces observations, layotowh de composés réducteurs semble étre
I'hypothese privilégiée. Une étude récente propgsenécanisme d’action pour expliquer la
réduction du milieu par les bactéries lactiqguescfidlonet al, 2010). Ainsi, I'espéck. lactis
utilisée dans la fabrication de produits laitietapable de réduire le lait jusqu'a environ -
200 mV a été choisie comme modele. Cette étudeéan@née dans des conditions
d’anaérobiose totale afin de se soustraire de Hichpe I'oxygene sur la mesure dy Einsi,

il a été montré par une méthode de filtration queduction du milieu {=-220mV) parL.
lactis n'est ni due a la production de composés rédustaudiée a la consommation de
composeés. Celle-ci est principalement due a lagps de groupement thiol exofaciaux. En
effet, la diminution du E par L. lactis est étroitement corrélée avec la concentration de
protéines exposant des groupement thiols exofaci@ex plus, la présence de cellules

passives (dé-énergisées)ldeactis suffit a maintenir un trés réducteur dans le milieu.

3.2.3.4. La valeur depElans les produits laitiers fermentés

Dans la fabrication des produits laitiers fermenék, du lait va étre amené a évoluer vers
des valeurs moins élevées voir trés réductrices.fagteurs responsables de cette diminution
du E, ont trait d'une part aux procédés technologiquapleyés et d’autre part a I'activité de
la flore microbiologique implantée, plus particoéiment a la nature des ferments lactiques
utilisés et dans les conditions de conservationshéit et al, 2002). La valeur du fa été

déterminée dans certaines fromages et dans lestyddableau 1)

Tableau 10 : Valeurs d’Eh dans les produits laities

Produit E (mV) Références
Lait +100 a +400 (Aubert al, 2002)
Yaourt -150 a +410 (Aubesdt al, 2002)
Camembert -360 a +360 (Abrahatal, 2007)
Comté -156 (Auberet al, 2002)
Cheddar -140/-340 (Kristoffersen, 1967; Togtwal, 2008)
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3.2.4.Impact du E sur la qualité des produits laitiers fermentés

3.2.4.1. Effet du Esur la biomasse au cours de la conservation durtyao

Delbeau a mesuré I'évolution de la biomassklebulgaricuset St. thermophiluswu cours de
la conservation d’'un yaourt (& 1 jour et a 30 jp@iFsgure 20 (Delbeau, 2005).

10 10

8

6 —3

Biomasse [log(UFC/ml)]
Biomasse [log(UFC/ml)]

Ji J30 Ji J30

Figure 20 : Evolution de la biomasse exprimée en WFml de St. thermophilus(A) et Lb. bulgaricus(B)

aprés un et trente jours de conservation selon l@nditionnement initial du lait (Delbeau, 2005)

Conditionnement initial du lait-m— air, —A — N, et—®— N, - H,

Aucune différence significative de population ddes différents yaourts n'a été mise en
evidence selon le conditionnement gazeux initiallatu Le B, ne semble donc pas avoir

d’'impact sur la survie deb. bulgaricuset St. thermophiluslans le yaourt.
3.2.4.2. Effet du Esur la qualité organoleptique du yaourt

Les travaux menés par Delbeau sur le yaourt omhiged’évaluer I'impact de modifications
du E, du lait sur les propriétés organoleptiques d’urdpit laitier fermenté (Delbeau, 2005).
Il apparait que différentes caractéristigues dulpitosont affectées par lg,Ecelles-ci étant
déterminantes en tant que critéres de qualité lgoesnsommateur.

Ainsi, il a été montré que les yaourts fabriqu@adir de lait conditionné sous air étaient plus
sujets a la synérése que ceux fabriqués a partiaideonditionné sous azote ou mélange
azote/hydrogéne.

Par ailleurs, dans ce méme travail, une analysesoseille a montré des différences

d’appréciation des produits selon le conditionnemaitial du lait sous différents redox

(Delbeau, 2005). Il apparait qu'au cours de la eoretion, les yaourts fabriqués a partir de
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lait conditionné sous azote/hydrogéne sont plusémpgs que ceux fabriqués a partir de lait
conditionné sous azote ou air. La maturation desiiga est ressentie, par le jury, de maniéere
différente selon le conditionnement initial du pudd Cette analyse sensorielle a permis de
mettre en évidence un effet dy &u milieu de culture sur les qualités organolemsjdu

yaourt.

Des travaux plus récents ont confirmé la diminusagnificative du phénomene de synérése
pour des yaourts fabriqués a partir de lait coadité sans oxygene (diminution de 11% et de
30% respectivement pour les yaourts fabriqués tir gk lait conditionné sous Net No-H»

par rapport a ceux conditionnés sous Air) (TablEByMartin et al, 2010).

Tableau 11 : Effet du conditionnement redox des yawts sur la synérése, la viscosité apparente, lepport
pore/protéine et la fraction volumique protéique. Dapres (Martin, 2009).

Conditionnement gazeux Synéréese (g/100 g de Viscosite Rapport Fract_|on
appliqué au lait yaourt) apparente (Pa.s) pore/protéine volu_mlque
a500% protéique (%)
Air (+ 405 mV) 1,98 0.046% 1,34 80,77
N, bullé (+ 283 mV) 1,0% 0,03% 0,43 89,42°
N,- H, bullé (- 349 mV) 0,59 0,02f 0,39 92,09

De plus, la viscosité apparente est égalementtaéiquar le type de gaz utilisé. En effet, les
gels apparaissent comme plus rigide pour les ymooonditionnés sous air, et plus
I'environnement est réducteur, plus la viscositpaggnte diminue. Enfin, pour les yaourts
fabriqués sous Air, la fraction volumique apparesreprotéines est plus faible que l'espace
occupé par les pores (rapport pores / protéinedrimyp a 1). Pour tous les autres yaourts, la
fraction volumique apparente en protéines est plegée que I'espace occupé par les pores
(rapport pore/protéine inférieur a 1). La valeurplas faible, c'est-a-dire la plus faible
proportion de pores, a été obtenue pour les yafaitsssous NH,. De plus, le pourcentage
de fraction volumique protéique est élevé pour okagel (au-dessus de 80%). Des
différences significatives ont été trouvées en&® différents laits fermentés : la fraction
volumique protéique la plus faible a été constaigar les gels produits sous Air et la plus
élevée pour les laits fermentés fabriqués sows N,. Ainsi, plus I'environnement est

réducteur, plus le taux de fraction volumique pipté est éleve.
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3.2.4.3. Effet du Esur la synthése des composés d’arbmes

Dans son travail Delbeau a conduit une étude agafjtqui a permis de montrer que la
synthese de composés d’ardbmes caractéristiques nétgifiee selon le Edu milieu de
fermentation (Delbeau, 2005). Ainsi, il a été ménfue la production d’acétaldéhyde était
plus élevée pour le lait initialement conditionr@us azote/hydrogéne par rapport a celle
obtenue pour le lait conditionné sous azote, elbeam supérieure a celle obtenue sous air.
Cette quantité produite reste relativement stablec@urs de la conservation (Imhof and
Bosset, 1994; Tamine and Robinson, 1999). Il asé@posé qu’'une quantité plus faible
d’acétaldéhyde est produite en conditions aérabiesuse de la compétition pour I'utilisation
du NADH entre I'oxygéne et la pyruvate déshydrogénau I'aldéhyde déshydrogénase.
Concernant le diacétyle, il apparait que la quamibduite est relativement stable au cours de
la conservation ; par contre une augmentation dprdaluction de pentane-2,3-dione est
observée. Selon Ot al (Ott et al, 1999), il y a une augmentation de la concentraties
dicétones au cours de la conservation a 4 °C. Gettenentation pourrait étre attribuée a
I'activité des bactéries lactiques a 4 °C. Ces dBurposés sont également produits de facon
plus importante dans les conditions aérobies. €alted correspond aux attentes puisque ces
dicétones sont produites par décarboxylation oxyeade leurs précurseurs ; ces réactions
sont donc favorisées en présence d’oxygéene (Moginak, 1994; Boumerdasst al, 1996;
Neijsselet al, 1997; Hugenholtz and Kleerebezem, 1999).

Enfin, en ce qui concerne le diméthylsulfure, umaicution de la quantité produite est
observée au cours des trois premieres semainamdergation. Cette quantité est Iégérement
supérieure pour le lait conditionné sous azote ppport a l'air ou le mélange
azote/hydrogene. La synthése des composeés soangsles fromages semble favorisée par
des conditions réductrices (Green and Manning, 1982)dans cette étude, ce résultat est
retrouvé pour la condition azote mais pas pourdadiion azote/hydrogéne. Les voies
métaboliqgues conduisant au diméthylsulfure ne gast précisément connues ; il est donc
difficile de conclure. Cependant, il a été suppgeé le redox imposé par I'azote est plus

favorable a la stabilité de ce composé par ragpdds conditions trop réductrices.

Une étude plus récente a montré que Jal’ln milieu influence la production d’aréme en
modifiant les voies métaboliques tb. bulgaricuset St thermophilugMartin et al, 2011).
Des conditions oxydantes favorisent la producticacétaldehyde, de diméthylsulfure et des

dicétones (diacétyle et pentane-2,3-dione).
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c

Conclusions: Les réactions d’oxydoréductions interviennent das des étapes clés d
métabolisme. Les conditions oxydantes ont notammenin fort impact sur les bactéries

117}

anaérobies facultatives et anaérobies strictes. MDéfentes techniques peuvent étrs
envisagées pour moduler le potentiel redox du milie pour préserver les bactéries
probiotiques. Ainsi, l'utilisation de gaz neutre (&ote, ou un mélange gazeux d’azote |—
hydrogéne) permet d’améliorer la survie de soucheprobiotiques lyophilisées maig
eégalement les propriétés organoleptiques des laitfermentés. Son impact sur
Bifidobacterium reste cependant non décrit dans la littérature. Deplus, les bactéries
lactiques peuvent moduler ce potentiel d’'oxydorédumn de fagon tres disparate. Ainsi,
Lc. lactis est capable de réduire le E du milieu vers des valeurs trés négatives,
contrairement a St. thermophilusou Lb. bulgaricus qui ne le peuvent pas. La présence
de groupements thiols exofaciaux serait en partieesponsable de I'activité réductrice de
Lc. lactis La sélection des ferments lactiques sur leur aptide & moduler le g, présente
donc un intérét majeur en industrie. Dans la bibligraphie, il n’existe cependant aucune
donnée sur la capacité réductrice (capacité a abaisr le potentiel d’'oxydoréduction du
milieu, donc a moduler le &) ni méme sur le pouvoir réducteur (aptitude a rédure des

composés plus ou moins facile a réduire) des bifidactéries.
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4. Conservation et Intégration des Bifidobactéries da®: un Produit

Laitier

En raison de leur large consommation, les prodait®rs fermentés sont de bons vecteurs
des probiotiques. Pour escompter un effet, la prisatidienne de probiotiques devrait étre
comprise entre Foet 10 UFC (Lourens-Hattingh and Viljoen, 2001). Ceperiddes études

menées sur des produits laitiers du commerce nminiree perte de viabilité de ces souches
en amont de leur consommation (Jayamanne and A@&®38). Plusieurs facteurs peuvent en
étre responsables, comme les pH acides ou les ple@resmd oxydation et plus

particulierement les effets liés a I'oxygéne loesld fabrication et le stockage des produits

laitiers (Figure 2}

Procéde : . . L
. Matrice alimentaire :
Croissance dans le fermenteur .. L
o Composition de l'aliment
Congélation

. pH, aw En
. Séchage . Autres microbes
Micro-encapsulation

Propriétés intrinseques des probiotiques

- Utilisation des substrats
- Propriétés technologiques : tolérance aux acides, a
loxygenes, aux enzymes, a la température, a la
pression, au séchage, a la congélation

Stockage : Emba!lgge '
. Matériaux
Température
Gaz
Temps

Matériel actif

Figure 21 : Facteurs influencant la viabilité et lastabilité des probiotiques. D'aprés (Veset al, 2000).

Afin de conserver les probiotiques dans des coraons suffisantes, différentes techniques
ont été envisagées. Ne seront pas traitées dats gettie les techniques permettant
d’augmenter la viabilité des souches probiotiquesamont de la fabrication des produits
laitiers fermentés comme par exemple les phénom#&adaptation a I'oxygene (Ahat al,
2001; Talwalkar and Kailasapathy, 2004a) ou adi&€i(Noriegaet al, 2004).
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4.1. Micro-encapsulation

La micro-encapuslation est un procédé par leqeetdédiules vivantes sont protégées par une
matrice les préservant de conditions défavoralolesdn permettant leur libération contrblée.
Cette technique permet d’augmenter la survie deséhas probiotiques dans les produits
laitiers (Kailasapathy, 2002). Différents procédd#s dispersion (atomisation, émulsion,
extrusion, enrobage par lit fluidisé) ainsi quefai#nts matériaux (alginate, gomme de
xanthane,k-carraghénane, chitosane, amidon, geélatine ou ipestéde lait) peuvent étre
utilisés pour encapsuler des bactéries probiotigBesgainet al, 2011). Cependant, méme si
la micro-encapsulation se révéle étre trés effiqamear protéger les bactéries probiotiques
dans les laits fermentés, elle n’est que trés péséat en raison de la taille des particules (20-
50 um) (Adhikariet al, 2003). En effet, lors de l'ingestion des produisiers, les
consommateurs les percoivent en bouche. La rechpaalreait s’orienter a diminuer la taille

des particules pour palier a ce probleme d’acceptale la part du consommateur.

4.2. Emballage actif

Des auteurs ont mesuré le taux d’oxygene dissons dies yaourts commerciaux juste aprés
leur mise en pot (pot en polyéthyléne téréphtadatéET) et au cours du stockage (Milksr

al., 2002). Ainsi, le taux d’'oxygene double entredhrfcation du yaourt et la fin du stockage
(42 jours). De plus, il est a noter que la disttitou de 'oxygéne est hétérogene au sein du
pot. Pour prévenir la diffusion de I'oxygene daes pots en PET, le verre peut étre utilisé
pour mettre en pot les yaourts. Ainsi, dans cedlitons, des auteurs ont montré une
meilleure survie au cours du temps ldeacidophilus(Dave and Shah, 1997c). Dans les
yaourts conditionnés dans des pots en verre, &utean oxygene dissous reste trés faible au
cours du stockage contrairement a ceux conditiodaés des pots en plastiqgue. Cependant,
les pots en verre ont un colt beaucoup plus élegé&gux en PET et nécessitent des mesures
de sécurité plus importantes, notamment pour l&sabgurs de ligne. C’est pourquoi, des
emballages actifs a base de PET ont été mis at paisi, des pots plastiques contenant une
couche barriére aux gaz (Nufi3kpermet de maintenir un taux d’oxygéne dissous faible
dans le produit (Milleret al, 2002; Miller et al, 2003). Ce matériau a une constante de
diffusion de I'oxygéene de 0.005 a 0.01 cm#/kg/jralque le PET seul a une constante de 1.0 a

5.0 cm?kg/j. De plus, en ajoutant un film piégalloxygéne dans cet emballage actif

-83 -



Etude Bibliographique

(Zero2™), le taux doxygéne dissous diminue dans le produi cours du stockage.
Cependant, aucun effet n'a pu étre montré avec ariau innovant sur la viabilité de

L. acidophilusou deBifidobacteriumspp. (Talwalkaet al, 2004).

4.3. Méthodes physiques

La sur-acidification, néfaste pour les probiotiques produit peut-étre évitée en maintenant
le pH a une valeur supérieure a 5 (Varnam and 8atitk 1994), en appliquant des chocs
thermiques au yaourt (58 °C, 5 min) avant l'additd& la souche probiotique (Marshall,
1992), en diminuant la température de stockageessaiis de 4 °C (Mortazaviahal, 2007)

ou en augmentant le pouvoir tampon du yaourt pajout de protéines de lactosérum
(Kailasapathy and Rybka, 1994). Un pré-traiteméetrhique du lait (95 °C /15 min) peut
également augmenter la survie des bactéries probést (Mortazaviamet al, 2006). En effet,
laugmentation de la température permet d’élimifiexygéne du lait (Moreton, 1998).
Néanmoins, cet effet est souvent de courte duréd'ameygene peut trés rapidement étre
réincorporé si I'atmosphére environnante est aérobe plus, les traitements thermiques
favorisent la dénaturation des protéines du laat,qai libére les groupements thiols des
protéines, tout particulierement ceux présents darfislactoglobuline. Les thiols étant des
composés tres réducteurs, la diminution dy € une augmentation de la capacité
antioxydante sont souvent associées a leur liloéraiins le milieu.

La température d’incubation est également un parantés important a prendre en compte
pour optimiser la viabilité des souches probiotgjuélabituellement, les yaourts sont
fermentés a 43 °C (température optimale pour laymthoh d’acide lactique par les ferments
du yaourt) alors que la température optimale dessamice deBifidobacteriumest de 37 °C.
Ainsi, une incubation plus basse, entre 37 et 400&€met une meilleure croissance des
bifidobactéries (Kneifeét al, 1993; Mortazaviaet al, 2006).

4.4. Ajout de molécules actives

Un certain nombre de molécules sont connues podli@mr la croissance des bactéries
probiotiques. Ainsi, la supplémentation du lait @een mélange de casitone et de fructose

stimule la croissance de acidophilus(Saxenaet al, 1994). Les protéines de lactosérum, le

-84 -



Etude Bibliographique

jus de tomate et la pulpe de papaye stimule égalelmeroissance de acidophilus(Babuet
al., 1992; Kailasapathgt al, 1996).

De plus, par le biais d'additifs chimiques il essgible de contréler ou modifier le potentiel
redox d'un aliment, mais cet usage est mal pergulgsm consommateurs et demeure
strictement réglementé. Par exemple, l'ajout deépres de lactosérum et de cystéine a été
employé pour diminuer le potentiel redox a deswalenférieures a -121 mV et fournir des
nutriments azotés afin d'augmenter la viabilité lmectéries probiotiques dans les laits
fermentés (Dave and Shah, 1997a; Dave and Shal8).1R%@cide ascorbique, vitamine
antioxydante, a également été utilisée pour protdgs probiotiques de l'oxygene et
augmenter la valeur nutritive des laits fermen@sve and Shah, 1997b; Zhao and Li, 2008).
Si dans les deux cas une diminution du potentbxeest observée, seule I'utilisation de la
cystéine permet de conserver un potentiel redoatifégu cours de I'entreposage du produit
(Dave and Shah, 1997a), l'acide ascorbique s'oxydaidement dans les contenants utilisés
(Dave and Shah, 1997b). De plus, I'emploi de cpstéu d’acide ascorbique a un impact
négatif sur les propriétés organoleptiques des Fetmentés (Talwalkar and Kailasapathy,
2004b). Enfin, l'acide ascorbique n’est efficace ay@c les lactobacilles. Des auteurs ont
montré récemment que la diminution du potentiebxed des valeurs nulles par I'ajout de
DTT permettait d’augmenter la survie au cours dclsige de souches de bifidobactéries
dans du lait (Jayamanne and Adams, 2009). Cepenaiatdl composé ne peut étre utilisé
dans la fabrication de produit destiné a un usdigeeataire. Des molécules antioxydantes
(catéchines ou tocophérols) (Akahoshi and Takahd8Bi6) ou des enzymes (catalase) (Hull
et al, 1984) peuvent également étre utilisées pour ameélila survie des bactéries

probiotiques dans les yaourts.

4.5. Activité microbienne

La présence de micro-organismes peut induire dedificetions des propriétés
oxydoréductrices du milieu. L'incorporation d’espéc consommatrices d;Ocomme
St. thermophiludait partie des stratégies envisagées pour protégebactéries probiotiques
des attaques des ROS. Cependant, ces souchesimduie acidification rapide du milieu a
laquelleL. acidophiluset les bifidobactéries sont trés sensibles (T&laradnd Kailasapathy,

2004c). Une nouvelle stratégie serait alors d'@outes especes telles gue. lactis prt
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(protéase négative) possédant des capacités nédactonsidérables ainsi qu’une faible
activité acidifiante (Cachoet al, 2002; Micheloret al, 2010).

4.6. Electroréduction

L'électroréduction est un procédé d'électrolyse @mivétre une voie a envisager afin de
protéger les probiotiques des effets toxiquesaeyfjiene (Figure 22

—Application d’une différence de potentiel Anode Membrane Cathode
séparatrice

—Transfertd’ede la cathode aux composants

électroactifs du produit a traiter

—Migration des composés chargés positivement 5

(cations) vers la cathode (négative) Sl &+
—Migration des composés chargés négativem@ @
(anions) vers I'anode (positive) @

—La membrane bloque le passage des anions <®

—Une électrode de référence permet de maintenir le a
(]

potentiel de la cathode _ Produit
: atraiter

Figure 22 : Principe de fonctionnement du procédé'dlectroréduction (Schreyer, 2007).

Cette technique permet de diminuer lg &ns altérer les qualités organoleptiques et
nutritionnelles du lait, et ceci sans ajout de raolés chimiques (Schreyer, 2007). Le principe
repose sur la réduction des protons en hydrogéné 2B€ > H,) mais également sur
réduction de l'eau : ¥ + €> OH + 1/2H. Un impact positif sur la viabilité de souches
probiotiques a également été observé (Boldual, 2006b). En effet, un effet similaire a
'ajout de cystéine ou au dégazage par l'azoteifffa) a été observé sur des souches de

Bifidobacteriumdans du lait fermenté conservé a 4 °C pendantndises.

4.7. Utilisation des gaz

Des auteurs ont montré la possibilité de dimineeg] du lait par un dégazage a l'azote
(Decker and Ashworth, 1951; Greenbank and WrigBg1). Selon Klaveet al un faible
contenu en @et un faible potentiel redox ont été cités comme facteurs importants pour la
viabilité des bifidobactéries durant la conservatites produits laitiers fermentés (Klaatr
al., 1993). Ces auteurs ont, entre autre, trouvé wikenre viabilité des bifidobactéries dans
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un lait dégazé. Récemment, certains auteurs onbmtéénun intérét pour l'utilisation de gaz
tel que l'azote ou I'hydrogene pour chasser I'oxggée jus de fruit et ainsi diminuer leur
potentiel redox afin d'augmenter la qualité ettédbiité (microbiologique et de la couleur) de
ces jus (Alwazeeet al, 2003). Ainsi, il est possible de diminuer le puiel redox d'un jus
d'orange de + 360 mV a +240 mV par barbotage daettjusqu'a -180 mV lors de
l'utilisation d'un mélange azote-hydrogéne. Ceiteirtition du potentiel redox a également
permis d'accroitre la stabilité de l'acide ascarbidDe plus, d'apres les travaux de Delbeau,
des conditions de culture réductrices obtenuesl'pilisation d’'un gaz réducteur (NHy)
favorisent la viabilité des bactéries lyophiliséds Lactobacillus rhamnosugiurant le
stockage (la viabilité est doublé par rapport amdi@ apres 60 jours de stockage a
température ambiante) (Delbeau, 2005). L'utilisatiergaz neutres comme l'azote ou comme
I’hydrogene pourrait ainsi étre une alternative enéthodes chimiques ou physiques qui bien
souvent ont un effet négatif sur le produit. Eregffles auteurs ont montré que le dégazage du
lait pour confectionner des yaourts n’entrainaittaudéfaut organoleptique sur le produit fini
et tendait méme a I'améliorer (Delbeau, 2005; Meatial, 2010).

Conclusion: Les techniques de préservations des bifidobaciés, afin de les
industrialiser comme bactéries probiotiques, sont d plus souvent basées sur |a

modulation de I'environnement redox. Si certaines @ ces techniques sont déja utilisé

D
(7]

Ul

industriellement (utilisation de starters spécifigies, modification des température

d’'incubation du probiotique), d'autres n’en sont ercore qu'au stade laboratoire

7/

(électroréduction, utilisation de gaz). Mais mémeida plupart de ces techniques tend
moduler le redox du milieu, elles n'ont pas toutese méme impact sur la qualité du
produit. En effet, des défauts organoleptiques pewnt apparaitre, notamment avec
I'utilisation de molécules chimiques ou de bactérge encapsulées. Deux méthodes
semblent cependant ne pas altérer le produit : ceost I'électroréduction et I'utilisation
des gaz. La premiere n’a cependant pas été utilispeur la confection de laits fermenté

JJ

de type vyaourt. La seconde, elle, permet méme dafigrer les propriétés
organoleptiques des yaourts. Mais l'utilisation deggaz pour améliorer la survie d’'une
souche deBifidobacterium dans un produit laitier fermenté n'a pas été décti dans

littérature.
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CONCLUSION ET AXES DE LA THESE

Cette étude bibliographique montre 'importancdadsélection des bactéries probiotiques sur
des criteres de viabilité/vitalité. En effet, lebtage des souches probiotiques se fait le plus
souvent uniquement sur des critéres de cultivabitie reflétant pas I'aptitude des souches a
faire face aux contraintes de fabrication, de cor@m®n et d’'ingestion. Ainsi, les méthodes
couramment utilisées pour s’assurer de la bonnaliéade la souche sélectionnée suite a un
stress sont de plus généralement difficiles etuesg appliquer en routine (culture sur milieu

géloseé) et ne refletent pas I'activité des souelpess un stress (vitalité).

De plus, concernant le criblage vitro des souches sur le critere santé « antioxydant »,
I'utilisation de modeles complexes utilisant deButes animales ou humaines, comme c’est
le cas pour le pouvoir immuno-modulateur, n’estgasore généralisée. Cependant, aux vues
des recommandations de I'EFSA quant a I'utilisatienbactéries probiotiques antioxydantes,
il semble indispensable de mettre en place deyjets de modeéles.

Cette étude bibliographique montre également qudfaugmenter la viabilité et donc par la
méme, la fonctionnalité des souches probiotiquelsises dans un produit laitier fermenté, un
parametre majeur a contréler semble étre I'envirorerd redox que I'on peut appréhender
via le potentiel d’oxydoréduction (£ De plus, dans la perspective d’'une application
alimentaire, la modification dupBpar des gaz purs ou en mélange présente l'avadi@age
conserver l'innocuité du produit par opposition’dtilisation de molécules oxydantes ou

réductrices.

Les résultats précédemment obtenus au sein duakaireront montré qu’une modification du
E, par des gaz pouvait jouer un role sur les progsiétes produits laitiers fermentés. En
particulier, la modification du [E par les gaz dans le lait modifie positivement les
caractéristiques physico-chimiques et les progisansorielles d'un produit laitier fermenté.
De plus, un ferment lyophilisé produit en conditiagluctrices présente également une
meilleure survie. Il a enfin été montré dans le tabmre que les bactéries sont capables de

moduler le Evia leurs thiols exofaciaux dans les produits lasti@rmentés.
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Bien que les bifidobactéries soient capables ddreneh place des mécanismes de défense
face aux stress acide et biliaire, elles ne posdqubs ou treés peu de défenses actives face au
stress oxydant (catalase, SOD). Leur membrane matitger la premiere barriere face au
stress. Il serait donc intéressant de préservemaximum cette membrane jusqu’au site
d’action de la bactérie, voire de renforcer sorcaéité barriere. Un moyen d'y parvenir serait
de replacer les bifidobactéries dans des condifionshes de leur niche écologique d’origine,
le colon. Pour ce faire, le potentiel redox peuwt étilisé. Cependant, a ce jour, I'influence de
la modulation du Esur la viabilité et la fonctionnalité des bifidabéries n'a que trés peu été
explorée. En effet, méme si I'influence dyidtir la viabilité des bifidobactéries est déciligs,
mécanismes associés a la meilleure résistance vélesaestent inconnus. De méme,
I'influence des bifidobactéries sur le redox duieuilet les mécanismes associés ne font pas
I'objet de descriptions dans la littérature. Lessagle ce travail de these ont visé a répondre a

différentes questions soulevées par I'étude bibdipgique :

% Peut-on mettre en place un crible de détectiondeagie I'efficacité des souches
probiotiques intégrant leur résistance aux strek=uefonctionnalité ?

+ Quel est I'mpact d’'une souche anaérobie stri@ddjdobacterium bifidum sur
I'évolution du redox d’'un milieu oxydant ou sur deslécules oxydantes ?

% Peut-on moduler la résistance aux stress et latilomalité deB. bifidumen la
replacant dans des conditions proches de cella deeke écologique ?

« Des changements biochimiques membranaires pourilEenexpliquer ces

phénomeénes ?

Afin de répondre a ces questions, les méthoddsadsg dans ce travail pour mettre en place le
crible probiotique (cytométrie en flux, utilisati@® testsn vitro plus complexes) ont permis
de sélectionner des souches a fort poteitigivo. De plus, elles ont permis de caractériser a
la fois I'impact deB. bifidumsur son environnement (mesure de I'évolution du ¢uHE, de
'oxygéne du milieu) mais également de caractéfisapact du potentiel redox sur la survie
de B. bifidumau cours du stockage dans un produit laitier feténeh sur sa fonctionnalité
(pouvoir réducteur, anti-mutagene et antioxyddrit)tilisation de gaz neutre et/ou réducteur
a permis ainsi de moduler le potentiel redox duemikans ajout de molécules chimiques.
L’analyse de la composition en acides gras membemainsi que des thiols exofaciaux a
permis d’appréhender I'impact de la modulation gl les caractéristiques probiotiques de
B. bifidum
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MATERIEL & METHODES

1. Matériel Biologique

1.1. Souches bactériennes et techniques d’ensemeaneat
1.1.1.Souches utilisées pour le crible probiotique

13 souches bactériennes appartenant aux geaoctscoccuslLactobacillus Streptococcugt
Bifidobacteriumont été incluses dans cette étude (Tablequ 12

Tableau 12: Souches bactériennes utilisées pourdeble probiotique.

Souche Origine M|I_|eu de Température Caractéristiques
croissance
B.bifidumCIP 56.7 Féces de bébé MMRS 37°C Souche de référence
B. longum Intestin humain mMRS 37 °C Souche immuno-modulatrice
' (PBMC)
Souche immuno-modulatrice
Lc. lactis Fromage MRS 30 °C (PBMC)
Souche antioxydante
Lb. brevis Levain MRS 37°C Souche antioxydante
Lb. bulgaricusCIP104365 Yaourt MRS 37°C Souche de référence
Souche immuno-modulatrice
Lb. caseiDN 114-001 Danone MRS 37°C (PBMC)
Modeéle industriel
o Souche immuno-modulatrice
Lb. curvatus Choucroute MRS 37°C (PBMC)
Lb. delbrueckii Yaourt MRS 37°C Souche antioxydante
Lb. fermentunME-3 Intestin MRS 37 °C Souche antioxydante
d’enfants Modéle industriel
. Pulpe de o Souche immuno-modulatrice
Lb. paracasei tomate MRS 37 °C (PBMC)
Souche immuno-modulatrice
Lb. plantarum Lait de yack MRS 37°C (PBMC)

Souche antioxydante
Souche immuno-modulatrice
Lb. zeae Mai's MRS 37 °C (PBMC)
Souche antioxydante
St. thermphilus Firtc;maange M17 30°C Souche antioxydante

MRS : milieu Man, Rogosa, Sharpe ; MMRS : MRS + 0,0§8téine
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Dans un souci de confidentialité, le nom des somaligisées pour le screening n’est pas
indiqué. Deux souches de référence de laboratoiteété incluses : la souchactobacillus
bulgaricus CIP 104365 et la souckgifidobacterium bifidunmCIP 56.7. En dehors des ces
deux microorganismes de référence, onze souchestérfournies par I'INRA MICALIS,
deux modeles industriel&dctobacillus caseDN114-001 et.actobacillus fermenturiviE-3)
déja présents dans des produits commercialisé® esbuches présentant un potentiel
probiotique (les caractéristiques fonctionnellesprgtlablement été établies par 'INRA).

1.1.2.Souche utilisée pour les expériences sous redoxfiset methode de

culture

La souche utilisée pour les expériences est lahsoBdidobacterium bifidumCIP 56.7
(B. bifidunj issue de la Collection de I'Institut Pasteur,ié& La souche est conservée dans
des cryotubes a -80 °C. Une premiere culture edisé® en diluant 500 puL d’un cryotube
dans 5 mL de milieu MRS (Michelon, 2010) puis inéal24 h a 37 °C. Une seconde culture
est effectuée a partir d’1l mL de la premiere celtajouté a 9 mL de milieu MRS. Aprés une
incubation de 8 h & 37 °C, la seconde culture &isée pour inoculer le milieu MRS
contenu dans des flacons modifiés pour les expsagede suivi du pH, du,Ede I'oxygéne et
pour la composition en acides gras membranaireienu dans des tubes de Hungate pour les
autres expérimentations. L'utilisation du MR&rmet d’avoir un Finitial proche de celui du
lait. La composition du milieu MRSest la suivante : extrait de viande (10Y,Lextrait de
levures (5 g.L%), saccharose (10 g, bacto tryptone (10 g1), acétate de sodium (5 §'),
citrate de sodium (2 git), KH2PO4 (2 g.r%), MgCI2 (0,25 g.r%), MnSO4 (0,05 g.L) et
Tween 80 (0,1%). Ce milieu est appelé MR8ur le différencier du milieu MRS commercial
(Biokar, X, France) eégalement utilisé au cours eléravail. Les cultures finales sont réalisées
sous trois conditions gazeuses différentes : ClmtArote (N) et Azote — Hydrogéne (96%-
4% vol/vol) (N-Hy). Toutes les expériences sont menées avec degesedn fin de phase

exponentielle / début de phase stationnaire.

1.2. Culture dans des tubes de Hungate

Pour les cultures en condition Controle, 1 mL dituce est ajouté & 9 mL de milieu MRS

Les cultures sous Azote et sous Azote — Hydrogéntergalisées de la méme maniere mais
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dans des milieux préalablement conditionnés pabullage avec le gaz adéquat stérilisé a
l'aide d’un filtre 0,22 um (MILLLEX-GV polyvinylidee fluoride ; Millipore, Carrig-twohill,

Irelande) (Figure 283

Figure 23 : Dispositif pour le bullage dans les taes de Hungate.

Une fois les milieux ensemencés, les tubes somépla 37 °C dans une étuve pour les
cultures Contréle ou dans les chambres thermostaléel’enceinte Bactron | (Sheldon

Manufacturing, Cornelius, USA) a ambiance gazeusetrélée pour les autres cultures

(Eigure 24.

Figure 24 : Enceinte anaérobie Bactron I.

1.3. Culture en flacons Schott modifiés

Les suivis du pH et duyEsont réalisés en milieu MR$lans des flacons Schott modifiés de
250 mL. Ces flacons, équipés de joints butyles, émpnt tout échange gazeux avec

I'atmosphére et facilitent les opérations de budlag d’ensemencement (Figure.25
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Pour le suivi du pH et dunEen condition Controle, les flacons modifiés éqsipkes
électrodes pH et redox sont placés dans un baireraaB7 °C. Les électrodes sont ensuite
connectées a l'interface d’acquisition puis I'enseocement des milieux est réalisé a I'aide
d’'une seringue (ensemencement a 3%). Pour le soiis Azote et sous Azote — Hydrogéne,
les flacons modifiés sont placés dans I'enceintetBa | préalablement conditionnée avec le
gaz approprié. Les milieux sont ensuite conditienei¢ gaz pendant 7 heures par injection de
'atmosphére de I'enceinte. Enfin, les électroslast connectées a l'interface d’acquisition, la

température de I'enceinte est ajustée a 37 °Clesifacons sont ensemencés a 3%.

Figure 25 : Bullage dans les flacons Schott modifié

1.4. Dénombrement en milieu gélosé

Les milieux MRS, mMRS et ST ont été utilisés poumalébrer respectivement les
lactobacilles, les bifidobactéries et les streptoesq

Les dénombrements sont réalisés grace a un ensewmmespiral Eddy Jet 1.2 (IUL,
Barcelone, Espagne) ; le mode d’ensemencemergéuébt le mode Log 50 ul. Le comptage

des boites est effectué grace a un compteur Conat&lash 4.2 (IUL, Barcelone, Espagne).

2. Fabrication des Laits Fermentés

Le lait UHT écrémé Bio Lactel auquel ont été ajsu@éo (w/v) de poudre de lait est agité
pendant 10 min et chauffé a 45 °C. Ensuite, ledaiichi est conditionné sous différentes
conditions gazeuses. Les différentes conditionEdent été obtenues grace a un bullage de
gaz pendant 4 h a un débit de gaz de 20 mL/mirbullage de gaz a été réalisé dans une
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enceinte anaérobie_(Figure )24Afin de vérifier l'effet du bullage des gaz, tegmes
expériences ont également été réalisées sans dullaggaz (Contrdle). Le lait a été
ensemencé & raison de’10FC/mL de ferments lactiqgues (mélange Seeptococcus
thermophilus (75%) et Lactobacillus delbrueckiisubsp. bulgaricus (25%)) et de 5x10
UFC/ml deB. bifidum L’acidification a été réalisée a 45 °C jusqu’agqueun pH de 4,7 soit
atteint. Les flacons ont ensuite été placés darsimmarie d’eau glacée pendant 1 h afin de
stopper I'acidification. lls sont enfin conservés éhambre froide a 4 °C en prévision des

différentes analyses.

3. Caractérisation des Capacités Réductrices d®. bifidum

3.1. Mesure du pHetdu E

Le pH est suivi par une électrode pH combinée Ifl85 ; Mettler Toledo, Paris, France).
L’électrode pH est nettoyée avant utilisation auyemd’une solution de pepsine/HCI puis
calibrée a l'aide de solutions tampons d’étalonn@de 4 et 7). Le potentiel redox est suivi
par une électrode redox combinée (Pt 4805 ; Metitdedo). Avant utilisation, 'anneau de
platine de I'électrode est poli a l'aide d'une pomud'alumine (oxyde d'alumine, VWR
Prolabo, Lyon, France) afin de restaurer I'étatlaesurface du platine. L’électrode est
contr6lée dans de I'eau du robinet. Trois mesusas ®mparées et doivent étre incluses dans
l'intervalle de confiance autour de leur moyennalc{dée a 20 mV, 95% de niveau de
confiance) (Abraham, 2007). Pour les conditionstAzi Azote — Hydrogene, les mesures du

pH et du redox sont réalisées en anaérobiose @amtginte Bactron I.

3.2. Mesure de I'oxygéne dissous

La teneur en oxygéne du milieu a été suivie paysteme de fibre optique spécifique (World
Precision Instruments, Sarasota, USA). Le principenesure est basé sur sur le principe de
guenching dynamique de la luminescence causé paollssion entre des molécules
d’'oxygéne et le luminophore présent au niveau dibte optique. La luminescence est une
émission de lumiére dite « froide », produite mardtour des électrons excités vers un état de
moindre énergie. Tout d’abord, une lumiére va éireoyée vers la suspension a dogaila

fibre optique. Sans oxygene, la lumiére va exdgeluminophore présent au niveau de la
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fibre. Le luminophore va a son tour émettre deulaiére que la fibre optique va détecter et
retransmettre jusqu’a un systéme d’acquisition.r@&ranche, lorsque l'oxygene est présent
dans le milieu, cette derniére va entrer en collisivec le luminophore qui va perdre alors
son état excité. Dans ce cas, aucun signal lumimeuxa étre re-transmis vers le systeme
d’acquisition. En d’autres termes, plus 'oxygesemésent dans le milieu a tester et moins le
signal lumineux ré-émit par le luminophore seraontgnt.

Les systemes de mesure d'oxygéne par fibre optiqoeentionnels sont limités dans leur
précision par la stabilité de la source lumineugeae les fluctuations de lumiere. En utilisant
une détection par durée de vie de luminescencenisires ne sont pas affectées par la
stabilité de la lumiére, par les fluctuations @&mgité causées par le pliage de la fibre ou les
changements des propriétés optiques des échantiftambidité, indice de réfraction,
coloration, etc.). De plus, cette fibre optique gerte I'avantage par rapport au systeme
classique ampérométrique (€électrode de Clark) dpaseconsommer I'oxygéne du milieu
pendant la mesure. La fibre optique est connectéesystéme d’acquisition (OxyMini, WPI)
et de traitement des données (SpectraSuite, WRHgtant de suivre en continu la teneur en
oxygene dissous du milieu. Le capteur est calibrdezix points, a 100% de saturation d'air et
0%. Ainsi, une solution a 0% d’oxygene est réalipde un dégazage de l'eau distilléee a
I'azote et une solution a 100% de saturation datrobtenue en faisant buller le milieu avec
de l'air ambiant.

3.3. Acquisition des donneées

Les électrodes pH et redox ainsi qu’une sonde mi@éeature sont connectées a une interface
de contrbéle multi-canaux (ELIT 8088 ; Bioblockklhich, France) permettant I'acquisition des
données en temps réel vers un ordinateur. Le pél mitentiel redox mesuré {E mV) sont
enregistrés simultanément. Sur la base de la valeuirélectrode de référence {ff a la
température de croissancefE 197 mV a 37 °C), les valeurs dunEexprimées en
comparaison avec I'électrode de référence Ag/AgGht converties enyHpotentiel redox
exprimé en comparaison avec I'électrode de réfé&rénhbydrogéne, = Ey, + Ef). Dans le

but de corriger I'effet du pH sur les valeurs dy lous avons calculé les valeurs di. [Ees
valeurs du Ey correspondent aunEa pH = 7. Le E est calculé en appliquant 'équation de

Leitsner et Mirna (Leistner and Mirna, 1959)y,E (B, - a (7 - pH), a étant le facteur de
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corrélation E—pH et dont la valeur a été déterminée expérimemht (38 mV/unité pH

pour le lait et 30 mV/unité pH pour le MRSt pH; le pH du milieu.

3.4. Suivi des paramétres cinétiques

L'étude de Cachort al a repris les mémes outils de caractérisationoguex utilisés pour
étudier la cinétique d’acidification dans le butrdesurer les aptitudes réductrices de souches
de bactéries lactiques (Cacheh al, 2002). Il existe plusieurs méthodes pour étuther
cinétiqgue d'acidification. Cependant, la plus ré&hsnest celle de Corrieet al (logiciel
CINAC) impliguant le calcul des parametres carasti@ues des cinétiques d'acidification : la
vitesse maximale d’acidification ¢y, le temps (F) et le pH (pH,), auxquels la vitesse
maximale d'acidification est atteinte (Corriett al, 1989). Ces paramétres apparaissent
d’aprés Picquet al comme les meilleurs descripteurs des cinétigesj(eet al, 1992). Du

fait de lintérét des parametres déterminés et aleeconnaissance de la méthode par
'ensemble de la profession, celle-ci a été chqsieCachoret al pour établir les parametres
cinétiques de réduction (Cachet al, 2002). Le calcul de la vitesse d'acidificativf &
dpH/dt, unité pH/h) et de la vitesse de réductivh £ dEh/dt, unité mV/h) permet de
déterminer la vitesse maximale d'acidificatiorf,{Munité pH/h) et la vitesse maximale de
réduction (Vm, unité mVv/h), ainsi que les temps auxquels cesssés sont atteintes,
respectivement ¥, (h) et T, (h), et le pH auquel ces maximums sont atteintS.{@t pHn,)

(Eigure 26.
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Figure 26 : Courbes typiques d'acidification, de rduction et vitesses d'acidification et de réduction
associées.

3.5. Filtration et ajout de NEM

Les cultures déB. bifidumreéalisées dans des flacons modifiés avec du MR@zééau N

comme décrit précédemment sont filtrées afin denatire I'impact de la présence des micro-
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organismes sur lepfinal. A la fin de I'étape de réduction {fE~ —180 mV), 10 mL de
culture bactérienne sont prélevés en anaérobiose Kenceinte Bactron | a I'aide d’une
seringue puis filtrés avec un filtre de 0,22 um.Hyedu filtrat est ensuite mesuré a l'aide
d’une électrode redox.

L'utilisation du N-éthylmaleimide (NEM) réagissagpécifiguement avec les thiols permet
d’étudier le role de ces groupements dans la rémudu milieu. Une solution de NEM est
ajoutée dans I'enceinte anaérobie a la fin deg&tde réduction de la culture. La solution
stock de NEM est de 1 M dans une solution de méthaau (3 : 1) et la concentration finale

dans le milieu de culture est de 25 mM.

4. Effet des Ambiances Gazeuses de Culture sur les Prietés Redox de
B. bifidum

4.1. Quantification des groupements thiols

4.1.1.0bservation microscopique des groupements thiafaemux

Le marquage des thiols de surfaceBlebifidumest réalisé sur des cellules issues de trois
conditions de cultures différentes (Contréle, Azdieote — Hydrogene). Ce marquage est
rendu possible grace a la sonde Oregon Green 483nmde se fixant spécifiguement aux
groupements thiols et incapable de traverser lalmame cytoplasmique.

Pour cette expérience, les cellules sont lavées dartampon phosphate (PBS, Phosphate
Buffer Saline) 0,1 M pH 8 puis chaque DO est apisdél. Les suspensions sont ensuite
centrifugées pendant 15 min a 3500 g et les suamagmnt éliminés. Les culots cellulaires
sont ensuite traités a 'Oregon Green 488 maléirdidae concentration de 4 pendant 30
min a 37 °C a 'obscurité. A la suite de deux laasmges cellules, 1 pL de chaque suspension
bactérienne est déposé entre lame et lamelle. iffégetits échantillons sont alors analysés en
lumiére blanche ainsi qu’a la longueur d’'onde de @8Ben utilisant un microscope confocal
(Eclipse TE 2000 U ; Nikon, Tokyo, Japon). Le sigii@émission est mesuré entre 500 et 550

nm.
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4.1.2.Dosage des groupements thiols exofaciaux et totaux

Les groupements thiols exofaciaux et totaux son¢slpsr la méthode d’Ellman (Ellman and
Lysko, 1979) qui utilise le réactif 5,5-Dithio-bBnitrobenzoic acid (DTNB) réagissant
spécifiguement avec les groupements thiolates djbria une réaction d’échange thiol-
disulfure, en libérant de maniere stoechiométrignecomposé chromogene jaune : I'anion
nitrothiobenzoate (TNB absorbant a 412 nm. Le DTNB étant incapable deetser la
membrane cytoplasmique, seuls les groupements thiqlosés a la surface des bactéries sont
détectés par cette méthode (Figurg 27

i Mk TMNB-
,[ o ,L_.‘ oo 2-nitro-5-thiobenzoic acid)
e = . o
N ﬁ r absorbe & 412 nm
ﬁ J i
[
5 ! T - L
5R
o L
DTNEB | “‘J |
(5.5'-dithicbis(2- N o S
nitrebenzoic acid)) f L
MOy e A

Figure 27 : Réaction d'une molécule de DTNB avec ugroupement thiol libre

Lorsque la DO des cultures &e bifiduma atteint une valeur de 1 (environ 16 h de cujture
des échantillons de chaque condition gazeuse sél@vgs puis centrifugés 15 min a 3500 g.
Les culots cellulaires obtenus sont alors concenmdis resuspendus dans 1 mL de PBS
0,1 M pH 8, préalablement dégazé a I'azote, derfacobtenir une DO finale de 2,5. En effet,
une quantité relativement importante de celluldsnésessaire pour obtenir des valeurs de
dosage conformes a une gamme étalorulL18e solution DTNB 6 mM sont ensuite ajoutés a
chaque échantillon. Puis, apres 30 min d’incubatio@7 °C a l'obscurité les suspensions
cellulaires sont centrifugées 15 min a 3500 g.dwemageants sont ensuite filtrés a I'aide d’'un
filtre de 0,45um et l'absorbance a 412 nm des filtrats est mesw@rébaide d'un
spectrophotomeétre (Lambda 20 ; Perkin Elmer, BgstdBA). Enfin, la concentration en
groupements thiols libres est calculée grace alabe étalon effectuée avec des solutions de

différentes concentrations de N-acetyl-1-cystemaQ) allant de 5 a 60 uM (Figure 8
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Figure 28 : Gamme étalon en N-acetyl-cystéine (NA@Xablie pour le dosage des groupements thiols pkr
méthode d'Ellman.

Le dosage des thiols totaux est réalisé commetdaécédemment. Cependant, avant I'ajout
de DTNB, les cellules bactériennes sont casséeaniggement par 5 traitements de 45
secondes & 6 nitdlans un Fast-prep (Fast-Prep 24 ; MP Biomeditisch, France). Pour
cette lyse, 300 mg de billes de diametre inféri@0 UM sont utilisées (Sigma Aldrich,
Lyon, France). Un dénombrement des bactéries absééavant et apres casse cellulaire sur

du milieu MRS gélosé afin de s’assurer de I'effiadu traitement.

4.2. Mesure du pouvoir réducteur par I'utilisation de sels de tétrazolium

Les sels de tétrazolium, incolores a I'état oxydkiennent colorés lorsqu’ils sont réduits en
composés formazan. lls peuvent étre utilisés paftiérencier le pouvoir réducteur de
B. bifidumen fonction des conditions gazeuses de culturdte @ude, basée sur les travaux
de Michelon (Michelon, 2010) utilise quatre selstéeazolium : le 3-(4',5-dimethyl-thiazol-
2-yl)-2,4-diphenyltetrazolium bromide (MTT), le tatolium violet (TV), le 2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride (TTC) et le bleu agrazolium (BT) classés respectivement du
plus facile au plus difficile a réduire (Solled al, 1992). Les différents sels sont alors ajoutés
dans un milieu solide ou liquide a base de laiteeriHT (Carrefour) et I'apparition d’'une
coloration violette intense (MTT), pourpre (TV),uge (TTC) ou bleue (BT) indique leur
réduction.

La préparation des solutions de sels de tétrazoighréalisée selon la procédure suivante :

des solutions méres & 2 mg. Mkont réalisées par dissolution de chaque sel dar®au
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permutée pendant 4 heures et a I'obscurité. Cesicad meres sont stérilisées par filtration
(filtre 0,22 um) puis conservées a 4 °C a l'obscurité. Pour fdestion des milieux solides, 1
volume de solution d’agar a 4,8% p/v (autoclavéen) 121°C) en surfusion est mélangé a
3 volumes de lait. La solution mere de sel de zétram est ensuite ajoutée au mélange de
facon & atteindre une concentration finale de sdl,82 mg.mL. Aprés agitation, le mélange
est coulé dans des boites de pétri qui sont steckée nuit a 4 °C a I'obscurité. Pour
I'ensemencement, des gouttes d@l5de culture bactérienne & 1 UDO (soit envirorf 10
cellules.ml*) sont déposées & la surface des géloses puisites bont incubées 48 h & 37 °C
en aérobiose (Air) ou en anaérobiose)(tlans I'enceinte Bactron I. Pour la confection des
milieux liquides, 100 pL de la solution mere dess#éd tétrazolium (concentration finale de
0.02 mg.mLY) ainsi que 100 pL de culture bactérienne & 1 DAt ajoutés & 10 mL de lait.

Les suspensions sont ensuite incubées a 37 °C.

4.3. Mesure de la résistance a un stress oxydant

Des mesures comparatives de croissance sont esafisgartir des trois conditions de culture
de B. bifidum Apres 16 h de culture, des échantillons de 30dglchaque condition sont
prélevés puis ajoutés dans une microplaque 96 pult80 uL de milieu MRS contenant de
I'H,O, (Sigma Aldrich, Lyon, France). La concentration lds0, testée est de 0,1 mM.
L’absorbance est mesurée toutes les heures a 608 lfarde d’'un lecteur de microplaque

(Paradigm, Beckman Coulter, Miami, USA) pendant 24 h

5. Analyse des Acides Gras et des Propriétés de Suréac

5.1. Analyses des acides gras

5.1.1.Extraction des lipides et préparation des esterhyhgues d’acides

gras

Les lipides totaux ont été extraits des culotsutale deB. bifidumselon la méthode de Folch
et al. (Folchet al, 1957) avec quelques modifications. Les culotfulztes sont lavés, re-
suspendus dans 2 ml de PBS (concentration finabx#&@ UFC/mL) et une extraction avec 4

volumes d'un mélange chloroforme/méthanol (2 :1 W)l volume de NaCl 0,73% est
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réalisée. Aprés 2 minutes de vortex, le mélangecestrifugé (3 min, 1000 g). La phase
inférieure est transférée dans un tube en veris,l@si solvants sont évaporés sous azote et le
tube est pesé pour déterminer la masse approxiendgvlipides. Les lipides sont ensuite
transméthylés par ajout de trifluorure de bore ¢ddn méthanol) selon la méthode de
Morrison and Smith (Morrison and Smith, 1964). Aneudifférence dans la quantité de

lipides n’a été mise en évidence entre les troislitioms de culture.

5.1.2.Analyse en chromatographie gazeuse des esters lmgadsyd’acides

gras

Les esters méthyliques d’acides gras sont anabfyd&sde d’'une chromatographie gazeuse
Hewlett Packard Model 5890 (Palo Alto, CA, USA) aveine colonne CPSIL-88
(100 m x 0.25 mm, épaisseur du film 020; Varian, Les Ulis, France). L’hydrogene est
utilisé comme gaz vecteur (& une pression de 2&). kR température du four est maintenue
a 60 °C pendant 15 min, puis augmentée a 85 °@ &itesse de 3 °C/min et ensuite a 190 °C
a une vitesse de 20 °C/min et finalement maintehwette température. L'injecteur et le
détecteur a ionisation de flamme sont maintenugemivement a 250 °C et 280 °C. Les
esters méthyliques d’acides gras sont identifiésognparaison avec des étalons internes. Les
données sont analysées a l'aide du logiciel Gal@saeian, Les Ulis, France) et exprimées en

pourcentage par rapport aux acides gras totaux.

5.2. Analyse de la fluidité membranaire

La fluiditt membranaire a été déterminée en mesutanisotropie de fluorescence en
utilisant le 1,6-diphényl-1,3,5-héxatriene (DPHR(bcheet al, 2001). Une solution mére a

1 mM de DPH (Sigma Aldrich) est réalisée dans dab§drofurane. Les cellules sont lavées
deux fois et le culot (FOUCF) est repris dans 3 mL de PBS. 9 pL de DPH ajmités dans

la solution (concentration finale en sonde 3 pMs Echantillons sont agités et placés dans le
porte cuvette du spectrofluorimetre (Hitachi F-4508pan). La température des échantillons
est mesurée a I'aide d’'un thermocouple immergé tasslution a analyser. Les mesures sont
effectuées sur une spectrométre Fluorolog 3 (J¥kon, Horiba Group, Edison, NJ), a
polarisation de fluorescence. Les longueurs dorddémission et d’excitation sont

respectivement de 360+2 nm et de 431+5 nm (Simehil, 2008). Le principe de mesure
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est le suivant : I'échantillon, constitué de molésufluorescentes, est éclairé par un faisceau
lumineux polarisé suivant I'axe Z et se propaggmrallélement a I'axe X (Figure 290n
mesure l'intensité lumineuse émise par I'échantilitans la direction Y, dans les deux
polarisations X et Z. Ces intensités, noteestll| respectivement, permettent de calculer

le parametre d’anisotropie (r) :

r=( -/ (yy+2L);

Z
échantillon |//
P
. AL Y Détecteur
Lumiére L 4
incidente rJJ
X

Figure 29 : Principe de la mesure d'anisotropie dduorescence (Le Floc'h, 2004).

La mesure de l'intensité de fluorescence est aderign soustrayant l'intensité lumineuse des
cellules non marquées et du DPH dans du tampotbrli¢ de fond n'’excéde pas 10% de

I'intensité des essais.

5.3. Adhésion aux solvants

L’adhésion microbienne aux solvants (Microbial aibe to solvents ou MATS) est mesurée
selon la méthode de Rosenbetgal avec quelques modifications (Rosenbetaal, 1980;
Bellon-Fontaineet al, 1996). Les bactéries sont lavées deux fois suspendues dans 5 mL
de PBS (concentration cellulaire finale dé LIFC/mL). L’absorbance de la suspension est
mesurée a 600 nm A 1mL de solvant est ajouté a 3 mL de suspensamtébenne. Apres
10 min de co-incubation a 37 °C, les échantilloast s/ortexés pendant 2 min. La phase
agueuse est retirée apres 20 min d’incubation 2C3&t I'absorbance a 600 nm jjfest lue.
Trois solvants ont été utilisés : le chloroformikeekadécane et I'acétate d’éthyle. L'’adhésion
a I'hexadécane reflete de I'hydrophobicité des besctestées. Les deux autres solvants

renseignent sur les caractéristiques de donneuor¢dbrme) ou d'accepteur (acétate
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d’éthyle) d’électrons (Bellon-Fontairet al, 1996). L’adhésion au solvant est calculée de la
maniére suivante :
% adhérence = (1 —AAo) x 100

5.4. Mesure de l'auto-agrégation

Les tests d’auto-agrégation sont effectués suilaantéthode de Del Ret al (Del Reet al,
2000). Les bactéries sont cultivées 18 h & 37 °@nieu MRS liquide. Les cellules sont
centrifugées (15 min, 4500 @), lavées deux foissdhnPBS et re-suspendues dans du PBS a
une DO de 1. 4 ml de suspension cellulaire sontiensortexés pendant 10 secondes et
'auto-agrégation est déterminée pendant 5 h dhation a 37 °C. Chaque heure, 0,1 ml est
prélevé sur le dessus de la suspension et une enebabsorbance est effectuée. Le
pourcentage d’auto-agrégation est exprimé de lanfagivante :

% auto-agrégation = (1 —/Ao) x 100

5.5. Adhésion aux cellules épithéliales

5.5.1.Culture cellulaire

L’adhérence aux cellules épithéliales a été analys I'utilisation de cellules intestinales
Caco-2, lignée cellulaire d'adénocarcinome coliQuenain exprimant plusieurs marqueurs
caractéristiques des cellules villositaires detd'atin. Ces cellules sont obtenues aupres de
'ATCC. Elles sont cultivees a 37 °C sous une apheése comprenant 5% de g@lans du
milieu essentiel minimum Eagle modifié de Dulbe¢BMEM) supplémenté avec 10% de
sérum de veau feetal inactivé (SVF) (30 min, 56 4@),d’acides aminés non essentiels et 1%
de glutamine. Pour les essais d’adhésion, les Cammnt spécifiguement cultivées sur des
plaques 24 puits. Les cellules sont ensemencées aameentration de 2x1@ellules / puits.

Le milieu de culture est changé tous les deux jours

5.5.2.Adhésionin vitro aux cellules Caco-2

Les tests ont été réalisés comme décrit par Ferestial avec quelques modifications

(Forestieret al, 2001). Les cellules Caco-2 sont utiliseées apfegodrs d’incubation, a un

- 105 -



Matériel & Méthodes

stade post-confluent, avec changement de milieu lesisleux jours. Au moins une heure
avant le test d’adhésion, le milieu des celluldsremplacé par du DMEM non supplémenté
en SVF. L'adhérence d®. bifidumaux cellules épithéliales est réalisée en ajolianiL de
bactéries (5x1DUFC/mI) par puits contenant les cellules Cacogbst-confluence (1 ml de
milieu DMEM par puits). Apres incubation a 37 °Chdant 1 h, les cellules sont lavées trois
fois avec du PBS et traitées sur glace avec danti-100 pendant 5 minutes pour lyser les
cellules. Le pourcentage de cellules bactérienadgrantes est déterminé en réalisant des

dilutions successives sur boites gélosés mMRS.

6. Application des Stress Représentatif du Procédé deabrication et du

Tractus Gastro-Intestinal

6.1. Application des stress représentatifs du traas gastro-intestinal

Les cellules en début de phase stationnaires avées$ deux fois et reprises dans du milieu
tryptone-sel. La concentration cellulaire est @asa 18 UFC/mL. Les cellules sont incubées

avec des fluides gastro-intestinaux (Mastal, 2007). Le fluide gastrique artificiel (pepsine

0,3% (p/v), NaCl 0,5% (p/v), pH 2 ajusté avec dulHsLi les sels biliaires sont ajoutés aux
culots cellulaires. Les cellules sont ensuite idagpendant 1 h a 37 °C. Le fluide intestinal
artificiel (pancréatine 0,1% (p/v), NaCl 0,5% (p/pH 8 ajusté avec du NaOH) est ajouté aux
culots cellulaires. Les cellules sont incubées pah@4 h a 37 °C. Afin de générer un stress
oxydant, une fois lavées, les cellules ont été sn&se contact avec de la ménadione 10 mM
(PBS) pendant 24 h. Cette molécule entraine la dtion de O2 chez les cellules (Figure

30). La viabilité et la vitalité sont ensuite meses par cytométrie en flux.

oxidoreductasa

2NADPH, 2 &

Oz."r\___/ Q.
o
CHy B CH,
MDF’H NADP* NADPH
o]

CYP reductasa CYP reductasa

farsdloRe semiguinone radical hydroguinone

Figure 30 : Réaction redox de la ménadione. En coittbn aérobie, les formes actives peuvent étre ré-
oxydées de fagon non-enzymatique produisant ainsed ROS (Géttel, 2009).
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6.2. Applications des stress représentatifs du predé

Les cellules en début de phase stationnaires awvées deux fois et reprises dans du milieu
tryptone-sel. La concentration cellulaire est &asta 18 UFC/mL. Les suspensions
bactériennes sont congelées a -80 °C. La vialgtit@ vitalité sont mesurées apres un cycle
de congélation — décongélation (cinétique de catigél de 8 °C/min, 24 h de maintien a -80
°C et cinétique de décongélation de 24 °C/min) (boret al, 2004) (Figure 311

60
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w0 //'
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Figure 31 : Congélation et décongélation des prépations bactériennes
6.3. Protocole de marquage

Avant I'analyse en cytométrie en flux, les échmtié sont lavés au PBS. Les taux de survie
(viabilité) et l'activité enzymatique (vitalité) egs I'application d’'un stress sont estimés par
cytométrie en flux (FACSAria I, BD Biosciences,5dose, USA). L’iodure de propidium
(IP), utilisé pour contréler l'intégrité cellulairgviabilité), est une sonde qui ne pénetre que
dans les cellules perméabilisées et fluoresce ttrssa complexation avec les acides
nucléiques intracellulaires. Cette sonde est dissdans de I'eau distillée (10 mg.iLpour
préparer la solution stock. La carboxyfluorescé@iaeétate (CFDA) est utilisée pour contrbler
la vitalité cellulaire puisqu’elle peut étre clivpar I'activité estérasique intracellulaire et ains
fluorescer. Cette sonde est dissoute dans du DMSDnfg.mL") pour préparer le solution

stock. Les tests sont réalisés par un double mgegpaur quantifier la viabilité et la vitalité
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de chaque échantillon aprés un stress. Les cel{@leslL a 16 UFC/mL) sont incubées
pendant 10 minutes avec 0,5 pL.nte solution stock de cFDA, puis lavées et marquées
avec 0,5 pL.mL de solution stock de IP. Aprés 5 minutes d'incidmtles échantillons sont

analysés par cytométrie en flux.
6.4. Analyse en cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une technique d’analysengtative et qualitative de cellules et de
particules en suspension. Elle permet I'étude dectaxistiques physiques et chimiques telles
gue la taille, la granulométrie et d'autres comptssau fonctions pouvant étre détectés grace
a des sondes fluorescentes spécifiques. Les celddpt entrainées par un flux liquide et
défilent & grande vitesse, cellule par cellule,sdanfaisceau d’'un ou plusieurs lasers (jusqu’a
30000 éveénements par seconde). La lumiere réénaseep cellules (par diffusion ou
fluorescence) permet de distinguer des sous-paopusaselon différents critéres. Les signaux
lumineux sont collectés par des photo-détecteurst@uliode pour la diffusion petits angles,
photomultiplicateurs pour la diffusion grands asglet la fluorescence) qui vont les
transformer de fagon proportionnelle en signaugtétpies. Ces signaux sont ensuite envoyes
a un analyseur multicanaux permettant la reprégentae la répartition de la population

analysée, en fonction du ou des parametres ét(fleagre 33.

PMT 5

L]

i
e s

- -
P B fl
- |
] )
: i ﬂ PMT 3
; e

PMT 2

Echantillon
Filtre

,I.i dichroique

| @
iy " v [T
Détecteur ] ?/ - PMT 1

de diffaction | . - Laser
Filtre passe-bande

e

Flux de cellules J. Paul Robinson

Purdue University

P R T

Figure 32 : Schéma du principe de fonctionnement dh cytomeétre en flux (d’aprés Robinson J. P., 1999)
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Avant de réaliser les analyses, les compensati@ssdgux sondes fluorescentes ont été
calculées. Un mélange de cellules mortes et viga(B®-50) doublement marquées a été
utilisé pour vérifier les compensations. Ainsi, 53fés cellules ont été détectées comme
viable et 47% ont été détectées comme mortes. &rague échantillon, 10000 événements
sont collectés par le cytometre de flux FACSCALti@quipé d’un laser d’excitation argon a

488 nm. Des filtres optiques a 530 (cFDA) et a @R) nm sont utilisés pour récupérer la

fluorescence émise par les cellules. Les résud@ats issus au minimum de trois répétitions

indépendantes.

7. Mesure de la Fonctionnalité

7.1. Mesure des activités SOD et catalase

La mesure de I'activité catalase se fait par miseantact d’'une colonie de bactéries avec du
peroxyde d’hydrogéne. Un dégagement gazeux témaoigme activité catalase positive.
L’activité de la superoxyde dismutase (SOD) esturéss en utilisant un kit commercial
(RANSOD, Randox, Ardmore, UK) (Kullisa@t al, 2002). Ainsi, I'activité SOD est mesurée
par le degré d’inhibition de la réaction de I'l.N.Tchlorure de 2-(p-iodophényl) -3-
p(nitrophényl)-5 phényl tétrazolium) avec le radimaperoxyde :

I.IN.T. + O,” > formazan coloré

La formation du radical superoxyde étant généréelgpaéaction entre la xanthine et la
xanthine oxydase (XOD) :

Xanthine + XOD-> Acide urique + @

A 0,05 mL d’extrait cellulaire de bactéries (obtarmmme exposé au paragraphe 3.1.2.) sont
ajoutés 1,7 mL de substrat et incubés a 37 °C. BalsuL de xanthine oxydase sont ajoutés,
et 'absorbance est mesurée apres 30 secondesii@uBs. L'activité SOD est exprimée en

U/mg de protéines.

7.2. Mesure du TAA
L’activité totale antioxydante (TAA) est mesuréer pm kit commercial (TAS, Randox,
Ardmore, UK). Cette méthode est basée sur la cipaes bactéries a inhiber le radical

ABTS™, obtenu & partir de I'ABTS (sel d’ammonium de itk 2,2' azinobis (3
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éthylbenzothiazoline 6 sulfonique)) comparativementun antioxydant de référence, le
Trolox, dont la structure moléculaire cyclique esmilaire a celle de la vitamine E.
L'obtention du radical cation résulte du contact’&8TS avec une enzyme de peroxydation
(peroxydase metmyoglobine) en présence g®,HLe radical ABTS', en contact avec un
donneur de Hconduit & I'’ABTS et a la décoloration & 600 nm de la solution.

A 1 ml de chromogéne (metmyoglobine) est ajouté d2le lysat cellulaire dans du PBS
(10> UFC/mL) ou de Trolox. L'absorbance initiale estsmee. Puis 0,2 mL de substrat
(H20,) est ajouté. Aprés exactement 3 minutes d’incobadi 37 °C, I'absorbance est lue a

600 nm. Les résultats sont exprimés en unité Tritoxol/L).

7.3. Mesure du potentiel anti-radicalaire global

Le potentiel global anti-radicalaire a été évalnéudlisant le test biologique KRL mis au
point par la société Lara Spiral (Couternon, Frafeost, 1992). Ce test permet I'évaluation
de la résistance des globules rouges a une attagliealaire induite par une molécule
chimique (AAPH ou 2,2’-azobis (2-amidinopropane) agit en produisant des radicaux
hydroxyles, ce qui induit une peroxydation lipidéqat protéique de la membrane cellulaire
(Dai et al, 2006; Yanget al, 2006). Les échantillons de sang provenant deatheent un
temps de demi-hémolyse proche de la référence medietrouvé chez le cheval (£3%)
(Pastorelliet al, 2010). L’'hémolyse est enregistrée sur un lectieuplaque 96 puits (GRL
400, Kirial SA, Couternon, France). Les résultatgprimés comme le temps nécessaire pour
atteindre 50% du maximum d’hémolyse (temps de d@melyse ou HT50, en minutes),
sont standardisés en équivalent Trolox. Les bastésont re-suspendues dans du PBS et

utilisées a une dose de 1X10FC/ml.

7.4. Mesure du pouvoir anti-mutagéne

7.4.1.Co-incubation avec le 4NQO

Le pouvoir anti-mutagéne des bactéries est mesurdypdisation du 4-nitroquinoline-N-
oxide (4NQO), molécule a la fois pro-oxydante (préeur du @) et mutagéne. Les
préparations bactériennes sont lavées deux fois misuspendues dans du PBS (8x10

UFC/ml). Le 4NQO est ajouté aux cellules (concdimrafinale de la molécule de 0,1 mM).
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La co-incubaton est maintenue a 37 °C pendant 1BOswous agitation (100 rpm). Les
cellules sont centrifugées et le surnageant est fiffitre PVDF 0,2 um). Le spectre
d'absorbance du surnageant est analysé en spettinpédur évaluer une éventuelle
modification de la molécule. Des expériences sgatetnent menées avec de la cystéine (1,7
mg.L* & 10 g.I*) et avec des cellules tuées thermiquement (100 & min) (Lankaputhra

and Shah, 1998). L'effet du surnageant bactérieggeement évalué.

7.4.2. Test des cometes

Au préalable de ce test, la cytotoxicité du suraagbactérien et du 4NQO a été évalué. Pour
ce faire, apres 18 h de co-culture entre les @dl@aco-2 et le surnageant bactérien ou le
4ANQO, les cellules viables sont comptées au bledirgpan. Le surnageant bactérien tout
comme le 4NQO ne présentent pas d’'effet cytotox{dableau 1R

Tableau 13 : Effet du surnageant bactérien sur laiabilité des cellules Caco-2 (comptage au bleu Trgm).
CV : coefficient de variation.

PBS Surnageant bactérien ANQO

Cellules vivantes 1.2xBqcv:9%)  1,4x1B(CV: 3%) 1,1x18 (CV : 8%)
Cellules mortes 6,1xIqCV : 47%) 4,4x16(CV:71%)  6,1x1H(CV : 0%)

Le test des cometes (Singh al, 1988) a été utilisé sur des cellules Caco-2 ayestques
modifications. Cette méthode en conditions alcalipermet de détecter non seulement les
cassures doubles brins mais aussi les Iésionsesniypins et les sites alcali-labiles résultants
d’'une exposition a un agent génotoxique. Le prdeose déroule en cing étapes : (1) La
préparation des lames et des gels d’agarose esitape importante car les gels doivent étre
suffisamment stables pour permettre la manipulatias surtout doivent étre suffisamment
réguliers pour éviter un bruit de fond trop impattaApres solidification du gel contenant les
cellules, les lames sont placées dans une solyti@parée a partir de sels a forte
concentration et de détergents, ce qui aboutit @ lyse de lintégralit¢ du matériel
extranucléaire (membrane nucléaire comprise) L'@DN est ensuite dénaturé (déroulé) par
rupture des liaisons hydrogénes a pH 13 pour predlgs simples brins et permettre
I'expression des sites alcali-labiles et des cassde brins d’ADN ; (3) L’ADN ainsi préparé
est ensuite placé dans un champs électrophoréfique produire les cometes ; (4) Apres

neutralisation, les brins d’ADN séparés par lesdamns alcalines peuvent reprendre leur
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forme initiale super enroulée dans la téte alorsl'ddzN de la queue reste sous forme simple
brin ; (5) Les cométes sont visualisées apres atbor de '’ADN par un agent intercalant
fluorescent.

Les cellules Caco-2 sont cultivées comme décricggémment. Le test est réalisé sur des
plaques 6 puits ; les puits contenant 2 mL de DMt inoculés avec 1xi@ellules. Les
cellules sont mises a incuber (18 h / 37 °C). Léemiest renouvelé et 100 pL du mélange
surnageant bactérien — 4NQO est ajouté au 2 mLMEND. Puis une incubation de 18 h a
37 °C est realisée. Un contréle négatif est réaissr du PBS et un contrdle positif avec du
MMS (méthanesulfonate de méthyle ; concentratioaldé par puits de 65 puM). A la fin du
traitement, le milieu est éliminé et les celluleatsdécollées avec 25 uL d’EDTA (incubation
de 5 minutes a 37 °C). Les cellules sont centrifgge minutes a 100 g et 4 °C dans un tube
Eppendorf contenant 1 mL de milieu DMEM. Le culetllglaire est repris par 100 puL de
DPBS et le tube est maintenu a 4 °C dans la glaz cellules sont aliquotées dans 2 tubes
Eppendorf (50 pL/tube) gardés sur glace. A ces 5@qicellules sont ajoutés 75 pL d'agar
LMP (low melting point) 0,5% a 37 °C. 70 pL de cé€lange sont déposés sur une lame
trempée la veille dans de I'agarose NMP (normatingeboint) & 1% maintenu en surfusion.
Les lames sont mises en contact avec 135 mL dei@olumere de lyse (NaCl 2M, EDTNa

100 mM, tampon Tris 10mM et sarcosinate de sodiQgil), 15 mL de DMSO et 1,5 mL de
Triton x100 pendant 1 h a 4 °C. Les lames sontinggouttées puis déposées dans la cuve
d’électrophorese. La cuve est ensuite remplie dvecde tampon pH 13 (NaOH 300 mM,
EDTA;Na 1 mM, BO gsp 1 litre). Aprés 20 minutes, I'électrophorésedémarrée (300 mA,
25 mV, 20 min). L’ADN des cellules non altéréesmigre pas, 'ADN des cellules altérées
est fragmenté et ces fragments d’ADN migrent verpdle positif formant ainsi une queue
plus ou moins longue qui donnera la comeéte. Leg$asont rincées trois fois avec du tampon
Tris, une fois avec de I'éthanol absolu et séclaéesnpérature ambiante. L’ADN est ensuite
marqué avec 40 pL d’'IP (5 mg/L) puis analysée errascopie de fluorescence. 100 cométes
individuelles par lames et 3 lames par espéce tact® ou condition de culture sont
évaluées visuellement au microscope. Pour I'analigse cométes sont classées selon leur

appartenance a I'une des 5 classes selon I'inéedsiteur queue (Figure 33
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Figure 33 : Exemple de comeétes (lymphocytes humajnse numéro indique le score attribué visuellement
(Collins et al, 2008).

Chaque classe de cometes est évaluée entre 0 @) 4: pas de dégat et (4) = dégats

maximum. Le score total des comeétes est évalua fagbn suivante :

(pourcentage des cellules de classe 0)*0 + (potagendes cellules de classe 1)*1 +

(pourcentage des cellules de classe 2)*2 + (potagendes cellules de classe 3)*3 +

(pourcentage des cellules de classe 4)*4. Par qaesée, le score est compris entre 0 et 400

(unité arbitraire).

8. Traitement Statistigue des Données

Les difféerentes analyses statistiques des résultatteté effectuées a I'aide du logiciel R
version 2.12.2 (R Foundation, Vienne, Autriche).tgdst ANOVA a été utilisé afin de veérifier
gue les distributions sont identiques et un tesStdeent-Newman-Keuls (SNK) permettant la
comparaison de moyennes par paires. Sauf cas itestries différences ont été considérées

comme significatives pour un risque< 0,05.
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RESULTATS

1. Mise en Place d’'un Crible Permettant de Sélectionmedes Bactéries

Probiotigues Résistantes et Fonctionnelles

Objectif de I'étude: le but de cette étude est de mettre en placeribie ermettant de

sélectionner rapidement des souches probiotiqeestagtes aux conditions du tractus gastro-
intestinal et aux procédés industriels. L'utilisatide la cytométrie en flux permet de cribler
des souches a la fois sur leur résistance auxssfpasametre viabilité) mais également sur
leur aptitude a rester métaboliquement activessapnestress (parametre vitalité). Ainsi, la
viabilité mesure la perméabilité membranaire etitalité mesure 'activité enzymatique des
souches aprés un stress. Ces deux parameétres cenpimdettent de renseigner sur I'état
physiologique des souches apres un stress. Ure atébla fonctionnalité « antioxydante » est
également mis en place. Ce crible devra permettsgléetionner des souches a la fois sur des
criteres enzymatiques (SOD, catalase) mais égatesuerieur aptitude a diminuer le stress
oxydant en présence de cellules animales ou husdireamont de la mise en place de ce
crible, 'INRA a au préalable sélectionné 9 souclses des criteres de fonctionnalité
« immuno-modulation » et/ou « antioxydant » (Tablé&). De plus, I'efficacité des souches
choisies devra étre comparée a des souches iradlestrde référence. A cet effet, deux
souches sont rajoutées dans les souches a cribbercaseiDN114-001 etlLb. fermentum
ME-3. A l'issu du criblage des souches sur leubitg/vitalité et sur leur fonctionnalité, une

ou deux souches seront retenues pour étre tasteém® par 'INRA MICALIS.

1.1. Screening viabilité - vitalité

La sélection des souches probiotiques s’est fagtda détection en cytométrie en flux de la
viabilité et la vitalité des bactéries aprés uresdr Pour cela, un marqueur des acides
nucléiques, I'iodure de propidium ou IP a été séilill a la particularité de marquer le noyau
des cellules ayant perdu leur intégrité membranpiménomeéne caractéristique de la nécrose
cellulaire. Le cFDA a également été employé pousurer la vitalité des souchesa
I'activité estérasique. La Figure J¥ésente ainsi la technique de marquage : deslazll
vivantes apparaissent négatives marquées ou nohWPa(d, c); des cellules mortes
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apparaissent négatives si elles ne sont pas marquiéd® (b) et positives une fois marquées
(d). Pour le cFDA, les bactéries possédant desit@stienzymatiques sont positives une fois

marquées (e) et négatives si elles ne possedentialctivite (f).
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Figure 34 : Marquages des témoins positifs et négegta I'lP et au cFDA.
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Difféerents stress ont été retenus pour permettresélaction d’'une bactérie probiotique

fonctionnelle et résistante :

- stress du tractus gastro-intestinaEstomac (pH2, pepsine), Colon (pHS8,

pancréatine), Sels biliaires, Stress oxydanOg-bu ménadione) ;

- stress du procédéCongélation, Stress osmotique (NacCl), Lyophiiea Séchage
aérien, Stress « yaourt » (attente a froid 24 hpeEsence de lactate) et Stress
oxydant (HO, et ménadione).

Ces stress ont été élaborés pour avoir des répgnsgsees des souches et non uniquement

une réponse binaire 0 ou 100% (Figurg 35
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Figure 35 : Effet d’'un stress sur la viabilité de 3ouches probiotiques (mono-marquage a I'lP).

-117 -



Résultats

Ainsi, le stress «yaourt » et le stress oxydarmcakH,O, ont été éliminés puisqu’ils ne

permettaient pas une discrimination des souches.

1.1.1.Simulation du passage dans I'estomac

Pour ce test de screening, les souches ont étégasmendant une heure dans une solution
isotonique a pH 2 avec 3g/L de pepsine a 37 °C ¢blas al, 2007). Les résultats de la
Figure 36 montrent une tolérance souche-spécifique a I'tcidiomacale. Des traitements
statistiqgues ont été réalisés afin de différenlg@srsouches entre elles pour chaque stress. lls

sont présentés Tableau é4Tableau 15
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Figure 36 : Effet d'un fluide gastrique artificiel sur la viabilité et la vitalité des souches probiagues.

Ce test est trés discriminant et permet d'élimilesr souches les plus fragiles. Les trois
souches présentant le meilleur taux de survie lslonfermentumLb. breviset Lb. zeaeEn
effet, apres le traitement, ces souches perdenhsrae 10% de viabilité. Parmi ces trois
souches, seule lab. zeaeprésente également une forte activité enzymatigpees le
traitement, avec une vitalité de plus de 80%. Dautxes souches présentent également une
bonne vitalité aprés le stress acide, ce sontleshesB. longumet St. thermophilugplus de
90% de vitalité). Au contraire, les souches lesnaggésistantes et présentant la moins bonne

vitalité apres le stress sdd. bulgaricusB. bifidumetLb. curvatus
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1.1.2.Simulation du passage dans le colon

Afin de caractériser et de comparer la résistanggaasage du tube digestif des onze souches
sélectionnées, les probiotiques ont été plongéedgme vingt quatre heures dans une solution
binaire isotonique pH 8 avec 1g/L de pancréatid® &C (Mascoet al, 2007). Puis, le taux

de survie des souches probiotiques a été mesuréyfmanétrie de flux. Les résultats sont

présentés Figure 37
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Figure 37 : Effet d’un fluide intestinal artificiel sur la viabilité et la vitalité des souches probiiques.

Les résultats obtenus montrent une bonne résistimtensemble des micro-organismes a ce
test de screening puisque presque toutes les soochain taux de survie supérieur a 70%.
Cependant, seules trois souches présentent undesxrvie supérieur a 90%. Ce sont les
souched b. fermentumLb. paracaseetLb. zeaeDeux souches présentent une viabilité plus
faible ; il s’agit deB. bifidumetL. casei Le parametre vitalité ne permet pas de faireoréiss

une souche en particulier puisqu’elles ont toutee uitalité supérieure a 80%. Seule la

souchel. breveprésente une vitalité inférieure a 60% apresréss représentatif du colon.
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1.1.3.Effet des sels biliaires

La viabilité et la vitalité des souches probiotiguapres un stress biliaire 0,1% pendant 1 h

sont présentées Figure.38
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Figure 38 : Effet des sels biliaires sur la viabilé et la vitalité des souches probiotiques.

Les onze souches testées présentent une résidtascdifférente a I'exposition aux sels
biliaires. Ainsi, les soucheB. longum Lb. paracaseiet Lb. zeaeprésentent une trés bonne
résistance. Les autres souches testées présemenfaible survie apres le stress acides
biliaires, en particulier les souchBs bifidum Lb. bulgaricus Lb. curvatusetLb. fermentum
Comme pour le stress colon, la vitalité des souelpess traitement avec les sels biliaires est

trés élevée (>80%).
1.1.4.Effet d’un cycle congélation / décongélation
Afin de caractériser et de comparer la résistamseotize souches sélectionnées au procédé de

congélation, les probiotiques ont été soumis a weleccongélation-décongélation. Les

résultats sont présentés Figure 39
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Figure 39 : Effet d'un cycle congélation / décongation sur la viabilité et la vitalité des souches
probiotiques.

Les onze probiotiques testés présentent peu daatifes entre eux. La majorité des souches
résistent assez bien au procédé de décongélatien,des taux de survie supérieurs a ceux
des souches industrielles. Seules trois souchesment une trés faible survie a ce strdss :
longum Lb. curvatusetLb. paracaseiCe sont également ces souches qui présentermia m
bonne activité enzymatique aprés le stress. b esiter que les souches présentant a la fois la

meilleure viabilité et vitalité sont les souchesbifidum Lb. bulgaricusetLb. zeae
1.1.5.Effet d’'un stress oxydant
L’effet de I'H,O, ne permettant pas de discriminer les souches gqifqbes entre elles, la

ménadione a été employée pour réaliser un stregdank Cette molécule est capable de

générer de I'anion superoxyde (Q2Les résultats sont présentés Figure 40
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Figure 40 : Effet d'un stress oxydant sur la viabité / vitalité des souches probiotiques.

Les souches testées présentent une viabilité evitad@é trés différentes au stress oxydant.
Ainsi, seules quatre souches résistent trés deriangum Lb. curvatusLb. paracaseet Lb.

plantarum

De plus, la résistance et la vitalité de ces sauche procédés de séchage (lyophilisation,
séchage en couche mince et séchage aérien) optrégdl été testées (Tableau&Fableau
15). Il apparait que les souches les plus résisagtt présentant une forte activité estérasique

sontLb. curvatus Lb. paracaseiet Lb. plantarum Il est tres intéressant de noter que les
souches les plus résistantes aux procédés de séehagrésentant la plus forte activité

enzymatique sont également celles retrouvées empoér le stress oxydant.

Les résultats obtenus sur I'ensemble des testscoeersng procédé et tractus digestif
permettent de classer les souches en quatre groupes

- les souches trés résistantéd: zeaeetLb. paracasei

- Les souches résistantdsh. brevis Lb. fermentumLb. plantarumetB. longum

- Les souches moyennement résistantds casejLb. curvatuset St. thermophilus

- Les souches faiblement résistant8s bifidumetLb. bulgaricus
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Tableau 14 : Effet des stress gastro-intestinaux @rocédés sur la viabilité des souches probiotiqué®o de viabilité). * > ¢ ¢ &9 Résultat d'un test de Student-Newman-

Keuls (SNK) a 5%. Les valeurs dans une colonne doéa avec une méme lettre ne sont pas statistiquemeiifférentes. ND : non déterminé.

Souches os?r::)iisqsue (%%g%églglt;:%é Lyophilisation ciﬁgpggn?ir?ge Fluide gastrique  Fluide intestinal Sels biliaires Stress oxydant

Lb. plantarum 88,22 79,32 36,1° 36,3° 75,9° 74,1%° 82,8° 89,2 %" ¢
Lb. casei 24,4° 69,3° 3,0° 2,4° 64,5° 37,2° 58,8 % © 75,2 %¢
Lb. zeae 50,4 ° 86,0° 31° 9,8"°¢ 95,52 93,42 93,22 59,1°%"
Lb. bulgaricus 76,3° 87,1° 2,4¢ 13,4°°¢ 2,19 66,2" ND 51,1
B. bifidum 54,3° 83,52 28,8"°¢ 10,0%°¢ 30,3° 40,8° 54,3% ¢ 444"
Lb. curvatus 85,52 31,4° 423" 231° 94" 82,92° 56,0% © 79,8 ¢ ¢
Lb. paracasei 90,6 2 23,0° 54,72 19,6"° 86,2° 91,92 95,22 94,1%°
B. longum 47,4°¢ 22,2° 29,0¢ 12,4"¢ 75,5° 75,12° 96,22 97,92
Lb. brevis 55,8° 58,7° 21,6°¢ 43"° 86,9° 80,3" 68,8 ¢ 735%%¢
Lb. fermentum 62,3"°¢ 59,4° 15,7°¢ 3,7%°¢ 95,32 88,4 2" 50,6 ¢ 66,5%°
St. thermophilus 27,0° 80,22 415" 14,8"¢ 79,4° 72,82° 63,7 ©¢ 443"

Tableau 15 : Effet des stress gastro-intestinaux grocédés sur la vitalité des souches probiotiqué%o de vitalité). & ¢ ¢ ©: Résultat d'un test de Student-Newman-Keuls

(SNK) a 5%. Les valeurs dans une colonne donnée avene méme lettre ne sont pas statistiquement difiéntes. ND : non déterminé.

Souches Stre§s C,ongelz'fltlo_n / Lyophilisation Sechage_en Fluide gastriqgue  Fluide intestinal Sels biliaires Stress oxydant
osmotique décongélation couche mince
Lb. plantarum 56,4 ° 98,2° 70,6° 66,12 35,1° 97,2%" 94,6" 98.8°2
Lb. casei 92,82 95,42 1,7¢ 12,6 ° 25,0° 87,8° 83,1° 64.8>°¢
Lb. zeae 95,32 84,8%" 10,9¢ 14,1° 78,9 2 97,6 *" 98,4 2 85,0%"
Lb. bulgaricus 96,92 95,12 4.4° 20,9° ND 98,02 90,0° 84,82"
B. bifidum 99,82 89,82 69,1° 79,62 89,22 84,51 96,6 *° 95,52
Lb. curvatus 77,1°¢ 82,0%" 66,02 64,52 42° 92,8"° 94,8"° 94,92
Lb. paracasei 85,2° 33,0° 49,0° 19,8° 77,62 80,9¢ 98,72 95,62
B. longum 31,8° 51,5°¢ 30,9°¢ 18,6 ° 94,0 82,2¢ 99,52 96,5 2
Lb. brevis 85,1° 68,2" 16,5¢ 25° 68,1° 56,1° 90,2° 60,1 ¢
Lb. fermentum 962 93,9° 16,2¢ 37° 42,9° 96,7 " 97,6 %" 84,9 "
St. thermophilus 76,9° 97,52 44,0 °¢ 74,32 93,32 93,7 2" 91,3° 28,9 ¢
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Ce crible permet donc de trouver des souches @sistantes et présentant une meilleure
activité enzymatique aprés un stress que deux atdsdndustriels testéslf. caseiet Lb.
fermenturh De plus, la souche dB. bifidum décrite dans la littérature comme étant tres

sensible aux stress ressort bien sur ce screeamgie une souche tres faiblement résistante.

1.2. Screening du pouvoir antioxydant

Un des axes santé visé dans le projet Probiotigideepouvoir_antioxydantl es
méthodes permettant de mesurer la diminution dasstoxydatif sont nombreuses (Griffiths
et al, 2002). Elles peuvent étre divisées en trois catég: (1) la composition (production
d’enzymes, d’antioxydants) ; (2) le potentiel (cgipa a diminuer l'effet de molécules
oxydantes); (3) la susceptibilité a I'oxydation sjgtance aux radicaux libres). Le but du
screening est de confirmer les résultats obtenus IDHRA MICALIS sur la susceptibilité a
'oxydation des souches probiotiques. L'INRA a dfetetesté au préalable la résistance de
plus de 150 souches au stress oxydapOfHet a sélectionné les 6 meilleures. Ces souches
sontLb. brevis Lb. delbrueckii Lb. plantarum Lb. zeaeet St. thermophilusA ces souches
sont également ajoutées la référence industridlle, fermentumME-3, la référence
académiqueB. bifidum et une souche non retenue pour ses propriétésxpdigintes,Lb.
paracasei La multiplication des approches vitro par notre laboratoire devrait ainsi
permettre de choisir les deux souches au pouvamamltant le plus élevé pour mener par la
suite des expérienc@s vivo. De plus, ces différents tesitsvitro permettront de constituer le
dossier EFSA. Ainsi deux tests concernent la cortipnset trois tests concernent le potentiel

des souches.

1.2.1.Dosages biochimigues de I'activité antioxydante lohastéries
Tout d’abord afin de caractériser le pouvoir anyjitant des bactéries probiotiques, des
méthodes basées sur la composition ont été misetaea. Ainsi, la présence ou I'absence

d’'une catalase ainsi que le dosage de la SOD énedtisés. Les résultats de la présence de

I'activité SOD sont présentés Figure 41
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Figure 41 : Activité SOD des souches probiotique&™®: les colonnes portant des lettres différentes sont
significativement différentes (Test SNK avec un rizue a de 5%).

Ainsi, deux des souches sélectionnées par 'INRAMLIS sur un critére de résistance au
peroxyde d’hydrogene présentent également une &atieité SOD. Ce sont les soucheas
lactis etLb. zeaeDe plus la souchkec. lactisune plus grande activité enzymatique SOD que
la souche de référence antioxydante, la southdermentunME-3 (résultat non significatif

au risquen de 5%). La souchkb. paracaseinon retenue pour ses capacité antioxydante par

I'INRA, ne présente ni acticité catalase ni acé\v&OD.

Des méthodes permettant de caractériser le pdteiesesouches probiotiques ont également
été mises en place. Tout d’abord, dans la méthdg&eCT (Trolox equivalent antioxidant
capacity), I'activité antioxydante totale de la témie probiotique est déduite de sa capacité a
inhiber le radical ABTS. Les résultats de ce test sont présentés Figure 42
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Figure 42 : Pouvoir antioxydant de souches probiotjues mesuré par I'inhibition de 'ABTS.*P¢¢: |es
colonnes portant des lettres différentes sont sidigativement différentes (Test SNK avec un risque. de
5%).
Les souche8. bifidum Lb. brevis Lb. zeaeetLc. lactisprésentent une capacité a diminuer la
formation d’'un radical libre. Cette capacité esaim@oins significativement plus faible que
celle de la souche de référentbé, fermentumME-3. Enfin, comme attendu, la soudhie.

paracaseine présente aucune activité antiradicalaire.

1.2.2.Mesure de l'activité antioxydante des bactériescmliules animales

ou humaines

Deux autres méthodes permettant de caractérigatémtiel des souches probiotiques ont été
mises en place. Ces méthodes ne sont plus uniqudpasées sur la quantification de

molécules chimiques comme c’était le cas dans tagpaphe précédent, mais utilisent des
cellules animales (KRL) ou humaines (tests des tesheAinsi, la premiere méthode mise en
place permet de mesurer le potentiel global demtéfeanti-radicalaire, et la seconde permet

.....

corrélée au stress oxydant).
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1.2.2.1. Potentiel global de défense antiradioaldés souches

Ce test permet de caractériser le potentiel de ndéfeanti-radicalaire d’'une souche
bactérienne. Des cellules sanguines subissent tiaqua radicalaire et la mesure de la
diminution d’absorbance permet de suivre la disioari progressive des cellules. La
résistance du sang a l'attaque radicalaire estiragprpar le temps nécessaire a la lyse de
50% des cellules sanguines. Ainsi, I'effet d’'unetbde antioxydante se traduira par une
augmentation de la résistance du sang témoin attague radicalaire. Les résultats du test
KRL sont présentés Figure 43es résultats sont exprimés en équivalent trolox.
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Figure 43 : Pouvoir antioxydant de souches probiotjues mesuré par le test KRL*"“%¢ |es colonnes
portant des lettres différentes sont significativerant différentes (Test SNK avec un risque de 5%).

Le test KRL confirme les précédents résultats stasched b. brevis Lb. zeaeet Lc. lactis
semblent posséder des capacités antioxydantes tempes. C’'est également le cas de la
souchelb. delbrueckii La souche non sélectionnée par I'INR4&. paracaseiprésente des
faibles taux d’augmentation de la résistance dig samune attaque radicalaim. bifidum
présente également un fort potentiel de défensealade.
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1.2.2.2. Test des comeétes

Afin de tester le pouvoir antioxydant des souchas des cellules humaines, un test des
cometes a été mis en place. Ce test bien qu'indipecsque les cellules bactériennes ne sont
pas en contact direct avec les cellules humaines-2aa I'avantage d'étre réalisé sur des
lignées de cellules humaines épithéliales. Il peérae décrire l'efficacité des bactéries
probiotiques a diminuer la concentration d'une roolé mutagene, le 4ANQO. Cette molécule
est en outre capable de générer I'anion superof®gi8. Le test des cométes étant difficile &
mettre en place, seules les souches les plus ss@értes d’'un point de vue du pouvoir
antioxydant et de leur état physiologique apresiesss ont été testées. Ainsi, les southes
zeaeet L. breveont été retenues ainsi que la souche de réféiadostrielleL. fermentum
ME-3. La souché.c. lactis bien que présentant de fortes capacités antiongddsupérieures

a celle de. breveg n’a pas été retenue pour ce test. En effet, setiehe étant un lactocoque,
elle semble moins propice a une utilisation de tygaurt. La souche académigBebifiduma
€galement été conservée pour le test des comedtie.g0uche, bien que présentant une faible
viabilité/vitalités aux stress étudiés, présente bonne fonctionnalité. Les résultats de ce test

sont ainsi présentés Figure. 44

400 a e d b b b c

350 A

300 -

250 A
200 +
150 ~
100 A
50 A
0 . . . . . .

Référence Référence 4NQO 4NQO + B. 4NQO + Lb. 4NQO + Lb. 4NQO + Lb.
négative positive bifidum brevis fermentum zeae
(MMS)

Score moyen

Figure 44 : Score moyen des classes (pour cent algk).*>%: les colonnes portant des lettres différentes
sont significativement différentes (Test SNK avecrurisque o de 5%).
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Deux références ont été utilisées pour s’assureletest des cometes sur cellules Caco-2 est
bien fonctionnel. La référence négative correspauxl cellules non traitées et la référence
positive aux cellules traitées avec du MMS (métbatienate de méthyle, agent alkylant et
canceérigene). Le MMS est connu pour assurer dedtsiég niveau de '’ADN, ce qui doit se
traduire au niveau du test des cometes par un scEsetlevé. Ainsi, la référence négative
présente un score de classe tres faible (scoreldsses de 50) et la référence positive un
score trés élevé (score des classes de 329), esigaonforme avec la littérature (Azqueta

al., 2005). Parmi les quatre bactéries testées, smite permettent de diminuer de facon
significative I'effet mutagene du 4NQO. Ainsi laustieB. bifidumpermet de diminuer de
25% l'effet mutagene, LBRO1 de 26% et ME3 de 3286 @cores des classes correspondants
étant de 219, 216 et 197). Les souches ne sortigrficativement différentes entre elles au

risquea de 5%.

De plus, la répartition des différentes classesatdue est présentée Figure 45
100% -

80% - Classe.
Classe 3

60% - B Classe 2

H Classe 1
40% - B Classe0
N I l
O% n T . T T T T T

Référence Référence 4NQO 4NQO + B. 4NQO + 4NQO + 4NQO +
négative positive bifidum  Lb. brevis Lb. Lb.zeae
(MMS) fermentum

Classe de I'ADN

Figure 45 : Répartition des classes.

La référence négative est essentiellement constidaélasse 0 (cellules intactes) et de classe

1 (cellules trés peu endommagées). Elle ne présamtene cellule en apoptose (classe 4)
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contrairement a la référence positive. Cette dezragémporte majoritairement des cellules de
classe 3 (cellules trées endommagées) et de classefiét du 4NQO est moindre par rapport
au MMS puisque le nombre de classe 4 est infégaeun plus grand nombre de classe 2 y est
visible. Ceci traduit un effet plus mutagene queagexique de cette molécule, contrairement
au MMS. Au niveau de l'action des bactérids, bifidum LBRO1 et ME3 augmentent
significativement le taux de classe 0, 1 et 2 ehinlient les classes 3 et 4 de facon

significative également.

2 A la vue des différents résultats, les souchéb. zeaeet Lb. brevissemblent posséder de
fortes capacités antioxydantes, avoisinant celle da souche de référencd,b. fermentumME-
3. Ces deux souches présentent également une treged viabilité et vitalité par rapport aux
stress du tractus gastro-intestinaux et a la congation. La souchel.b. zeaeprésente cependan
une résistance et une activité enzymatique accrueaprapport a la souchelLb. brevis mais
également par rapport aux souches industrielles desférences,Lb. caseiet Lb. fermentum
Ces deux souched p. breviset Lb. zeag, ainsi que la souche industrielld.b. fermentumME-
3, seront ainsi utilisées pour les essais meniésvivo par I'INRA MICALIS. La souche B.
bifidum a également été sélectionnée comme modéle d’étualeadémique. En effet, cett

souche présate un fort potentiel antioxydant, mais peu de sysimes actifs comme la SOD @

la catalase. Son pouvoir antioxydant doit alors preenir de systemes de défenses npn
enzymatiques. Il serait donc possible de moduler sepropriétés fonctionnelles. Cependant,

cette souche présentant une faible résistance auxfdrents stress étudiés, une technique de
préservation devra étre mise en place afin de I'utser comme probiotique dans un produi

laitier fermenté.
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2. Effet du Potentiel Redox sur la Viabilité de B. bifidum dans un

Produit Laitier Fermenté

Objectif de I'étude : Cette étude a pour but d’optimiser l'intégratdeB. bifidumdans un

produit laitier fermenté par l'utilisation des ga&u préalable de son intégration, les
cinétiques d’acidification et de réduction de cstteche ont été caractérisées. Aucune donnéee
dans la littérature ne renseigne sur la capacitéctéce (c'est-a-dire la capacité a abaisser le
potentiel d'oxydoréduction du milieu, donc a modué §,;) des bifidobactéries, ni sur la
dynamique de I'évolution du taux d’oxygéene dissdass le milieu. Dans un second temps,
limpact de l'intégration déB. bifidumdans un produit laitier fermenté a été analysdinEn
afin d’optimiser son intégration dans un environeatrhostile, I'effet de trois fdifférents a

été étudié: + 440 mV (lait contréle non bullé), 5303nV (lait bullé sous Azote) et —300 mV
(lait bullé sous Azote - Hydrogéne). Au cours éeabe d'acidification, le pH et lg, Bnt été
suivis. Une caractérisation de la viabilité des sesalans les trois conditions de fermentation
a également été réalisée avant et aprés la gébificenais aussi au cours du stockage jusqu’a
28 jours. La caractérisation de la survieRlebifidumapres un stress oxydant et des stress
représentatifs du tractus gastro-intestinal a éfén e@éalisée en milieu modéle (MRS) en

fonction des conditions redox de culture.

2.1. Parametres cinétiques dd3. bifidum et impact de son intégration

dans un produit laitier fermenté

2.1.1.Parametres cinétiques Bebifidum

2.1.1.1. Croissance d& bifidumen aérobiose et anaérobiose

Les expériences étant menées a la fois en aéroflusdrdle) et en anaérobiose (Azote et
Azote — Hydrogene), il est tout d’abord importaetiassurer que la croissance de la souche
n'est pas impactée par ces parametres. Ainsi,dssance deéB. bifiduma été suivie en

aerobiose ainsi qu’en anaérobiose et est présEmaee 46
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1,6 1 —— Aérobie
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Figure 46 : Evolution de la densité optique (DO) 00 nm deB. bifidum en conditions aérobie et
anaérobie.

Tout d’abord, pendant les cing premiéres heuresrdssance d8. bifidumest faible mais
similaire entre les deux conditions de culture sRuie phase de croissance active est observée
et jusqu’a la fin de la mesure, une légere difféeeast constatée entre les deux conditions de
culture (différence non significative au risquele 5%). En effet, sous Azote, la croissance de
la souche est légerement plus faible que pour lErGle avec une différence moyenne de 0,1
unité DO. Le maximum de croissance est atteintcau e 30 h avec des valeurs de 1.2 et 1.3
unités DO respectivement pour la souche Controlecedfie ayant poussé sous Azote

(différence la encore non significative au risquée 5%).

2.1.1.2. Evolution du & et du pH ddB. bifidumen fonction des conditions redox

La capacité réductrice d& bifidum c’est a dire son aptitude a diminuer g Bu milieu au

cours de la fermentation, en fonction des diffeentonditions de cultures est présentée

Figure 47
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400,0 - —— Contréle
— Azote
Azote - Hydrogéne
200,0 1
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\E: 0,0 : . : : —
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-200,0 1
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Figure 47 : Evolution du E,; durant une culture deB. bifidum. Culture : Contréle (Bleu), sous Azote
(Rouge) et sous Azote — Hydrogéne (Vert).

La valeur du potentiel redox (Eétant fortement influencée par celle du pH, l'dpn de
Leistner et Mirna permet de ramener leddin milieu a pH x a sa valeur a pH 7 ; on parle
alors de k. Le By initial est respectivement de +330 mV et +170 nodrmles conditions
Contréle et sous Azote. Cette difféerence d’envit®0 mV est due a I'absence de I'oxygene
dans le milieu pour la seconde condition. Pour ¢tamddion Azote, le B diminue
progressivement au cours de la fermentation, etedevelativement stable vers 25 h de
culture (=165 mV a 25 h, =180 mV a 35 h de cultureur la condition Controle, le;Ene
diminue qu’aprés 5 h de culture. On constate méneeléigere augmentation de ce dernier
entre 4 et 5 heures de culture. Puis apres cer pidi® h, le Ez diminue progressivement au
cours de la fermentation pour atteindre une valelativement stable vers 25 h de culture (—
87 mV a 25 h, —=101 mV a 35 h de culture). Concertzaoondition sous Azote — Hydrogene,
le E,; initial est de —250 mV et ne varie pas au courgadmesure. Ainsi, 9B. bifidumest
placé dans un environnent plus réduit que son maxime réduction (-181 mV sous Azote),
elle ne semble pas étre capable de le réduire dayal. bifidumposseéde donc de bonnes
capacités réductrices. En effet, si on comparerésgitats avec les résultats de la littérature
(Cachonet al, 2002 ; Brascat al, 2007), les capacités réductrice de cette souehdifal

de —70 mV en condition aérobie) sont supérieuresllas deSt. thermophilugE, final de 10
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mV) ou de celles deb. bulgaricus(E, final de 55 mV), mais inférieurs a celle de. lactis
(En final de =160 mV).

Méme si une légere difference est observée entr€detrble et les conditions redox
modifiées, les courbes d’acidification (Figure) 48 sont pas significativement différentes en
fonction des conditions de culture, avec une vatleupH final de 5,6 atteinte aprés 35 heures
de culture pour la condition Controle et de 5.7 rpas conditions Azote et Azote —

Hydrogéne.

—— Contrble

6.5 - — Azote

Azote - Hydrogene

4,5

4 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

temps (h)

Figure 48 : Evolution du pH durant une culture deB. bifidum. Culture : Contréle (Bleu), sous Azote
(Rouge) et sous Azote - Hydrogene (Vert).

La modification des conditions redox de culture daenc pas d'impact sur la cinétique
d’acidification du milieu de culture et donc surdi@issance de la souche. Ceci confirme les

données obtenues par mesure de la densité optique.
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2.1.1.3. Evolution de la teneur en oxygene dissans t& milieu de culture

B. bifidum étant capable de diminuer le potentiel d'oxydoctidm vers des valeurs trés
réductrices, elle doit donc étre capable d’interamiec I'oxygene du milieu. Ainsi, la

consommation de I'oxygene en condition ControleBdrifidumest présentée Figure.49

100 ~
90 A
80 A
70 A

60

50 +

40 A

Oxygeéene dissous (%)

20 1

10

\

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

temps (h)
Figure 49 : Suivi de la teneur en oxygéne dissouarsk le milieu de culture deB. bifidum.

La teneur en oxygene dissous du milieu diminue rmpglement durant les premiéres étapes
de culture. Apres 5h de culture, le taux doxygatens le milieu devient nul. Cela

correspond également au début de la diminutiondpdir la condition Contréle.

2.1.2.Intégration deB. bifidumdans un produit laitier fermenté

La cinétique d’acidification des bactéries du ya@wec ou sans la souche probiotique est

présentée Figure 50
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7 - —— Culture mixte
—— Culture mixte + B. bifidum

6,5 -
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5,5 1
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Figure 50 : Evolution du pH pendant I'acidification du lait par les bactéries lactiques avec ou sare |
souche deB. bifidum

Avec les bactéries du yaourt seules, le temps diicgéon, c’est-a-dire le temps pour
atteindre une valeur de pH cible de 4,7 ou la fetaten est arrétée, est de 3,14 h (Tableau
16). Avec la souche dB. bifidum la valeur obtenue n’est pas statistiquement rdiffie (3,20

h). De méme, la vitesse maximale d’acidificatiorf{\Vainsi que le temps correspondant
(T%n) ne sont pas statistiqguement différent avec I'aella souche probiotique dans le lait
avant fermentation. Enfin, les cinétiques de rédacont été suivies pour la culture mixte
avec ou sans le probiotique (Figurg.51

La encore, l'incorporation de la souche probiotieqpesemble pas influer sur la cinétique de
réduction des souches du yaourt. La valeur geoBtenue au moment de la gélification est
sensiblement identique _(Tableau).1ba diminution du ks peut s’expliquer par l'utilisation
par les bactéries lactiques lors de leur croissdeceomposés oxydés et par la production de
composeés réducteurs (Jacob, 1970; Maetiral, 2010). Ces résultats sont en accord avec
I'évolution de la cinétigue du Ehde laits fermentés par la culture mixte sans laclseu

probiotique (Martiret al, 2010).
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Figure 51 : Evolution du E,; pendant I'acidification du lait par les bactérieslactiques avec ou sans la
souche deB. bifidum

Tableau 16 : Evolution des parametres cinétiques

Tgel (h) VA, (U pH.hY T (h) Ex final (mV)
Culture mixte 3,14 (0.08) -1,35(0.10y 1,27 (0,09 94 (24f
Culture mixte
3,20 (0,03} 1,25 (0.06) 1,43 (0,119 91 (3§

+ B. bifidum

a®c U les valeurs portant une méme lettre dans uneem@fonne ne sont pas significativement différentes

(test de Student au risquede 5%)
Culture mixte :St. thermophilus- Lb. bulgaricus

Méme si la souche d®. bifidumprésente une activité réductrice plus importanie lgs deux
souches du yaourt, son incorporation dans le lmntla fermentation n’influe ni sur les
parametres d’acidification ni sur les paramétresadection. Elle ne semble donc pas capable
de se développer pendant la gélification du lagciQpeut s’expliquer par le fait que la
fermentation se déroule a 45 °C (la températurenape deB. bifidumétant de 37 °C) et que

le temps de fermentation est tres court (<4 h).
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2.2. Impact des gaz sur la survie dB. bifidum

2.2.1.Evolution du E;

Apres conditionnement gazeux (t=0), les differel#tiés ont respectivement unpEde

+440 mV, +350 mV et —300 mV respectivement podaieControle, le lait bullé sous Azote
et le lait bullé sous Azote — Hydrogg(fégure 53.
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Azote- Hydrogéni
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temps (h)

Figure 52 : Evolution du E,; pendant 'acidification du lait par les bactérieslactiques etB. bifidum sous

différentes conditions redox.

Le E,7 diminue pendant la fermentation du lait pour lesxdpremiéres conditions gazeuses

(Contrdle et Azote) pour atteindre des valeurs HegHmV et +20 mV respectivement. Pour la

troisieme condition (Azote — Hydrogéne), lg;Eest stable pendant la fabrication du lait
fermenté (—280 mV).
Les valeurs de potentiel redox ont également étéurdes a la DLC a l'aide d’'une

microélectrode isolée dans une cage de Faradaje@iahj.

- 138 -



Résultats

Tableau 17 : Suivi du pH et du E; aprés fermentation (J) et aprés 28 jours de stockage £g)

n=2 pH Jo pH Jog Enz Jo (MV)  Enz J2g (MV)
Contréle 4,7 4,7 +100" +215'
Azote 4,7 4,8 +20° +178
Azote / Hydrogéne 4,7 4,5 -280 -120

2P c:les valeurs portant des lettres différentes demesméme colonne sont significativement différerftest
SNK au risquex de 5%)

Les valeurs de potentiel redox sont remontées Wnois conditions testées, mais I'écart

entre elles reste sensiblement identique.

2.2.2.Evolution du pH

Les profils d’acidification des laits fermentés spnésentés Figure 52pres I'addition des
bactéries lactiques, le pH varie lentement pengdeggque 1 heure, ce qui est en accord avec
la littérature (Amice-Quemenewat al, 1995). Puis le pH diminue régulierement jusqu’a
atteindre la valeur de pH 4,7, valeur a laqueltel#its fermentés sont placés a 4 °C afin de
bloquer le plus rapidement possible les activitésaoliques et enzymatiques et de limiter la

post-acidification.

[ —— Contrdle
— Azote
Azote - Hydrogene
6,5 -
6 -
L 55
5 -
4,5 -
4 T T T T T T T 1
0 0,5 1 15 2 25 3 3,5 4

temps (h)

Figure 53 : Evolution du pH pendant I'acidification du lait par les bactéries lactiques eB. bifidum sous
différentes conditions redox
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Les profils d’acidification sont sensiblement idgoes quelque soit le conditionnement
gazeux utilisé et le pH final est atteint aprésimmv3,2 h (e Ou temps nécessaire pour
atteindre pH 4,7). De plus, I'évolution de la viesd’acidification des laits fermentés sous
différentes conditions gazeuses a également éteaevél ableau 13

Tableau 18 : Evolution de la vitesse d’acidificatin des laits fermentés sous différentes conditiongzeuses.

Gaz Tgel () Ve, (UpH.hY T2, (h)

Controle 3,14 + 0,08 -1,35+0,16 1,27 + 0,07
Azote 3,33+0,28 -1,16 + 0,08 1,17 +0,08
Azote / Hydrogéne 3,22+0,12 -1,17 + 0,08 1,32 +0,18

a’®c U les valeurs portant une méme lettre dans uneem@fonne ne sont pas significativement différentes
(test SNK au risqua de 5%)

Ainsi, la vitesse maximum d’acidification {y=dpH/dt max) et le temps correspondant %,V

(T%n) ne sont pas affectés pas I'utilisation de gaz.

2.2.3.Survie des bactéries lactiques dans les laits feése

La population dest. thermophilusLb. bulgaricuset B. bifidumest estimée avant fabrication
du lait fermenté sous différentes conditions gaggugc’'est-a-dire au moment de
'ensemencement), apres fabrication et leur suegtesuivie pendant le stockage (a un jour
(J+1), 14 jours (J+14) et a DLC (J+28)). Les ré&dalsont représentés respectivement Figure
54, Figure 55et Figure 56 Ces derniers montrent tout d’abord que la croissades deux

ferments lactiques est importante pendant la pasermentation du lait (environ 2 log) et
gue la croissance d8&. bifidum est quant a elle nulle, et ceci indépendamment du
conditionnement gazeux ; la durée de fermentatiamtérop courte pour que la souche
probiotique puisse se développer et développeragtieité fermentaire. De plus, pendant le
stockage, la viabilité des trois especes diminuelqgeesoit le conditionnement utilisé.
Cependant, la résistance des ferments du yaouglestimportante que celle de la souche

probiotique.

La viabilité de la souch&t. thermophilusyest pas affectée par le conditionnement gazeux

des laits (Figure 54
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Figure 54 : Evolution de la viabilité deSt. thermophiluslors de la fabrication et du stockage de laits
fermentés sous différentes conditions redox

En effet, pour le lait Contrdle, sous Azote ou sdumte — Hydrogene, il y a la méme
croissance pendant la phase de fermentation (d)9lola méme perte pendant le stockage
(0,6 log).

La viabilité de la souche.b. bulgaricus n'est, elle non plus, pas affectée par le
conditionnement gazeux des laits (Figurg. 55
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Figure 55 : Evolution de la viabilité deLb. bulgaricuslors de la fabrication et du stockage de laits
fermentés sous différentes conditions redox
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En effet, pour le lait Contréle, sous Azote ou séumte / Hydrogene, il y a la méme
croissance pendant la phase de fermentation (2db¢g méme perte pendant le stockage
(0,6 log). Ces résultats sont conformes a la #ttée puisque ces deux souches sont

anaérobies facultatives.

La viabilité de la souche probiotiquB. bifidum bien que n’étant pas affectée par le
conditionnement gazeux pendant sa phase de crogskest pendant le stockage (Figure

56).
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Figure 56 : Evolution de la viabilité deB. bifidum lors de la fabrication et du stockage de laits fenentés
sous différentes conditions redox

En effet, dans le lait Contréle, la souche perdcaurs du stockage de 28 jours 2,12 log
contrairement a un conditionnement sous Azote @ntraine qu'une perte de 0,94 log. Le
conditionnement sous Azote / Hydrogene permet égaié une meilleure viabilité lors du
stockage puisque la perte de viabilité a J+28 mest de 0,66 log. Ces résultats sont en
accords avec la littérature quant a lintérét de ifrerdle potentiel redox (Bolduet al,

2006bh).
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2.2.4 Effet du conditionnement redox sur la résistanceBddifidum aux

stress

2.2.4.1. Résistance au stress oxydant

La croissance des cellules issues des trois conditie culture redox est analysée avec
ou sans ajout d’bD, et les résultats sont présentés Figure 57

1,4

1,2

Log (N3o/No)

Controle Azote Azote - Hydrogene

Figure 57 : Mesure de la croissance d8. bifidum en fonction des conditions de culture aprés un
stress oxydant de 0,1 de #D,. Culture : Contréle, sous Azote et sous Azote - Hyogene. :
Groupe significativement différent au risquea de 5% (Test Anova).

Pour un stress oxydant de 0,1 mM, le rapport datreoncentration cellulaire a 30 h et la

concentration au temps 0 est plus élevé pour lksres effectuées sous Azote - Hydrogene
(p<0,05). A cette concentration, les bactériesalgiiment cultivées en conditions réductrices
forment plus de biomasse et se développent donmtiyea par rapport aux bactéries issues
des deux autres cultures. D’aprés ces résultatle faibles concentrations en oxydant la

croissance d8. bifidumest moins affectée lorsque la culture est réalilsées des conditions

réductrices.
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2.2.4.2. Résistance aux stress du tractus gagserstimal

La résistance dB. bifidumaux sels biliaires ainsi qu’'a un stress représiénta colon (cf.
chapitre_1.1des résultats) a été évaluée en fonction des timmsliredox de culture. Les

résultats sont présentés Figure 58
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Figure 58 : Résistance d8. bifidum aux stress représentatifs du TGl en fonction desoaditions redox de
culture. * : Groupe significativement différent au risquea de 5% (Test Anova).

La viabilité deB. bifidumapreés un stress représentatif du passage dadwiteast augmentée

de facon significative lorsque la bactérie estieééi au préalable sous Azote et Azote —
Hydrogene. En effet, pour la condition Contr6leyiabilité est de 19% contre 51% et 70%
respectivement pour les conditions Azote et Azotdydrogene. Il en est de méme pour le
stress sels biliaires, puisque pour la conditiomté@de la viabilité aprés le stress est de 38%
alors que sous Azote et sous Azote — Hydrogéne,edit respectivement de 62% et 63%
(résultats significatifs au risque de 5%). Pour ces deux stress, les différencesnaiee

entre les conditions Azote et Azote — Hydrogénesoigt pas statistiquement différentes au

risquea de 5%.
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= Les bifidobactéries sont souvent décrites comme a&tt des bactéries anaérobig
strictes. Cependant, leur sensibilité a I'oxygéneiffiere suivant les especes. La souche
B. bifidum utilisée pour ce travail est capable de se dévelogr en milieu liquide, auss
bien en milieu aérobie qu’en milieu anaérobie. Ceq@eut s’expliquer par le fait que cette
souche consomme tres rapidement 'oxygéne du miliele plus cette souche est capal
de diminuer le potentiel d’oxydoréduction vers desvaleurs négatives. Elle ne possé
cependant que trés peu de propriété acidifiante. $oincorporation dans un produit
laitier naura aucun impact, notamment en raison dela température élevée d
fermentation utilisée et du temps court mis par lesactéries lactiques a acidifier |
milieu. De plus, l'utilisation de gaz pour conditioner les laits fermentés perme
d’augmenter la viabilit¢ de B. bifidum lors du stockage. Elle n’entraine cependar
aucune modification sur la survie des deux starterglu yaourt St. thermophilus et
Lb. bulgaricus ni de modifications des cinétiques d’acidificationet de réduction.
L’augmentation de la survie deB. bifidum lors du stockage ne peut pas étre attribug
uniquement a lI'absence d’oxygene puisqu’une différece de viabilité a également ét
observée entre le milieu anaérobie (Azote) et le hau anaérobie et réducteur (Azote -
Hydrogéne). Lors du stockage a 4 °C les activités métaboligs étant fortement ralentieg
voire stoppées, I'hypothése d’'une adaptation passly membranaire par exemple, peul
étre avancée. De plus, les conditions de cultureusoAzote et sous Azote Hydrogéne
permettent d’augmenter la résistance dé@. bifidum au stress oxydant de faible intensit

ainsi qu’a des stress représentatifs du tractus gae-intestinal.

—

(D~
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3. Effet de I'Environnement Redox sur les Propriétés dB. bifidum

Objectif de I'étude: Dans cette troisieme partie du travail, nous neusemes intéressés a

étudier si l'effet positif des gaz sur la survie Bebifidumdans un lait fermenté pouvait
également se traduire positivement sur la foncatitthdeB. bifidum Ainsi, la capacité de la
souche a adhérer aux cellules épithéliales et songuoréducteur (c'est-a-dire son aptitude a
réduire des composés plus ou moins difficiles airé)f antioxydant et anti-mutagene a été
évalué en fonction de I'environnement redox deuraltNous avons également analyser d’'un
point de vue biochimique I'effet de la modulatiam pbtentiel redox sur la structure cellulaire
de B. bifidum Cette étude a pour but de comprendre les amétiosaapportées B. bifidum
par les gaz au niveau de la viabilité ainsi qudadi®nctionnalité. La composition lipidique
membranaire ainsi que la teneur en thiols exofaciant été analysées en fonction de

I'environnement redox dans lequel s’est développgalctérie.

3.1. Effet des gaz sur la fonctionnalité dB. bifidum

3.1.1. Propriété de surface et adhésion cellulaire

Les propriétés de surface d& bifidum en fonction des différentes conditions redox
employées ont également été analysées (TableauPb®y. ce faire, la méthode MATS

(Microbial Adhesion To Solvent) a été utilisée. Braplvants ont été utilisés : le chloroforme
(solvant apolaire traduisant le coté donneur dtébec(basique)), I'acétate d’éthyle (solvant
apolaire traduisant le coté accepteur d'électramdég) et 'héxadécane (solvant traduisant

I’hydrophobicité).

Tableau 19 : Adhésion aux solvants et autoagrégatiale B. bifidum en fonction des conditions redox.

Azote —
Controle Azote .
Hydrogene
Chloroforme 98% 9994 10096
Acétate d’éthyle 37% 3596 4296
Héxadécane 29% 2696 159
Auto-agrégation (260 min) 30% 30% 2298

ab- Résultat d’un test de Student-Newman-Keuls (SAI&Y. Les valeurs dans une ligne données avec
une méme lettre ne sont pas statistiquement diffése
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B. bifidumprésente dans les trois conditions testées usdatre affinité pour le chloroforme.
Au contraire, 'affinité pour I'acétate d’éthyletdaible. La souche dB. bifidumserait plutot
électrophile. Au risquen de 5%, il n'y a pas de différence significative rentes trois
conditions testées. Cependant, I'affinité pour xé@ecane diminue de facon significative
pour la culture sous Azote-Hydrogéne. La soucheedévdonc moins hydrophobe dans ces

conditions. Sous cette condition, la souche dimiggelement son auto-aggrégation.
Les capacités d’adhésion Bebifidumont été évaluées par mise en contact des bactéees

des cellules humaines Caco-2 pendant 1 h. Lesrmct@dhésives aux cellules sont ensuite

« décrochées » puis dénombrées. Une numérationapieaa I'adhésion est également

effectuée (Figure 59

1,00E+07

1,00E+06

UFC/ml

1,00E+05 -
Controle Azote Azote - Hydrogéne

Figure 59 : Adhésion deB. bifidum aux cellules Caco-2 sous différentes conditionsdex.” : Groupe
significativement différent au risquea de 5% (Test Anova).

Pour la condition ContrdleB. bifidumne présente pas une capacité d’adhésion auxe=llul
trés élevée puisqu’une perte de 3 log est cons(ater10 cellules adhésives contre 7,9810
cellules avant I'adhésion). Cependant, sous Azbtégalement sous Azote-Hydrogéne, le
nombre de cellules adhésives peut étre doubléfisigtivement (1,8x1Det 1,6x18 cellules
adhésives respectivement). Mais méme sous cesabewtitions,B. bifidumreste une souche

faiblement adhérente.
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3.1.2. Pouvoir réducteur

Afin d’étudier I'impact des ambiances gazeuses diue sur le pouvoir réducteur de
B. bifidumlors de cultures en milieux solides ou liquidess dalieux discriminants redox

solides et liquides ont été utilisés.

3.1.2.1. Mesure en milieu solide

L'usage de milieux discriminants redox, initialerhenis au point et validé par Michelon
(Michelon, 2010) utilise des milieux gélosés supmétés en différents sels de tétrazolium
(MTT, TV, TTC et BT) sélectionnés pour leur diffitél plus ou moins importante a étre
réduits. Ce test est réalisé en aérobiose (Aigneanaérobiose ¢Nafin d’observer si les
modifications environnementales ont aussi un impagt les capacités réductrices de la
bactérie. Les résultats obtenus aprées 48 h d'inmuba 37 °C pour chaque condition de

culture sont présentés Figure 60

A MTT vV TTC BT B MTT TV TTC BT
Air Air
&
(+) () Q) ) +) () G 0
Pes Wew
+) 0 ) 0

C MTT vV TTC BT

Air

) 6 6 0

(G N G N GO N O

Figure 60 : Culture deB. bifidum en spots sur gélose aux sels de tétrazolium MTTVTTTC et BT en
condition aérobiose (Air) et anaérobiose (N. Cultures : Contrdle (A), sous Azote (B) et souAzote —
Hydrogene (C).

D’aprés la Figure §Qune réduction du MTT apparait en aérobiose einagrobiose (spots de
coloration violette intense) pour les trois corati de culture dB. bifidum Ce sel ne permet

pas de distinguer de modification du pouvoir réductentre les trois modes de culture. Les
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sels TV et TTC ne sont réduits qu’en anaérobioses hintensité équivalente entre les trois
conditions de culture. Ces sels ne permettent paspius de détecter de modification du
pouvoir réducteur d8. bifidumen fonction des conditions gazeuses de culturénHe sel

BT n’est ni réduit en aérobiose ni en anaérobiosei, quelque soit les conditions de culture.
Un score est calculé pour chaque condition selondénode suivante : les sels de tétrazolium
hormis le MTT sont classés du plus facile verslies gifficile a réduire (TV < TTC < BT).
Pour chaque condition (sel et atmosphére d’'incab@tiun score binaire est attribué : 0 pour
'absence de réduction (-) ou 1 pour la réductiorselude tétrazolium (+ ou ++). L’ensemble
des scores obtenus pour une souche permet d’étebiicore final et d’estimer son pouvoir
réducteur. Par exemple, pour la condition de celDontrole, le calcul est le suivant : 1*2
(TV Np) + 0*2' (TV Air) + 1¥2(TTC N,) + 0*2°(TTC Air) + 0*2* (BT Ny) + 0*2° (BT Air)

= 5. Les résultats obtenus sur gélose étant idesgiguelque soit les conditions de culture
testées, le score final est de 5 dans les troisRasrapport a d’autres bactéries lactiques
criblées sur le pouvoir réductel8, bifidumposséde un meilleur score gue. bulgaricus
mais plus faible qué&t. thermophiluou Lc. lactis Cependant, ces souches étant anaérobies
facultatives, les résultats restent néanmoinscdéfnent comparables.

La méthode des sels de tétrazolium a permis derowfle pouvoir réducteur dg. bifidum

En revanche, aucune différence en fonction desitionsl gazeuses de culture n’est mise en

évidence.

3.1.2.2. Mesure en milieu liquide

Afin d’augmenter la sensibilité de la méthode, nausns réalisé le test en milieu liquide. En
effet, en milieu liquide, I'accessibilité aux sels tétrazolium va étre facilitée. De plus, en
milieu solide, les sels de tétrazolium peuvent ipitar. Les résultats obtenus pour chaque sel
de tétrazolium et chaque condition de culture goésentés Figure 61.es milieux liquides
n'étant pas dégazes, seules les conditions d’inimrban aérobiose sont considérées.

Figure 61 : Mesure du pouvoir réducteur deB. bifidum en fonction des conditions de Culture en milieu
liquide supplémentés en sels de tétrazolium MTT (AJTV (B), TTC (C) et BT (D). Témoin : T. Cultures
condition Contréle (C), sous Azote (B) ou sous Azote — Hydrogéne (NH)).
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En milieu liquide, le MTT et le TV sont réduits darsouche quelque soit le mode de culture
(Figure 61Aet Figure 61B On observe de plus que le milieu lui-méme priesskncapacité a

réduire le MTT. En revanche, le TTC n’est réduié gpar les cultures effectuées sous Azote et
sous Azote — Hydrogene, avec une coloration pltenge pour la derniere condition (Figure
610). Enfin, le BT n’est réduit que par la culture ligé&e sous Azote - Hydrogéne (Figure
61D). Un score propre a chaque condition de cultur8.deifidumpermet de les classer en
fonction du pouvoir réducteur. Par exemple, powdadition Azote, le calcul est le suivant :
1*2 (TV) + 1*2° (TTC) + 0*2 (BT) = 10. Les résultats sont présentés Tableau 20

Tableau 20 : Scores obtenus apres réduction des rmailix liquides supplémentés en sels de tétrazoliunap
B. bifidum cultivée en condition Contrdle, sous Azote ou sodgote — Hydrogéne.

Mode de culture TV TTC BT Score
Contréle + - - 2
Azote + + - 10
Azote - Hydrogéne + + + 42

Les cellules de la culture sous Azote — Hydrogearaldent posséder un pouvoir réducteur
plus important que celles sous Azote avec un sasgectif de 42 contre 10. La culture sous
Air présente un pouvoir réducteur plus restreintngfieu liquide avec un score de 2. I

semblerait alors que cultiveéB. bifidum en anaérobiose (Azote et Azote — Hydrogéne)
augmente son pouvoir réducteur, effet d'autant phymortant lorsque I'ambiance gazeuse de

la culture est réductrice (Azote — Hydrogene).

3.1.3. Pouvoir antioxydant

Le potentiel antioxydant dB. bifidumen fonction des trois conditions redox a été évpharé

la méthode KRL (Figure §2Les résultats sont exprimés en équivalent tr¢ldW). Dans le
cas du Controle, & une concentration de iIX18C/ml, une augmentation de 38% de la
résistance du sang témoin aux attaques radicakgtesbservée. Cette augmentation dans la
résistance du sang témoin induite par la bactépeésente une activité antioxydante qui est
équivalente a 125 puM de Trolox. Ainsi, parmi les dms testées pour leur pouvoir
antioxydantB. bifidum(en condition Contréle) fait partie des souches@dant une activité
antioxydante importante. De plus, le potentiel glalsadéfense anti-radicalaire Be bifidum

est supérieur a la souche de référdrrdermentunME-3.
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Controle Azote Azote - Hydrogéne

Figure 62 : Effet de I'environnement redox sur le ptentiel global de défense anti-radicalaire (Test RL)

de B. bifidum. *°: les colonnes portant des lettres différentes sostgnificativement différentes (Test SNK

avec un risquea de 5%).%®: les colonnes portant des lettres différentes sostgnificativement différentes
(Test SNK avec un risqueax de 10%).

Dans le cas du Contrdle, & une concentration de®IXEC/ml, une augmentation de 38% de
la résistance du sang témoin aux attaques radieslast observée. Cette augmentation dans
la résistance du sang témoin induite par la bactéprésente une activité antioxydante qui est
équivalente a 125 puM de Trolox. Ainsi, parmi lesudtes testées pour leur pouvoir
antioxydantB. bifidum(en condition Contréle) fait partie des souches@dant une activité
antioxydante importante. De plus, le potentiel glateadéfense anti-radicalaire Be bifidum

est supérieur a la souche de référdrzedermentunME-3.

Le développement d@. bifidum sous conditions redox modifiees permet d’augmenter
significativement ce potentiel global de défensei-iadicalaire. En effet, sous Azote,
'augmentation de la résistance du sang témoimlest6%, ce qui correspond a une activité
antioxydante équivalente a 150 uM de Trolox (x1a2 m@pport au Contréle). De plus, sous
environnement réducteur (Azote — Hydrogene), lemix| global de défense anti-radicalaire
deB. bifidumest encore amélioré puisque l'augmentation dédastance du sang témoin est
de 59%, ce qui équivaut a 193 pM de Trolox (x1,%% m@apport au Contréle). Enfin, le
pouvoir antioxydant d@. bifidumest amélioré sous Azote — Hydrogéne par rappsdus

Azote. Cette différence est significative au risquege 10% (x1,3 en équivalent Trolox).
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Ainsi, en cultivantB. bifidumsous Azote ou Azote — Hydrogéne, son pouvoir agtiart est
considérablement augmenté. Sous ces conditiorie, smiche devient la souche ayant le plus

fort potentiel de défense anti-radicalaire.

3.1.4. Pouvoir antimutagene

Afin d’évaluer I'impact de la modulation de I'engmnement redox par les gaz sur le pouvoir
antimutagene dB. bifidum un test des comeétes a été mis en place. Toubrighprés avoir
mis en contact les cellules avec le 4NQO, le spatabsorbance (300 - 400 nm) est analysé
au spectrophotometre (Figure)63

1,4 1 — ——4NQO
— Cystéine
1.2 1 ——DO 10
—\_\ —DO5
1 . —DO 1
S \\ DO 0,1
S 081 Thermi
8 ermique
5 —
o 0,6 _/
<
0,4 -
0,2 -
0 T T T T 1
300 320 340 360 380 400

Longueur d'onde (nm)

Figure 63 : Effet de la concentration cellulaire deB. bifidum sur le spectre d’absorption du 4NQO.

Le spectre natif du 4NQO présente un maximum d'dlzsare a 365 nm. Le décalage de ce
pic vers 350-355 nm traduit une transformation NQ® en 4-aminoquinoline , composé non
toxique. La bibliographie s’accordant sur l'implicen des groupements thiols dans la
bioconversion du 4NQO, nous avons testé I'effeladeystéine sur le décalage du spectre du
4NQO. A une concentration de 10 g/L (82 mM), ek @&insi capable de décaler le pic du
ANQO. De plus, le décalage du maximum d’absorptmus a permis de définir la
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concentration minimale de cellules a utiliser ptautest des cometes. AinsB. bifidumne
semble pouvoir décaler le spectre, et donc agir laumolécule, qu'a partir d'une
concentration cellulaire de 53 0UFC.mL™. De plus, les cellules traités thermiquement (100
°C / 15 min) n’ont plus aucun effet sur la 4NQO. éme, la co-incubation du 4NQO avec
le surnageant n’entraine pas de modification detspeCe sont donc la présence des cellules
vivantes qui permettet la modification du spectre4tllQO. Enfin des essais ont été menés
avec le NEM (molécule bloguant les thiols exofag)aaour regarder I'implication des thiols
exofaciaux, mais le spectre du 4NQO n’était aldus pnalysable.

C’est donc la concentration cellulaire de 5XLOFC.mL* qui a été utilisée pour le test des
comeétes avec le 4NQO (Figure)64

400 -
a e d c b,a b,B
329
350 A
290
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g 250 - 219
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o
[&]
N 150 |

100 +

59
? j
0 - . . . .
Référence Référence 4ANQO Contr6le+ Azote + 4ANQO Azote -
négative  positive (MMS) 4NQO Hydrogene +
4NQO

Figure 64 : Score moyen (pour cent cellules}”“%¢: les colonnes portant des lettres différentes sont
significativement différentes (Test SNK avec un rigue e de 5%).%P: les colonnes portant des lettres
différentes sont significativement différentes (TesSNK avec un risquea de 10%).

Ainsi, la mise en contact préalable Blebifidumavec le 4ANQO pendant 3 h a 37 °C permet de
diminuer significativement son effet mutagene (ctiadi Contréle). En effet, le score des
classes pour une moyenne de 100 cellules pour @OiBist de 290, et il est diminué de 25%
aprés mise en contact au préalable de la réalisdtiotest de la molécule av8c bifidum
(score de 219). Ce score est d’autant plus dimioksgueB. bifidums’est développée sous
Azote (-36%) et sous Azote — Hydrogene (-41%) slawres respectifs étant de 187 et de 170

pour I'Azote et I'Azote — Hydrogéne. Ainsi, par @pt au Contrdle, la diminution du pouvoir
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mutagene de la 4NQO est de 15% pour I'Azote et 2% Dour I'Azote — Hydrogene
(résultats significatifs, risque de 5%). Cependant, les différences observees karote et
I’Azote — Hydrogene ne sont pas significatives sguea de 5% mais de 10% (diminution

de 9% de la mutagénicité entre ces deux conditions)

Afin de voir quelles sont les cellules touchées IRadNQO, les résultats sont également
présentées en répartition des classes (Figure 65

100% -

80% -

Classe 4
60% -
Classe 3
= Classe 2
H Classe 1
40% -
B Classe 0
» N | | | |

Classes de I'ADN

Référence Référence 4ANQO Controle+ Azote + 4NQO Azote -
négative positive (MMS) 4ANQO Hydrogéne +
4NQO

Figure 65 : Répartition des classes.

En détaillant les classes, il est intéressant dstater que la mise en contact préalable au test
des cometes dB. bifidumet du 4NQO permet de diminuer les cométes deelss'est-a-
dire les cellules en apoptose (résultats signifeatu risquea de 5% ; Tableau 31Les
comeétes de classe 4 restent cependant significaiveplus nombreuses que dans le cas de la
référence négative (c'est-a-dire sans 4NQO ou MNM'8jfet du conditionnement redox n’a
également aucun effet significatif sur ce nombre.dlus,B. bifidumpermet de diminuer de
facon significative les classes 3 et d’augmentgmicativement les classes 0, 1 et 2 c'est-a-
dire la proportion de cellules respectivement pagodit, trés peu ou moyennement affectée

par le 4NQO. Ce résultat est d’autant plus maraqué fes cellules sous Azote et sous Azote
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— Hydrogene (Figure 6& Tableau 2). Enfin, uniqguement sous Azote et Azote — Hydragen

les cométes de classe 2 sont au niveau de lamé&rggative.

Tableau 21 : Test statistique sur les classes. N8an statistiquement différent au risquea de 5% ;
résultats statistiquement différents au seuil de 5%*), 1% (**) ou 1%o (***).

Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4
Réference négatives. 4ANQO ok ok ok ok ok
Référence négatives. Contréle ok ** kk ok Hokk
Référence négatives. Azote kel * NS ok —
Référence négatives. Azote — s i} NS . "
Hydrogéne
4ANQOVvs. Contrdle Kok ok Kok - —
ANQOvs.Azote ok Kok ko Kok ok
4NQOvs. Azote - Hydrogene il Hohk ok ok Hokk
Contrdle vs. Azote % * NS ok NS
Contréle vs. Azote - Hydrogene xx * NS Rk NS
Azotevs.Azote - Hydrogéne * NS NS *k NS

3.2. Impact des gaz sur la structure cellulaire dB. bifidum

3.2.1. Composition lipidique

La composition en acide gras de la membrane Bdebifidum a été analysée par

chromatographie en phase gazeuse pour les troistioms redox de culture (Tableau)2Pa

composition lipidique deB. bifidum en condition Contrdle est constituée majoritainetne
d’acide myristique (16,4%), d’acide palmitique @%,), d’acide stéarique (8,5%) et d'acide
oléigue (15,6%). Ces quatre acides gras constitygesque 90% des acides gras

membranaires totaux. Trois de ces quatre acidesrgsient majoritaires lorsqie bifidum

s’est développée sous Azote ou sous Azote — Hydmod@ependant, leur proportion est trés
différente. En effet, sous Azote la proportion diagcpalmitique est de 21,9%, celle de 'acide

stéarique de 15,5% et celle de l'acide oléique d@%80 Sous Azote — Hydrogéne, I'acide

palmitique constitue 25,1% des acide gras totdagide stéarique 16,5% et I'acide oléique

28,9%.

- 155 -



Résultats

Tableau 22 : Composition lipidique membranaire

Nom usuel Nomenclature Controle Azote pzote -
physiologique Hydrogéne
Acide laurique C 12.0 1.1 <1 <1
Acide myristique C 14.0 16.4 2.5 2.7
Acide pentadécylique C 15:0 1.2 2.3 2.8
Acide palmitique C 16:0 46.4 21.9 25.1
Acide palmitoléique C 16:1 n-7 1.4 3.0 3.2
Acide hypogéique C 16:1 n-9 3.1 1.1 1.6
Acide margarique C17.0 <1 1.6 1.8
Acide stéarique C 18:.0 8.5 15.5 16.5
Acide cis-vaccénique C 18:1c n-7 <1 2.6 1.8
Acide vacceénique C18:1tn-7 <1 2.0 1.3
Acide oléique C 18:1 n-9 15.6 30.2 28.9
Acide a-linolénique C 18:3n-3 <1 1.6 15
Acide lactobacilliqgue  Cyc-C 19:0 1.1 3.9 2.9
Acide arachidique C 20:.0 <1 1.1 1.0
Acide gondoique C 20:1 n-9 <1 <1 <1
Acide béhénique C 22.0 <1 1.4 1.0
Acide érucique C22:1n-9 2.1 6.5 5.1
Acide lignocérique C 24.0 <1 1.2 <1
Total AGS 75.0 48.0 52.5
Total AGI 25.0 52.0 47.5
Anisotropie a 37 °C 0.13 0.13 0.13

AGS : acides gras saturés

AGI : acides gras insaturés

Sous Azote ou sous Azote — Hydrogene, ces troleaajras ne constituent plus que 70% des
acides gras totaux. En effet, la proportion de neanb acides gras non détectables pour le
Contréle, notamment insaturés, augmente dans celtioms. En particulier, la proportion en
acide lactobacillique, un acide gras cyclique tegtée sous Azote et Azote — Hydrogéne par
rapport au Controle.
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Longueurmoyenne de chaine

De plus, la longueur moyenne des chaines d’acicesajgmente de fagon significative sous
Azote et sous Azote — Hydrogéne par rapport au rGlenf{Figure 66A.
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Figure 66 : Longueur moyenne des chaines d’acidesag (A) et pourcentage d'insaturation (B).: Groupe
significativement différent au risquea de 5% (Test Anova).

En effet, la longueur moyenne est de 16,3 carbqoes le Contrble et de 17,7 et 17,3

carbones sous Azote et Azote — Hydrogene. Lesrdiffies entre ces deux dernieres
conditions ne sont pas significatives. Enfin, datament a cette augmentation de la longueur
moyenne de chaine, le pourcentage d’acides gradunés augmente également de facon
significative sous Azote et Azote — Hydrogene (Fég66B. Ce pourcentage est de 25% pour
le Contréle et respectivement de 52% et 47,5% Aaote et Azote — Hydrogene. Cependant,
aucun changement dans la fluidité membranaire t€aBservé entre les trois conditions de
culture (Tableau 22

Le B, du milieu a donc un effet drastique sur la comjpmsien acides gras de la membrane de
B. bifidum En effet, pour la condition Contrdl&. bifidum posséde majoritairement des

acides gras a chaine courte et principalement é&atéu contraire, sous Azote et Azote —

Hydrogéne, les acides gras sont a chaine longnsagurés.

3.2.2. Thiols exofaciaux

3.2.2.1. Implication des thiols exofaciaux dansdpacité réductrice d&. bifidum

D’aprés les résultats précédent®, bifidum est capable de réduire son milieu. La
réincorporation rapide d’oxygeéne dans la condit@ontréle ainsi que la présence d’'une
molécule réductrice dans la condition Azote — Hgadree peuvent avoir des effets sur la

mesure du fE C’est pourquoi, la mise en évidence des mécasisimpliqués dans les
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capacités réductrices de la souche par filtrattcagaut de NEM est réalisée uniguement sous
Azote. Dans cette conditidd. bifidumréduit son milieu jusqu’a des valeurs réductri¢gs
-129 mV ; 7 = —-181 mV). Les résultats sont présentés Figure 67
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Figure 67 : Effet de la filtration et de I'ajout de NEM sur le maintien du E,; réducteur de cultures de
B. bifidum (Bleu : E,; initial ; Rouge : Ey; final ; Vert : E ; apres filtration ; Violet : E ; aprés ajout de
NEM). ®°: les colonnes portant des lettres différentes sostgnificativement différentes (Test SNK avec un
risque a de 5%).

La filtration provoque une augmentation dy 8u milieu de +292 mV, le filtrat retrouve ainsi
une valeur oxydante de +111 mV. Ce résultat indue la diminution du f& de conditions
oxydantes vers des valeurs réductrices est dépendana présence physique des cellules. La
neutralisation des thiols exofaciaux de la bactgaieajout de NEM apres réduction du milieu
fait augmenter le & final du milieu de —181 mV a +141 mV (augmentatittn322 mV). Ce
résultat montre qu'une grande part de la contribbutdes cellules au nk final (90%)
impliquerait les thiols.

3.2.2.2. Visualisation des groupements thiols exafa

Les expériences présentées au chapitre précédenteamis de mettre en évidence une
implication des groupements thiols dans lactivigductrice deB. bifidum C’est un

- 158 -



Résultats

mécanisme « passif » peu décrit dans la littérattiest pourquoi I'étude est focalisée sur les
groupements thiols et la possibilité de les modpker des conditions gazeuses de culture
différentes.

La mise en évidence de groupements thiols desle®llde B. bifidum issues des trois
conditions de culture différentes est réalisée eemper lieu par une observation en

microscopie confocale grace a la sonde fluoresc@regon green 488 maléimide. Les

résultats sont présentés Figure 68
A B C

Figure 68 : Observation par microscopie confocalealla fluorescence verte de cellules d& bifidum
marquées avec I'Oregon green 488 maléimide. Cellgléssues de cultures sous : Controle (A), Azote (B)
Azote - Hydrogéne (C).

Toutes les cellules visibles en lumiere blanchegméent en confocal une fluorescence verte
sur la totalité de leur membrane. Ces observatieanent confirmer la présence de
nombreux groupements thiols exofaciaux potentiedieinimpliqués dans I'obtention d'unE
réducteur paB. bifidum Cependant, aucune différence d’intensité de ésoence n’apparait
entre les trois conditions gazeuses. Ainsi, ceit@riique d’observation nous indique que les
thiols sont répartis uniformément aussi bien auaivee la membrane d’une seule bactérie
gu’'au sein de la population entiere Be bifidum Mais cette méthode ne semble pas étre

suffisamment sensible pour obtenir une quantificaprécise des thiols marqués.

3.2.2.3. Dosage quantitatif des groupements tleioddaciaux et totaux
Afin de mesurer plus précisément la quantité deigements thiols exofaciaux en fonction
des conditions initiales de culture, la techniqueddsage d’Ellman a été utilisée. Cette

méthode a également permis de doser les grouperttdnts totaux. Les résultats sont
présentés Figure 69
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® Thiols exofaciaux

® Thiols totaux
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Figure 69 : Représentation de la quantité de thiolexofaciaux et totaux en fonction des conditions de
culture. Cellules issues de cultures : Contrble, ss Azote et sous Azote - Hydrogéne. Groupes
significativement différents au risquea de 5% (Test Anova).

La concentration de groupements thiols exofaciaixeaviron 5 fois plus élevée lorsque la
souche est initialement cultivée en anaérobiose des valeurs de 0,85 uM (Azote) et 0,75
UM (Azote — Hydrogéne) pour Y0cellules contre 0,15 uM pour %@ellules concernant la
culture Contréle (p<0,05). En revanche, aucuneédifice significative entre les cultures
réalisées sous Azote et Azote — Hydrogene n’esrobs.

Une fois les thiols intracellulaires libérés partamitement de casse cellulaire, la proportion
de groupements thiols totaux est environ 10 foiss @levée que celle des thiols de surface
pour la condition Contréle (p<0,05). On remarque dgs concentrations de groupements
thiols totaux ne sont pas significativement diffées en fonction des conditions de culture
avec des quantités de 1,22 ; 1,39 et 1,33 pM pdlircellules deB. bifidum,respectivement
pour les cellules issues de cultures Controle, saate et sous Azote — Hydrogene.

Ces résultats montrent que I'absence d’oxygéne lgamslieu de culture permetB bifidum

d’accroitre sa proportion de thiols présents atéase.

- 160 -



Résultats

=» La modification de I'environnement redox du milieu de croissance deB. bifidum
permet d’augmenter de facon significative ses propgtés fonctionnelles en tant qug
probiotique. En effet, bien queB. bifidum ne possede pas une forte capacité d’adhési
aux cellules Caco-2n vitro, l'utilisation d’Azote ou d’Azote — Hydrogéne pernet de
doubler le nombre de cellules adhérentes. De plug potentiel antioxydant de B.
bifidum est également augmenté sous Azote et sous Azote ydidgene. En effet, leg
expeériences menées ont pu montrer une amélioratiadu pouvoir réducteur, du pouvoir
antimutagene et également du potentiel global de f#hse anti-radicalaire. La
fonctionnalité antioxydante deB. bifidum est la plus améliorée pour le cas des cellul
produites sous Azote — HydrogeneB. bifidum ne disposant que de trés peu de systérn
antioxydant actif (SOD, catalase,...), la encore, |ypothese d’'un mécanisme passi
membranaire, pourrait permettre d’expliquer cette meilleure fonctionnalité. La
modulation des thiols exofaciaux pourraient contriluer a cette explication puisqu’ils
sont a la fois impliqués dans la capacité réductrecdeL. lactis et dans la détoxication du
4NQO.
Le En du milieu de culture peut également induire des tfiérences significatives au
niveau de la surface cellulaire dd. bifidum. En effet, la composition en acide gras entr
la condition Controle et les deux conditions redoxest tres différente. La proportion
d’acides gras insaturés ainsi que la longueur moyee de chaine augmentent de faco
significative sous Azote et sous Azote — Hydrogénka fluidité membranaire reste
cependant inchangée. Bien que la quantité de thioletaux soit équivalente entre les
trois conditions, la quantité de thiols exofaciawest plus importante sous Azote et Azot
— Hydrogene. Tout comme chet. lactis, ces thiols exofaciaux sont impliqués dans

capacité réductrice de la souche.
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DISCUSSION GENERALE

Les phénoménes d’oxydoréduction jouent un role @mial sur la qualité des produits
laitiers fermentés. En effet, ils peuvent intervenissi bien négativement que positivement a
la fois sur le développement des qualités orgatigkegs et sur la flore microbienne.
Néanmoins, le potentiel d’oxydoréduction,)Ylemeure trés peu utilisé dans les procédés de
fabrication. Les raisons a ce manque d’intérét peug&tre imputées aux difficultés associées
a sa mesure et a sa maitrise. Des auteurs préobrnispendant la modification de
'environnement redox pour maintenir la viabilitéesd souches probiotiques sensibles a
'oxygene (Talwalkar and Kailasapathy, 2004b). $oache d@ifidobacterium bifiduna été
choisie comme modele probiotique académique auBisses screening viabilité/vitalité et
fonctionnalité. Cette souche présente un fort pouaniioxydant, certainement basé sur des
mécanismes passifs puisque dépourvue de défenpessa(SOD, catalase) mais une faible
résistance aux stress environnementaux. Des soudhésrét industriel ont également été
retenues pour des essaisvivo chez la souris. C’est donc I'impact dy ilBodulé par des gaz
surB. bifidum que nous avons étudié a travers ce travail. tat, éés mécanismes impliqués
dans la capacité réductrice et le pouvoir réduatedB. bifidumdemeurent encore inconnus.
Plusieurs hypothéses sont souvent avancées poubalegries lactiques, notamment la
consommation de I'oxygéne et la production de méiaisoréducteurs. De méme, I'effet du

potentiel redox du milieu su8. bifidumn’est a ce jour pas décrit dans la littérature.

Démarche de I'étude

Nous avons donc cherché a comprendre le ro. éfidumdans la modification du potentiel
d’oxydoréduction. Pour cela, nous avons analysédeacités réductrices (capacité a abaisser
le potentiel d'oxydoréduction du milieu, donc a mied le k) ainsi que le pouvoir réducteur
(aptitude a réduire des composés plus ou moingith a réduire) de cette souche. En effet,
nous avons identifié deux étapes distinctes damédaction du milieu paB. bifidum La
premiere correspond a la consommation totale de/géne en milieu aérobie ; la deuxieme
se déroule en anaérobiose et se caractérise padimimeution du E; vers des valeurs trés
réductrices. Nous avons donc concentré dans unigréemps nos recherches sur cette

seconde étape ce qui nous a permis de nous soeistealimpact de I'oxygéne sur la mesure
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du E, Cette approche a permis d’identifier les compaséponsable dupyEéducteur établi

parB. bifidum

De plus, afin de caractériser et de comprendrepBich du potentiel redox si@. bifidumet

par dela, les mécanismes impliqués dans la sunvie donctionnalité¢ de cette souche
probiotique, nous avons élaboré deux approcheshibmgues : I'une lipidique et l'autre
protéique. L'approche lipidique conduite en colleimn avec la plate-forme lipidique de
Dijon était basée sur la comparaison de la comipasién acides gras membranaire en
condition aérobie ou anaérobie et/ou réductricappioche protéique a consisté a déterminer

la nature de I'activité réductrice e bifidumen anaérobiose.

Valorisation des souches sélectionnées sur le samang
Deux souches ont été sélectionnées a lissue deemiolg fonctionnalité « pouvoir
antioxydant » mais également du screening viahiltedité. Il s’agit des souchdsh. zeaeet
Lb. brevis Les résultatén vitro ont montré que ces deux souches possédaient oi@sépés
antioxydantes, la souche tb. zeaemontrant de meilleurs résultats que la soudhebrevis
Leur intégration dans une matrice laitiere de tgitefermenté a été validée au stade pilote au
sein de I'entreprise Senoble (aspect technologajueganoleptique). Par la suite, la capacité
antioxydante de ces deux souches a été testée suodele murin mis en place par I'INRA
de Jouy-en-Josas en collaboration avec notre ladbaaet Senoble. La souche de référence
Lb. fermentunME-3 a également été utilisée pour I'esgsarivo (Songisepget al, 2005). Un
modéle de stress oxydant modéré induit chez laisqar I'administration d’'un régime
alimentaire carencé en sélénium et en vitaminecte &mployé (Kaizet al, 1993; Mazuret
al., 1996; Changet al, 2007). Apres 6 semaines de carence alimenta&sesduris ont été
gavées pendant 4 semaines soit avec les diffépealsotiques (resuspendus dans du PBS),
soit avec du PBS seul. Pendant le gavage, lessssuissent toujours le régime carencé. Un
test KRL a été effectué sur le sang et le foie pdeoxydation lipidique a été mesurée par
guantification des MDA et les dosages du glutathoxydé et du glutathion réduit ont
également été analysés dans le foie. Ainsi, lesh&esutestées sont efficadasvivo, avec des
résultats proches de la souche de référence ME#3lpsouche deb. zeaeCet essan vivo
permet de valider la transposition des tests dgesangin vitro mis en place. Pour confirmer
I'efficacité antioxydante des souches, il paragm@oins indispensable de refaire cet essai

vivo, en incluant de nouveaux marqueurs tels que 168 les lipoprotéines et I'activité
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GPx. Cet essai est actuellement en cours. La sogeghsera identifiee suite a cet essai,
devrait étre utilisée pour la commercialisationrdjproduit fermenté. Une étude clinique en
double aveugle contre placebo devra confirmer fetseantioxydants de cette souche chez
’lhomme. Ceci devra étre basée sur l'utilisationptiesieurs criteres montrant une protection

des cellules ou des molécules (lipides, protéine&dN) contre le stress oxydant.

Caractérisation de la capacité réductrice d@ifidobacterium bifidum

Les bifidobactéries sont des bactéries probiotigaekes du tractus digestif de I'homme.
Elles sont considérées comme des bactéries anegrghictes bien que la tolérance a
'oxygéne soit dépendante de I'espéece étudiée (Somet al, 2005). Ainsi, Talwalkaet al.

ont trouvé queB. animalis et B. pseudolongunont une faible croissance sous condition
aérobie (Talwalkar and Kailasapathy, 2003). Au @rd, B. infantis posséde une bonne
croissance en condition aérobie. Le premier olfjeetice travail a donc été de comparer les
capacités de croissance Bebifidumdans des conditions de culture aérobie et anagérbhi
souche est ainsi capable de se développer dardeles conditions employées. De fagon
surprenante, cette étude a montré Bueifiduma tendance a pousser légerement moins vite
sous Azote (condition anaérobie) par rapport auti@bn (condition aérobie). Il en est de
méme pour les capacités d’acidification de la seucim Iéger retard est également constaté
en condition anaérobie. Les capacités acidifiardescette bactérie restent néanmoins
relativement faibles. Des études précédentes ontrénta difficulté de différentes especes de
Bifidobacteriumde se développer sous forme de colonies quandebaisaturé uniquement en
azote (Kawasaket al, 2007). Ces auteurs ont montré qu’'un meélange ga@&y-N, (1%-
99%) eétait suffisant pour assurer un bon dévelogmendes colonies bactériennes. En
conséqguence, la condition anaérobie engendréeytlagé d’azote ou d’azote — hydrogéne
peut avoir un léger impact négatif sur la croissaetcles capacités acidifiantes de la souche
en éliminant le C@du milieu. Dans un second temps, le suivi du tdiaxygéne dissous
dans le milieu pendant la croissance de la soucto®rdition Contréle a permis de mettre en
evidence qu®. bifidumconsommait 'oxygene dissous pendant la phasalmide croissance
(consommation de la totalité de I'oxygéne en maiass h de culture). Ces données sont en
adéquation avec les travaux de Altietial qui ont montré qué. bifidum était capable de
réduire la teneur en oxygene dissous d’'un proditiel durant le stockage a 4 °C aussi bien
en culture pure qu’en culture mixte (Altieri al, 2008). Des études antérieures ont montré la

présence de génes analogues codant pour I'enzyniHNiXxydase (Kawasalet al, 2006).
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Cette enzyme, retrouvée chez de nombreuses bactadgaques, utilise le NADH pour
réduire I'oxygéne en un composé oxydant, le perexyihydrogéne (bD,). Ainsi,
'accumulation d’HO, dans le milieu pourrait expliquer la Iégére augmaton du E
mesurée dans notre étude pendant les cing prenmieuess de culture en condition Contrdle.
Cependant, I'accumulation dX®, représente un danger létal poBifidobacterium La
plupart des bactéries lactiques utilisent des eesyspécifigues comme la catalase ou la
NADH peroxydase pour I'éliminer. Des études préo¢ele ont montré que I'#D, n’était pas
accumulé cheBifidobacteriumen présence d’'oxygene malgré que ces bactéripesssedent
pas d'activité catalase ou NADH peroxydase (Shimmamet al, 1992). Ces données
témoignent de I'existence d’autres mécanismesvatemt dans la réduction de $&, chez
les bifidobactéries. Ainsi, I'alkyl hydroperoxydetductase (enzyme de la famille des
peroxiredoxines) est impliquée dans la réductionpduwoxyde d’hydrogéne en eau chez
Escherichia coliet Streptococcus mutan@liguchi et al, 1999). Lee etl. ont rapporté la
présence de genes analogues de cette enzyme qpedfiez les bifidobactéries (Lee and
O'Sullivan, 2010). Cette enzyme pourrait ainsi &tranécanisme alternatif dans I'élimination
de I'H,O, chezB. bifidum Des composés thiols pourraient également pernlettréduction
de I'H,O, en eau (Granet al, 1996). En effet, la diminution des groupement®lshi
exofaciaux observée en condition aérobie pourésititer de leur oxydation par le peroxyde
d’hydrogene en acide sulfénique (Figurg.70

Résidu Acide Acide Acide
cystéine sulfénique sulfinique sulfonique

Figure 70 : Oxydation des résidus cystéines en aeisl sulféniques, sulfiniques et sulfoniques.

Ces produits d’oxydation restent néanmoins difficil doser, notamment en raison de la
grande instabilité de I'acide sulfénique. Ces desngoulignent la capacité @& bifiduma
neutraliser 'oxygéene dissous présent dans le mdie culture, et ceci des les premiére heures

de croissance.
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La seconde partie de cette étude s’est intéressgeca@pacité réductrice d. bifidum En
effet, les bifidobactéries sont parmi les premiégspeces a coloniser le tractus digestif de
’homme et deviennent rapidement les bactéries ghs importantes dans le colon
(Kerckhoffs et al, 2006). Le cblon est un environnement anaérobiec@ticteur (valeur
estimée entre —200 et —300 mV au niveau de la heniigestinale) (Wilson, 2008). Ainsi, en
connaissant I'environnement naturel Bebifidum le second objectif de cette étude est de
caractériser plus précisément la capacité réedeatiéccette souche. A ce jour, aucune donnée
n’est disponible dans ce domaine ®ifidobacterium Les résultats obtenus montrent que
B. bifidumest capable de diminuer le potentiel redox duemijusqu’a des valeurs réductrices
(=101 mV en condition aérobie et —181 mV en coadiinaérobie) pendant sa croissance. De
plus, en comparaison avec l|'évaluation des capaaiéluctrices de plusieurs bactéries
lactiques réalisée par Brasehal, B. bifidumpeut étre classée parmi les souches réductrices
(Brascaet al, 2007). Dans cette étude, des especes tellekluaulgaricussont incapables
d’établir un E réducteur (E final de +23 mV), contrairement a d'autres espétrés
réductrices commegnterococcus faecaligg, final de —196 mV) oul.c. Lactis(—220 mV). |l

est intéressant de noter que les entérocoquesetomiives dans la méme niche écologique
que les bifidobactéries, dans le cblon, et a depgtions équivalentes (2 a 3%) (Wilson,
2008). En conséquence, ces résultats nous permdéagrgnser quB. bifidumpourrait étre

impliquée dans le maintien d’'un environnement aslaéret réducteur dans le célon.

La derniere partie de cette étude concerne plussgr@ent l'identification des mécanismes
impliqués dans la capacité réductriceRlebifidum Chez certaines espéces bactériennes, la
réduction de I'environnement est principalement du& production de molécules réductrices
dans le milieu (Penfolét al, 2003). Cependant, selon nos résultats, la dinonwtu 7 du
milieu de valeurs oxydantes vers des valeurs rédast parB. bifidum semble étre
principalement due a la présence des cellules léamdlieu et plus précisément a la présence
de composés thiols retrouvés sur la surface extéesebactéries (thiols exofaciaux). Des
études précédentes ont montré I'importance des aséspthiols exofaciaux dans la capacité
réductrice de certaines souches. En effet, théactis les groupements thiols localisés sur la
surface cellulaire bactérienne apparaissent contard &s composés principaux impliqués
dans la réduction du milieu (Michelat al, 2010). CheZ. coli et B. subtilis il a également
été montré que l'augmentation du nombre de grouptsrhiols dans le milieu et sur la

surface cellulaire est corrélée avec une diminutigportante du g durant la transition entre
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la phase exponentielle et la phase stationnairerdissance (Oktyabrsky and Smirnova,
1988). Enfin, une étude tres récente menée audad montre I'importance des thiols
exofaciaux cheB. subtilisdans les variations de potentiel redox observag® spores et
cellules végétatives (De Coninait al). Il aurait été intéressant d'étudier les relations
dynamiques entre la concentration en thiols exatacet respectivement 'augmentation de la
biomasse d8. bifidumet la diminution du . En effet, cheic. lactisune corrélation entre
I'évolution du Ey7 et la concentration de groupements thiols exofexcia été démontrée.
Ainsi, la diminution du ks est accompagnée d'une augmentation de la contientrde
groupements thiols exofaciaux et ugy EEducteur stabilisé est atteint lorsque la comaénnh

de groupements thiols exofaciaux atteint sa conagom maximale dans le milieu (Michelon
et al, 2010). Les différentes étapes de réduction diemparB. bifidumen milieu aérobie ou

anaeérobie sont récapitulées Figure 71
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Figure 71 : Identification des différentes phaseswacours de la cinétique de réduction d8. bifidum en
présence (A) et en absence (B) dy0® : phase de latence® : phase de réduction® : stabilisation finale.
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Pour résumer, durant la phase de latence en comdiérobie, la totalité de 'oxygene est
métabolisé paB. bifidum Cette phase correspondrait donc au temps némesshl bactérie
pour éliminer les composés oxydants exogénes am@e par la réduction de I'oxygene en
peroxyde d’hydrogeneia la NADH oxydase puis par la réduction du peroxgidedrogéne
en eawia l'alkyl hydroperoxyde réductase (processus aciif)les thiols (processus passif).
La deuxieme phase se déroule en anaérobiose ataeérise par une diminution rapide du
E vers une valeur trés réductrice. La présence hdeks texofaciaux serait a I'origine de ce
phénomene. L'ultime phase correspond a une phastafidisation du f minimal atteint
suite a la phase de réduction. Cependant, contraitea de précédents résultats (Abraham,
2007; Michelon, 2010), la valeur finale de réductitest pas la méme en condition aérobie
gu’en condition anaérobie. Le pouvoir réducteuBdéifidumdoit donc différent entre ces
deux conditions. La différence de concentrationgo®ipements thiols exofaciaux observée

entre la condition Contrdle et les conditions aobi&s pourrait expliquer ce résultat.

Caractérisation et mécanismes impliqués dans le pwoir réducteur de B.
bifidum

Les indicateurs colorés de type indophénols auragpen étre utilisés comme agent de
discrimination redox. Cependant, ces molécules sestsensibles aux variations de pH, ce
qui modifie d’'une part leurs fenétres de virageosedet d’autre part leur couleur. lls
s’avéraient donc inadaptés pour une utilisationligp@e aux bifidobactéries capables
d’acidifier leur environnement. Nous nous sommaeascdmasés sur la méthode développée par
Michelon et al. utilisant quatre sels de tétrazolium différentsregirésentatifs d’'une large
echelle redox (Micheloret al, ; Sollodet al, 1992). Les résultats obtenus avec le test de
discrimination redox ont confirmé la difficulté dssls choisis a étre réduits : MTT facilement
réduit puis dans l'ordre croissant TV, TTC et BT.

Les milieux de discrimination aux sels de tétramolinous ont confirmé quB. bifidum
(condition Contrdle) est une souche réductrice.effat, bien queB. bifidum ne soit pas
capable de réduire les sels de tétrazolium en tondaérobie (mis a part le MTT), cette
bactérie est capable de réduire quasiment touselesen condition anaérobie sauf le BT qui
est le sel le plus difficile a réduir®. bifidum posséde donc un pouvoir réducteur plus

important queLb. bulgaricus considérée comme faiblement réductrice puisqu’edt réduit
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gue le TV en condition anaérobie (Michelon, 2013).[dus,B. bifidumest capable de réduire
les mémes sels queb. plantarummais posséde un pouvoir réducteur plus faible lgque
lactis, souche trés réductrice, qui est capable de Edirs les sels en condition anaérobie et
tous les sels sauf le BT en condition aérobie (Mahe2010). Ces données sont également
en adéquation avec les capacités réductrices deoebes (Brascet al, 2007). Ces résultats
restent néanmoins difficiles & interpréter dansnksure ou aucun travail ne concerne le
pouvoir réducteur de bactéries anaérobies striodBependant, des travaux précédents
impliguant une banque de mutants lde lactis ont montré que la ménaquinone est le
principal site de réduction des sels de tétrazokumntondition aérobie (Tachat al, 2009).
Bien que 'analyse du génome BebifidumS17 (CP002220.1) permette de retrouver un gene
menAcodant pour une protéine (AD053639.1) impliqguéaesda formation du précurseur de
la ménaquinone, aucune donnée dans la littératimeique la présence d'une voie de
biosynthese de la ménaquinone ch&zbifidum méme incompléte. Ceci pourrait donc
expliquer queB. bifidumne soit pas capable de réduire les sels de tétraz@n condition
aérobie en milieu solide. Par contre, en conditinaérobie la mutation des genes impliqués
dans la biosynthése de la ménaquinone tieetactisn’a aucun effet sur la réduction de ces
sels. Chez.c. lactiset chezB. bifidumil doit donc y avoir un autre mécanisme qui intenti
dans la réduction des sels de tétrazolium. L’agpedsiochimique exposée précédemment
(utilisation du NEM), ainsi que les résultats oltenchezLc. lactis semblent montrer
implication de groupements thiols exofaciaux démgpouvoir réducteur dB. bifidum Les
thiols exofaciaux sont en partie oxydés en condiéiérobie, les empéchant donc de réduire
les sels de tétrazolium de la méme facon qu’en tiondanaérobie. Il faut également noter
gu'en milieu liquide,B. bifidum est capable de réduire le TV (condition ContrGe)
aerobiose. Cette différence peut s’expliquer pafaiequ’en milieu liquide, la bactérie est
capable de rendre son milieu anaérobie en quelipiees. Les thiols permettraient ensuite la

réduction du sel de tétrazolium.

Effet du potentiel redox sur les propriétés dd. bifidum

Les tests de screening viabilité/vitalité mis eacpl ont confirmé quB. bifidumposséde de

faible capacité a résister aux stress environneangnien particulier les stress oxydant. En
effet, cette bactérie ne possede pas d’enzymeslespde pieger les ROS et ne produit pas de
composés antioxydants (Lee and O'Sullivan, 2010). ddnséquence, de nombreuses

techniques ont été mise en place pour protégdifidebactéries de la toxicité de I'oxygéne.
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La stratégie employée dans cette étude consisi@ditionner le lait par bullage de gaz avant
fermentation avec différents environnements red&rsi, I'utilisation d’'un bullage de gaz
(Azote ou Azote — Hydrogene) avant la fermentatiangmente la survie dB. bifidum
pendant le stockage a froid des produits laitiersnéntés. Point important, les capacités
acidifiantes et la survie des souches du yaoursor@ pas impactées. L'utilisation d’'un
environnement similaire a celui retrouvé dans lordabsence d’oxygéne et/ou condition
réductrice) peut donc avoir un impact positif sas lcapacités de résistances aux stress
oxydants. Cependant, il est a noter que I'élimoratde 'oxygene dans le milieu ne peut
suffire a expliquer ces résultats. En effet, urfeedénce de survie entre les conditions Azote
et Azote — Hydrogéne a également été constatéei, &mplus de I'élimination de I'oxygéene
(N2) et de I'addition d’un composé réducteur,H augmentation de la viabilité dans les
conditions anaérobies et/ou réductrices peut étndwee a des changements membranaires,
par exemple un nombre plus importants de groupesrtaidls exofaciaux maintenus a I'état
réduit. Les groupements thiols sont des compogssitnportants pour 'activité réductrice
(Michelon et al, 2010) mais également pour leur propriété antiarye et de résistance au
stress oxydant (Balcerczyk and Bartosz, 2003; Pkisoand Georgiou, 2004). Les gaz
pourraient également avoir un impact positif surcamposition lipidique et la fluidité
membranaire (Ouvry et al., 2002). En conséquencegas objectifs de cette étude est de
déterminer plus précisément I'impact des différentenditions de culture redox sur les
propriétés deB. bifidum Les effets physiologiques, le pouvoir réducteulaerésistance au
stress oxydant ont été étudiés en premier lieu emctibn des conditions redox

environnementales.

Effet du redox sur le pouvoir réducteur et la résasce au stress oxydant

Tout d’abord, selon nos résultats, le pool de ca@pdhiols semble rester stable en fonction
des différentes conditions redox de croissance. iitigrg, nous avons pu montrer que la
proportion de thiols dans la cellule ou a la swefde la cellule differe entre les trois cultures.
En effet, sous les conditions Azote et Azote — ldgéne, la proportion de composeés thiols
exofaciaux est significativement plus importante daas le cas de la condition Contréle. En
conséguence, la majorité des composes thiols testéntérieur de la bactérie lorsqu’elle est
exposée a un stress oxydant. Au contraire, en tondinaérobie, la plupart des thiols sont
retrouvés a la surface de la cellule et la quarititéacellulaire est donc moindre. La
concentration en thiols exofaciaux Bebifidumconcordent avec les résultats obtenus thez

lactis. En effet, L. lactis souche plus réductrice qug bifidum (aussi bien en capacité
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réductrice qu’en pouvoir réducteur), possede égameiplus de thiols exofaciaux (Michelon,
2010). Pour expliquer la différence de répartititas thiols entre la condition Contréle et les
conditions Azote et Azote — Hydrogéne, il a étéridépie les bifidobactéries possédent des
régulateurs protéiques spécifiques impliqués dansldtection et la résistance au stress
oxydant (Klijn et al, 2005). En effet, le géne du facteur sigma ARN yp@rase
(ADO53421.1) et la famille des génlgsR (dontoxyR (AD0O53123.1), tous deux impliqués
dans la détection et la réponse au stress oxydahtété retrouvés dans le génomeRle
bifidum S17. En conséquence, les conditions aérobies (@enpourraient étre responsables
de l'activation de ces regulateurs ch®z bifidum et induire I'internalisation de certaines
protéines spécifiques pour se protéger du stregdaox. Ce phénomeéne peut expliquer la
diminution de la quantité de composeés thiols auldase des bactéries dans ces conditions.
Nous avons également montré que l'augmentationttdels de surface sous les conditions
Azote et Azote — Hydrogene coincide avec une autatien du pouvoir réducteur dg.
bifidum (réduction des sels de tétrazolium en milieu tig)i En effet, sous la condition Azote
B. bifidum peut réduire le TTC en plus du TV réduit en cdoditContréle et sous la
condition Azote — Hydrogend. bifidumpeut en plus réduire le BT. Ce résultat permet de
confirmer le réle des thiols exofaciaux dans le mauvéducteur deB. bifidum Pour les
cellules issues de cultures sous Azote — Hydrogenproportion des thiols exofaciaux est
similaire aux cultures sous Azote mais le pouvéucteur de la souche est amélioré. Il
semblerait qu’'un mécanisme supplémentaire soitiqu@l Enfin, les différences de quantité
de groupements thiols exofaciaux et de pouvoirctedur observées entre la condition Azote
et la condition ContrGle pourrait permettre d’egpkr que la valeur finale de,£Eatteinte
differe entre les deux conditions.

Les groupements thiols sont des composés imporigapigqués dans la résistance au stress
oxydant. En effet, Flet al. ont montré que chekc. lactis les groupements thiols sont
impliqués dans la défense face au stress oxydanét(al, 2006a) mais également face au
stress acide (Zhargt al, 2007). C’est pourquoi la suite de cette étuddaestlisée sur I'effet

de l'augmentation des groupements thiols exofaciaux les capacités de résistance de
B. bifidumau stress oxydant. Les cellules précédemmentéalisous différentes conditions
redox sont exposées a un stress oxydant et lefatésindiquent une différence dans la
capacité de résistance de la bactérie. En effietqe les cellules sont exposées a un stress
oxydant de faible intensité (stress physiologiquecpe des conditions d’'un produit oun«
Vivo ») ou de courte durée, la survie la plus importasteenregistrée po@. bifidumcultivée

sous conditions Azote — Hydrogene (condition rédce). La présence des groupements
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thiols exofaciaux associée a un fort pouvoir réeductpourrait étre responsable de la
protection des bactéries face a un stress oxydantrd physiologique. Dans un produit
laitier, la concentration en peroxyde d’hydrogément comprise entre 0,06 et 0,3 mM, la
concentration utilisée pour établir un stress derphysiologique (0,1 mM) correspond a la
guantité d’HO, que I'on peut retrouver dans le yaourt aprés fetaton (Dave and Shah,
1997a). Ces mémes auteurs ont également montr&aquise en place d’'un environnement
réducteur avec de la cystéine ne permettait pdimibé&r I'H,O, présent dans le milieu.
Ainsi, on peut penser que dans le caBddifidum cultivée dans la condition ControlB,
bifidum est exposée a un stress oxydant endogene (duraétabolisme) et exogene (lié au
milieu extérieur) ; en condition Azot®. bifidumne serait uniquemement exposée qu’a un
stress oxydant exogéne mais de plus forte integsign condition Azote — Hydrogéne. Ceci
pourrait donc expliquer en partie les différencewidbilité observée dans les produits laitiers
fermentés, notamment entre Azote et Azote — Hydreg&'environnement redox dB.
bifidum fluctuant de fagon trés importante entre sa pridolu@n fermenteur, son intégration
dans un produit laitier fermenté et son ingestiBn, bifidum va étre confrontée a des
environnements fortement oxydants mais égalemetegni@nt réducteurs. L'effet cumulatif

de toutes ces étapes ne seront pas sans conséguelasphysiologie de cette bactérie.

Effet du potentiel redox sur les propriétés de sagé de B. bifidum

Comme exposé préecédemment, l'utilisation de gazrpiduavoir un impact positif sur la
viabilité deB. bifidumen modulant la composition lipidique et la flue@ihembranaire. Ainsi,
sur le plan des acides gras membranaires, la armesdeB. bifidumsous Azote ou sous
Azote — Hydrogene a comme principal impact une argation de la proportion d’acides
gras insaturés ainsi que de la longueur moyennehdee. Ainsi la proportion d’acides
stéariques (C18:0) et oléiques (C18:1n-9) augmeintelle des acides myristiques (C14:0) et
palmitiques (C16:0) diminue sous Azote et sous éAzotHydrogene Des modifications
similaires ont été mises en évidence c8&eptococcus pneumoniaé un changement dans
la proportion en acides vaccéniques (C18:1n-7)cesiplé avec un changement dans la
proportion en acides palmitiques (C16:0) sous don a€robie ou anaérobie (Pesakkov
al., 2007). Donc, bloquer le métabolisme carboné oxfyger le développement de la
bactérie dans des conditions anaérobies entrain@ugraentation de la proportion d’acides
gras insaturés. Ces auteurs ont également montréagréluction du niveau de radicaux
hydroxyles par l'utilisation de l'acide salicyliqupermettait d’augmenter la proportion

d’acides gras insaturés, similairement aux résutibtenus en condition anaérobie (Pesakhov
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et al, 2007). De plus, I'analyse de la composition ele@agras a montré qu’en conditions
anaérobie et/ou réductrice la proportion en acitobacillique (Cyc-C19 :0) augmente de
maniére significative. La modulation de cet acigelique sous différentes conditions de
stress a déja été décrite chez les bactériestamnnment chez des especes de bifidobactéries
(Gomez-Zavagliaet al, 2002; Ruizet al, 2007). Certains auteurs pensent que la modulation
de ce cyclopropane est un parametre clé dansitiamse au stress (Teixeeaal, 2002). De
plus, méme si la composition en acides gras meralveest modifiée sous Azote et sous
Azote-Hydrogene par rapport a la condition Contrédefluidité membranaire, mesurée par
anisotropie de fluorescence, n'est pas altéréeefigt, quelque soit les conditions redox
appliguées a la culture, la valeur d’anisotropiei@sntique. Nous avons donc montré que la
croissance en condition aérobie, qui permet la &ion de peroxyde d’hydrogéne et par
conséquent la formation du radical hydroxyle s’aspagne d’'une modification de la
composition en acide gras membranaire dhelzifidum principalement une diminution de la
teneur en acides oléiques, stéariques et lacttigaes au profit d'une augmentation en
acides palmitiques et myristigues. Ces changemeigsnt a maintenir I'homéostasie
cellulaire, de telle sorte que I'état physiqgue memdaire soit maintenu dans les limites
compatibles avec les fonctions métaboliques opemadEn effet, les modifications dans la
composition en acide gras permettent a la celldendintenir une fluidité membranaire
constante (Sinensky, 1974). Cette adaptation, éppeldaptation homéovisqueuse, est
essentielle pour les fonctions cellulaires (Ve al, 1993; Murgaet al, 2000). Ainsi,
notamment pendant les premieres phases de crogssancondition Contréle, la diminution
de la proportion en acide lactobacillique pourradntribuer a maintenir la fluidité
membranaire cheB. bifidum En effet, cet acide gras cyclique est considérdnae étant un
rigidifiant des membranes cellulaires et la dimiomitde ce dernier entrainerait une protection
face au stress oxydant en contrebalancant la dirmmadle la fluidité membranaire attribué
aux ROS (les ROS ayant tendance a rigidifier lembranes) (Teixeirat al, 2002; Cazzola
et al, 2003). Sous l'effet d'un stress oxydant, le géadant pour la CFA synthase (enzyme
permettant la production du Cyc-C19:0) pourrait iaiége réprimé. Cependant, cette
adaptation deB. bifidum bactérie anaérobie, a un environnement oxydades effets
délétéres sur la survie a d’autres stressefLal, 2009). Ainsi, les différences de viabilité
observées apres des stress représentatifs dustrgagiro-intestinal entre les différentes
conditions redox de culture pourraient étre explkgu@ar la modification des acides gras

membranaires.
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Enfin, la modulation de ces acides gras sembleségait avoir un rble dans les propriétés de
surface deB. bifidum En effet, le passage d’acides gras saturés aehaburtes (conditions
Controle) vers des acides gras insaturés et a lsngugines (conditions Azote et Azote —
Hydrogéne) entraine notamment une diminution deéhigience a I'’héxadecane, c'est-a-dire
une diminution de I'hydrophobicité de surface (d&ni plus marquée sous Azote —
Hydrogéne). Ce phénoméne a déja été observée ldhemsalivarius Aprés un stress
osmotique, la concentration en acides gras insfirdinue et I’hydrophobicité de surface
augmente (Gon@t al, 2012). L’'auto-agrégation est, elle augmentée. Dage étude, les
cellules sous conditions Azote — Hydrogéne présgntee auto-agrégation qui differe de la
condition Contréle et Azote (diminution du phénomeéreuto-agrégation). La composition
lipidique ne peut donc expliquer totalement cesnph#&nes. De plus, il est intéressant de
noter que les phénoménes d’auto-agrégation sont $amusiépendance dexyR et
correspondent a des mécanismes de défense fadeeas @xydant (McLeaet al, 2008).
Ceci confirme que les cellules sous condition Gidatret sous Azote subissent un stress
oxydant plus important que celle sous Azote — Hgdne. Les phénoménes précédemment
observés avetb. plantarumen condition réductrice, a savoir une diminutian I@ffinité
pour le chloroforme et une augmentation de I'afinbour I'acétate d’éthyle, n'ont pas été
retrouvés cheB. bifidum(Ouvry et al, 2002). De plus, des données de la littératuretmon
gue les acides gras insaturés a longues chainesefieient d'augmenter I'adhésion des
bactéries a la surface épithéliale (Das and Farfi®2)2 Ces données pourraient ainsi
expliquer la meilleure adhérence aux cellules épitles Caco2 d@. bifidumen conditions
Azote et Azote — Hydrogéne. De plus, aucune doneéeliant les affinités pour les solvants
avec les propriétés d’adhésion des souches prqbestj les différences d’hydrophobicité
observées au niveau de la membran8.deifidumne semble pas pouvoir étre corrélées avec
les modifications notées au niveau de I'adhésioncalivles Caco-2. Néanmoins, dans notre

cas, une diminution de I'hydrophobicité s’accompadiune meilleure adhésion cellulaire.

Effet du redox sur la fonctionnalité de B. bifidum

Il a été precédemment montré que la présence dapgments thiols exofaciaux peut
participer aux capacités antioxydantes de certaiitgoorganismes. En effet, une étude
menée chez la levur®. cerevisiaendique que les groupements thiols ont une cauioh
majeure dans la capacité antioxydante de cettadefRalcerczyk and Bartosz, 2003). Nos
résultats sont en accord avec la littérature puisgue Azote et Azote — Hydrogéne, lorsque

la quantité de thiols exofaciaux est plus impodafd potentiel global anti-radicalaire Be
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bifidum est augmenté. Néanmoins, les quantités de thiafa&aux entre les conditions
Azote et Azote — Hydrogéne étant identiques, |&bhce observée au niveau du test KRL
entre ces deux conditions montre l'existence d'esosd mécanisme impliqué dans le
pouvoir global anti-radicalaire d&. bifidum Concernant le test des cométes, les différences
de composés thiols a la surface Ble bifidum en fonction des conditions redox peuvent
également expliquer le meilleur pouvoir anti-mutag@bservé. En effet, le 4ANQO, molécule
mutageéne intervenant également dans le stress wixygeeut étre détoxiqué en 4-
aminoquinoline ; ceci se traduit par un décalagendsimum d’absorption de la molécule de
365 nm a 355 nm (Caldimit al, 2002). Des auteurs ont également rapporté ddittature

un effet des bactéries probiotiques sur la mutagénide cette molécule, mais aucun
mécanisme d’action n’est pour le moment établi Cen al, 2002; Caldiniet al, 2005). I

est a noter que le surnageant bactérien étantdaedf, c’est la bactérie elle-méme qui semble
avoir un effet. De nombreux auteurs s’accordentlsurdle des molécules thiols dans la
réduction du 4NQO en 4-aminoquinoline (Borob'etaal, 1995; Srinivasaret al, 2004).
L’inactivation de l'effet deB. bifidum sur le 4NQO par traitement thermique confirme
egalement une implication des thiols. Les résultatenus dans ce travail vont dans ce sens,
puisque l'augmentation des thiols exofaciaux endd@ns Azote et Azote — Hydrogéne
s’accompagne d’un pouvoir anti-mutagene plus ingertC’est donc la premiére fois qu’'une
preuve directe montre que les groupements thiotsaeiaux permettent aux bactéries de
réduire le pouvoir mutagene du 4NQO. La différeabservée entre les conditions Azote et
Azote — Hydrogéne ne pouvant s’expliquer par |dédiénce de groupements thiols a la
surface des cellules, implique soit un autre méraei d’'action soit le meilleur pouvoir
réducteur observé sous condition Azote — Hydrogene.

De plus, la plus grande proportion d’acides grasturés et a longues chaines peut étre un
atout majeur pour utiliseB. bifidumen tant que souche probiotique. En effet, lesescgtas
insaturés sont un moyen pour éliminer les ROS. émxydation lipidique par les radicaux
libres consiste en une oxydation des acides grasuirts (Halliwell and Chirico, 1993). Sous
Azote et sous Azote — Hydrogeérig, bifidumpossédant plus de ces acides gras, elle pourra
ainsi mieux résister a un stress oxydant physiglogimais elle pourra également détoxiquer
de maniere plus efficace le milieu dans lequel stl¢rouve. Ces données confirment donc en
partie a la fois la meilleure résistanceRlebifidumdans ces conditions mais également les
résultats obtenus sur le potentiel global de défemsi-radicalaire (test KRL). Aucune donnée
bibliographique n’implique cependant la compositigmdique et le détoxication du 4NQO.

De plus, les acides gras insaturés ont égalemerdlerdans 'immuno-modulation (Millst
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al., 2005). En modulant le potentiel d’oxydoréductides réponses différentes en terme de
production de cytokines pro- ou anti-inflammatoirpsurraient ainsi étre enregistrées.
Cependant, dans nos essais de mise en conta®. dafidum cultivé sous les trois
environnements redox, avec des cellules Caco-3jnaudifférence n’a été démontrée en
termes de production de cytokines (résultats ngosx dans ce memoire). Cependant, ces
tests ont nécessité de laver plusieurs fois ldsileslet de les resuspendre dans un tampon
phosphate qui n'a pas été dégazé a I'’Azote ou 2otd— Hydrogene. De plus, les cellules
Caco-2 nécessitant de I'oxygenB, bifidum est co-cultivée en condition aérobie. Ceci
pourrait avoir pour effet d’amenuiser voir d’éliremles différences biochimiques observées
lors de cette étude. Il faudrait ainsi imaginer woeculture plus proche de ce qui se passe
dans le tractus gastro-intestinal, c'est-a-dimmetiter les cellules Caco-2 au niveau basal et

générer un environnement redox modulable au nivpaala
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CONCLUSION — PERSPECTIVES

En conclusion, grace aux sreening mis en place darngavail, nous avons pu sélectionner
deux souches probiotigued,actobacillus brevis et Lactobacillus zeae dont [I'état
physiologique est peu affecté aprés des stresgésemiatifs du procédé de fabrication et du
tractus gastro-intestinal mais également présentariort potentiel antioxydant. L’efficacité

in vitro de ces souches a été confirnmé&ivo sur un modéle de souris carencées en sélénium
et vitamine E. Ainsi, la prise de probiotique perme combler le stress oxydant engendré par
la carence nutritionnelle. Cependant, des essamaplémentaires chez l'animal sont

nécessaires pour choisir la souche qui servirassdi clinique chez I'Homme.

Nous avons démontré qugifidobacterium bifidum bien que ne possédant que peu de
propriété d’acidification du milieu, était capall@tablir un environnement réducteur (Figure
72). Ceci pourrait ainsi participer au maintien d’'rtedox négatif au niveau du célon. La
présence de groupement thiols exofaciaux est pal@inent responsable dy Eeducteur
atteint au cours de la croissanceRdeifidum En aérobiose, cette réduction est précédée par
la consommation de tout I'oxygene du milieu @&r bifidum Lors de cette phase, la
concentration en thiols exofaciaux diminue ce quirpat étre du a leur participation a la
réduction d'espéces réactives de I'oxygene, Ol Des travaux complémentaires
permettraient d’identifier plus précisément lest@irtes impliquées dans la diminution dy E

et également le devenir des groupements thiol®edition aérobie.

La modulation des ces groupements thiols exofacgard’utilisation de gaz neutre (Azote)
et/ou réducteur (Azote — Hydrogéne) a un effet lsuwviabilité et la fonctionnalité de
B. bifidum En effet, la conservation dB. bifidum dans un produit laitier fermenté est
ameliorée par l'utilisation de ces gaz. En milieod®le, la résistance aux stress (stress
oxydant d’'ordre physiologique, stress sels bilmiet stress du cblon) d®. bifidum est
également améliorée lorsque la bactérie est pré&atednit cultivée sous Azote et sous Azote —
Hydrogéne. De plus, en milieu modeéle, le pouvoiricytlant, le pouvoir réducteur, le
pouvoir antimutagene et I'adhésion aux cellulesocasont egalement améliorés par rapport
a la condition Contrdle. Une contribution de la miation des acides gras membranaires est
également a prendre en compte dans I'amélioratida d&bilité et de la fonctionnalité sous

Azote et sous Azote — Hydrogéne.
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Comme perspectives de travalil, il serait intéretsdadentifier la dynamique d’apparition et
de disparition des thiols en fonction des condgiordox appliquées mais également la
dynamique de la peroxydation lipidique. Le séqugacde cette souche est également en
cours. Une fois le génome connu, il sera alorsiplesde réaliser des puces a ADN. Celles-ci
permettront de comparer I'expression ou la répoessle genes cibles en fonction des
conditions redox de culture. De plus, en utilisane enzyme spécifique au stress oxydant
(FpG) il serait possible d’utiliser le test des @es non seulement dans un but de déceler un

effet des bactéries sur le pouvoir anti-mutageras ®galement sur le pouvoir antioxydant.

Application _industrielle : L'utilisation des gaz afin de diminuer le poteht

d’oxydoréduction du milieu semble tres promettedsm point de vue industriel. En effet,

outre 'amélioration des qualités organoleptiquepiduit, cela permettrait de maintenir une
viabilité élevée pour des bactéries probiotiquesgifes comme c’est le cas pour les
bifidobactéries. Méme si I'effet des gaz sur ladimomnalité d’une culture mixte n’a pas été

evalue, ils ont permis d’améliorer le pouvoir antidant de la bactérie probiotique testée.
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Conclusion — Perspectives

Afin d’industrialiser ce procéde, il serait intésaat de suivre la viabilité d8. bifidumnon
plus dans des tubes de Hungate imperméables amgéz dans des pots en PET. Ainsi,
seule la phase de fabrication du lait fermenté setarait une modification du procédé de
fabrication. Un dégazage entre le camion et I'enegé cuve (perte de 80% de I'oxygene)
pourrait étre réalisé, puis une boucle de recyckdgptée au liquide pourrait étre mise en
place dans la cuve préalablement inertée (perte8@ de I'oxygene résiduel). La
consommation de gaz est de 2 a 4 volume pour wmehk traiter. Une seconde persective
industrielle consisterait a produirB. bifidum sous redox modifi€é, pour Iui permettre
d’acquérir une meilleure résistance et une meddanctionnalité, puis de lI'encapsuler a
'aide de matériaux imperméable aux gaz et rédistar pH avant son intégration dans une
matrice laitiére afin qu’elle garde ses propriéf@s.plus, I'utilisation de I'azote semble plus
aisée dans un premier temps, mais le mélange Azétgdrogene reste celui qui apporte le

plus de perspectives en terme de viabilité et detimmalité deBifidobacterium bifidum
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