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INTRODUCTION

La consommation des aliments d’origine végétale constitue, ces derniéres années un enjeu
de santé publique qui pourrait contribuer a prévenir de nombreuses maladies telles que les
maladies cardiovasculaires, certains cancers en passant par les maladies inflammatoires et le
processus de vieillissement (Heber, 2008).

Les propriétés préventives d’une alimentation riche en aliments d’origine végétale sont dues
principalement a ses principes actifs qui sont souvent liés aux produits de métabolites
secondaires (composés phénoliques, vitamines C et E, certains pigments : caroténoides...), qui
sont largement utilisés en tant qu’antioxydants contre le stress oxydatif; une situation ou la
cellule ne contrble plus la présence excessive des radicaux oxygénés toxiques suite a une
production anormalement elevée de derivés toxiques.

Cependant, I’ingestion d’antioxydants contenus dans les fruits et les légumes pourrait
permettre a notre organisme de renforcer ses moyens de défense contre les processus
d’oxydation qui menacent quotidiennement nos cellules, méme si les mécanismes mis en jeu
dépassent sans doute largement la réduction directe des especes oxygenées réactivees par les
composes phénoliques (Espin et al., 2007 ; Dembitsky et al., 2011).

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) recommande une consommation réguliére d’un
minimum de 400 g de fruits et de légumes par jour, notamment ceux riches en substances
antioxydants comme les composés phénoliques, pour la prévention des maladies chroniques qui
peuvent étre causées par le stress oxydatif.

Dans ce contexte, nous avons exploré le potentiel antioxydant de deux extraits largement
disponibles en Algérie le figuier de barbarie (Opuntia ficus-indica L.) et la betterave (Beta
vulgaris L.). Sous I’influence de facteurs environnementaux particuliers (sol et climat) a notre
pays, ces especes fructiferes peuvent avoir une expression métabolique différente qui peut
engendrer des substances a fort pouvoir antioxydant particulierement intéressant. Parmi ces
métabolites, ces deux especes ont la particularité de produire des pigments appelés bétalaines
qui sont reconnus comme des photoprotecteurs permettant aux végétaux de se protéger contre
les méfaits liés a I’exposition au soleil et aux rayons UV.

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de 1’amélioration du statut oxydatif des bactéries
lactiques qui sont utilisé en I'industrie agro-alimentaire en raison de leur innocuité reconnue
pour ’homme. Gréace a leur mode d'action différent des antibiotiques conventionnels et leur
effet, elles intéressent aussi l'industrie pharmaceutique car elles pourraient devenir une
alternative a antibiothérapie actuelle face a la résistance des bactéries pathogénes. Le travail

vise a : - extraire et a doser les bétalaines des deux extraits des espéces, a évaluer in vitro leur

1
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potentiel antioxydant. Et a- fixer les pigments des extraits des deux especes (bétaxanthines et
bétacyanines) sur la paroi des deux bactéries lactiques (Lactococcus lactis et Lactobacillus

bulgaricus) et évaluation du statut oxydatif des bactéries testés.

Le manuscrit est organisé en trois grandes parties :

La premiere partie du manuscrit traite des données bibliographiques regroupant les aspects
botaniques, taxonomiques et économiques sur les especes étudiées et des généralités sur les
bétalaines ainsi que sur les bactéries lactiques.

La deuxiéme partie présente le matériel et les méthodes utilisés pour réaliser le travail ainsi que
le développement des principaux résultats obtenus.

Et enfin une conclusion générale qui permettra de dégager les résultats les plus importants ainsi
que les perspectives de prolongement a ce travail.
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Généralites
1. Le figuier de barbarie :

Le figuier de Barbarie est originaire du Mexique, il est bien adapté aux zones arides et semi-
arides (Reynolds et al., 2003). Il occupe une partie importante dans I’alimentation humaine et
il est également utilisé comme fourrage pour le bétail. C'est une plante intéressante en raison
des conditions environnementales dans lesquelles elle se développe et sa résistance aux

conditions climatiques extrémes (Hernandez-Urbiola et al., 2011).

1.1. Description botanique de la plante

Le figuier de Barbarie est une plante robuste qui peut mesurer jusqu’a 5 metres de hauteur
posseéde un tronc épais et ligneux et une organisation en articles aplatis, de forme elliptique ou
ovoidale de couleur vert-mat, appelés cladodes ou raquettes. (Wallace et Gibson, 2002;
Schweizer, 1997).

Les feuilles sont de forme conique et ont quelques millimétres de long, éphémeres, apparaissant
sur les cladodes jeunes, a leur base. Leurs méristémes produisent des épines, des glochides, des
racines adventives, de nouvelles cladodes ou des fleurs. (Neffar, 2012).Les glochides sont de
fines épines de quelques millimétres de couleur brunatre, se décrochent facilement,
s’implantant solidement dans la peau (Neffar, 2012). L 'Opuntia porte des fleurs et des fruits en
abondance. Les fleurs marginales sur le sommet des cladodes, sont hermaphrodites, de couleur
jaune et deviennent rougedtres a I’approche de la sénescence de la plante. Dans certaines
contrées chaudes et arides, la plante fleurit et porte des fruits deux fois dans I’année (Schweizer,
1997). Ses fruits sont des baies charnues ovoides ou piriformes, uniloculaires et polyspermiques

pourvues d’épines (Neffar ,2012).
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fleur
fruit (rotacée)
(tuna ou figue)

jeune pousse

NS 4 4 g feuilles
_,/ - (éphémares)

% pulpe
T o, e’pluchure—i
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(articie)

Glochides

Graine

(b)
Figure 1 : Schémas de la figue de barbarie, (a) : Plante, (b ) : Fruit

(Schweizer, 1999).

Différentes parties

de la plante de
cactus

Figure 02: Présentation des différentes parties de la plante de cactus (Nerd et al., 1991).

A : Raquette d’Opuntia Spp, B : Aréoles d’Opuntia ficus indica (inerme), C: Aréoles d'Opuntia
munies d'épines, D : Glochides d’Opuntia aciculata, E : Aiguille d’Opuntia leucotricha, F :
Fleurs d’Opuntia ficus indica, G : Fruits d’Opuntia spp.

4
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1.2. Classification
La position systématique du figuier de barbarie est la suivante :( Wallace et Gibeson, 1997)

Régne : Plantae

Sous regne : Tracheobionta
Embranchement : Phanérogames

Sous Embranchement : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Caryophyllidae
Ordre : Opuntiales

Famille : Cactaceae

Sous-famille : Opuntioideae
Tribu : Opuntieae

Genre : Opuntia
Sous-genre : Platyopuntia

Espece : Opuntia ficus indica (L.)

La famille des Cactacées renferme 1600 especes avec le centre de la diversité maximale au

Mexique qui abrite 669 especes (Neffar, 2012).

Les espéces d’Opuntia les plus répandues en Algérie sont : Opuntia cylindrica, Opuntia
mieckleyi, Opuntia vulgares, Opuntia schumanni, Opuntia megacantha, Opuntia maxima et
Opuntia ficus indica (Arba, 2000).

Nopal est le nom mexicain de la plante. En Espagne, outre Nopal on ’appelle familiérement
Tuna, dans les pays francophones du bassin méditerranéen, _L’Opuntia est surnommé figuier
de barbarie; en Angleterre : Prickly pear (Schweizer, 1997), en Egypte : EI-Tin-el-shawki et

en Algérie, plus précisément en Kabylie, elle est surnommée akermus.
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1.3. Origine et distribution Géographique

Sa distribution géographique est tres large:
Mexique, Sicile, Chili, Brésil, Turquie,
Corée, Argentine et Afrigue du Nord
(Barberaet al., 1992 ; Felker et al., 2005;
Kabas et al., 2006; Snyman, 2006).

Il a été introduit d’abord en Espagne et plus
tard au 16e siecle au Nord et au Sud de
I’ Afrique. 11 s’est diffusé rapidement dans

le bassin méditerranéen (Habibi, 2004).

En Algérie, les plantations du figuier de

barbarie sont réparties dans les hauts plateaux, a Figure 03: Répartition mondiale

Batna, Biskra et Bordj-Bou-Arrérij, Constantine, | d’opuntia ficus indica

sur les hauts plateaux Algérois a 550 metres, et

environs 750 métres a M’sila, Laghouat et méme a 1100 métres Ain-Sefra (Piédallu, 1990).

1.4. Especes et variétés de figuier de Barbarie

Les espéces les plus connues du figuier de barbarie sont /’Opuntia ficus-indica. Le sous-genre
Platyopuntia comprend de 150 a 300 especes décrites, dont la série des ficus-indica qui
comprend [ opuntia ficus-indica, celle qui a la plus grande importance agronomique, tant pour
les fruits comestibles que pour les raquettes qui peuvent étre utilisées comme fourrage ou
comme légumes (Schweizer, 1997; Araba et al., 2000). Actuellement elle est présente en
formes spontanées ou cultivées plus ou moins importante Dans de nombreux pays (Mulas et
al., 2004). Deux formes d’Opuntia ficus-indica poussent dans plusieurs steppes Algériennes:
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1.5. Description de la figue de barbarie (Opuntia ficus
indica)
C’est une grosse baie charnue et ovoide ou piriformes,

uniloculaires de (4 & 8 cm), de couleur variant du jaune clair au

rouge violacé (Schweizer, 1997).

La pulpe est juteuse et sucrée, rouge ou pourpre ou jaune-

orangée, (Maaoui, 2014).

Environ 300 graines pour un fruit, offrant un large spectre de Figure 04: Le fruit du

Figuier de  Barbarie.
Couleurs, blanche (muscareda), jaune (sulfarina) et rouge

(sanguina) (Neffar, 2012).
Les composeés rouges sont les bétacyanines et les jaunes sont les bétaxanthines (Stintzing et
al., 2006).

Anonyme 1

1.5.1. Composition chimique et photochimique

Il est a signaler que les différentes parties d’Opuntia ficus-indica: fruit, contiennent
essentiellement une grande quantité d’eau et sont riches en minéraux, et en vitamines. La figue
de barbarie est un fruit succulent, peu acide et riche en sucres ; ce qui le rend délicieux et doux
(Kaanane, 2000 ; Piga, 2004 ; Feugang et al., 2006).
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Tableau I : Composition de la figue de barbarie (Piga, 2004).
Parametres Valeur Parametres Valeur
Pulpe (%0) 43-57 Mg (mg/100g) 16.1-98.4
Graines (%) 2-10 Na (mg/100g) 0.6-1.1
Epluchure (%) 33-55 K (mg/100g9) 90-217
pH 5.3-7.1 P (mg/100g) 15-32.8
Eau (%) 84-90 Proline (mg/L) 1768.7
Lipides (%) 0.09-0.7 Glutamine (mg/L) 574.6
Sucres totaux (%o) 10-17 Taurine (mg/L) 572.1
Ca (mg/100g) 12.8-59 Serine (mg/L) 217.5
Vitamine C 1-41 Alanine (mg/L) 96.6
(mg/1009)
Acidité (% AC. 0.05-0.18 acide Glutamique 83.0
Citrique) (mg/L)
Fibres (%0) 0.02-3.1 Méthionine 76.9
(mg/L)
Protéines (%) 02-1.6 Lysine (mg/L) 53.3
8
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1.6. Intérét agro économique du figuier de barbarie

L’adaptation du figuier de barbarie aux conditions désertiques et semi désertiques lui permet de
constituer une culture a intéréts écologiques et socio-économiques indéniables. En effet, il
constitue un bouclier contre la désertification et 1’érosion des sols. Il est également cultivé pour
la régénération des terres. Il ne demande pas de pratiques culturales spécialisées ni d’apport de
fertilisants (Saenz.2000).
Cette plante et I'une des espéces les plus rentables économiquement (Habibi Y.2004), Le cactus
connait un regain d’intérét dans plusieurs pays:

v Production de fruits et raquettes comestibles.

v Production d’aliments pour le bétail.

v’ Utilisation industrielle dans le domaine agroalimentaire, cosmétique et médical.

2. Betterave

2.1. Localisation géographique =TT 17.1

60N -

de la betterave dans le monde : 14.7

La betterave est une culture 135

caractéristique des systémes de

55N 123

cultures de grandes cultures,
présents au Nord du Bassin b
Parisien et de I’Europe au sens 50N~

large (UE mais aussi pays de 87

75

I’Europe de I’Est. Elle est aussi
45N

(i L 163

by | . [
_ 0 10 20E 30E 40E
Sud de I’Europe (ltalie, Espagne) Figure 05 : Répartition géographique

et du pourtour méditerranéen, elle | de la betterave (Pidgeon et al.,
P 2001)(irrigation, semis d’automne).

présente dans certains pays du

est cultivée dans des conditions trés

différentes.

L’Union Européenne est le premier producteur mondial. La betterave occupe une surface trés
importante en Asie, en particulier en Chine qui est le 5 producteur mondial. La betterave occupe
aux Etats-Unis une surface pratiquement équivalente a celle de la Chine, 587 000 ha dans 13
états répartis de la cote Ouest vers le centre des USA (Claude Alabouvette et al., 2000).
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2.2. Classification :

La betterave (Beta vulgaris L) appartient a la famille des Chenopodiaceae (selon la
classification classique) ou famille des Amaranthaceae (selon la  classification
phylogénétique), a la sous famille des Betoideae et au genre Beta qui comprend une dizaine
d'espéces. (Letscherf et al., 1994).

La classification classique selon (Kerr Schick, 2008) est la suivante :

Régne: Plantae

Division: Magnoliophyta
Classe: Magniliopsida
Ordre: Caryophyllale
Famille: Chenopodiaceae
Genre: Beta

Espece: Beta vulgaris

2.3. Description botanique de la plante

La betterave est une plante aux feuilles disposées en rosette a la base, puis se répartissant le
long de la tige. Ce sont des feuilles pétiolées, lisses, de forme allongée. Les fleurs, verdatres ou
mauves, sont rassemblées en épis longs, étroits et feuillés (Anonyme 1).

A la récolte, le pivot de la racine de la betterave est la partie la plus tangible de tout le systéme

racinaire de la plante. Il mesure de 25 a 30.

P Feuilles

Racine

Figure 06 : Schémas de la plante betterave (Legrand et Vanstallen, 2000).
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2.4. Description de la betterave

Les betteraves cultivées, dicotylédones, apétales, dériveraient de la betterave maritime
(actuellement classée comme Beta vulgaris L. subsp. maritima (L.) Arcang) qui est spontanée
sur les rivages maritimes en Europe.

L'espéce Beta vulgaris L. inclut aussi la poirée ou bette, qui était auparavant considérée comme
une espéce distincte (Beta cicla (L.). Joulie, H. (1864).

La betterave cultivée est une plante bisannuelle :

-premiere année, phase végétative : développement des feuilles et constitution de la racine
charnue, accumulation de réserves en sucre, c'est aussi la phase de culture ;

-deuxieme année : montaison et floraison, grenaison Les racines de Beta vulgaris contiennent
une quantité significative de vitamine C et les feuilles sont une source de vitamine A. Elles sont
également sources de fibres, d'acide folique et d'antioxydants. Les racines sont également riches
en bétanine (N, N, N-trimethylglycine). Marchal, E. (1895).

Périderme

Trace d'une racine latérale

Premiére couche du xyléme secondaire

Xyleme

Anneau de croissance

Figure 07: Betterave rouge (Beta vulgaris L) et Schéms de la betterave racine.
Anonyme 2.
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2.5. Composition et propriétés phytochimiques :

Tableau Il : Composition phytochimique des betteraves rouges (Peter C et al., 2011)

Classification Composé

Flavonoides Bétagarine

Bétavulgarine

Cochliophilin A

Dihydroisorhamnetine
Bétalaines Vulgaxanthin | Vulgaxanthin 11
Bétaxanthines

Bétacyanines Bétanine
Isobetanine
Composés phénoliques 5.50.6.60 tetrahydroxy-3,30-biindolyl Feruloylglucose -

Conjugés féruliques d'acide  b-d-fructofuranosyl-a-d- (6-O- (E)
feruloylglucopyranoside)

Amides phénoliques N-transport-Feruloyltyramine
N-transport-Feruloylhomovanillylamine

2.6. Composition et Valeur nutritionnelle de la betterave :

La betterave est particulierement recommandée dans le cadre d’une alimentation saine et
diversifiée. Si sa richesse en sucre est supérieure aux autres légumes, elle reste pour autant
modérée et ne doit pas freiner sa consommation, d’autant qu’elle est gorgée d’éléments

essentiels a I’équilibre de I’organisme. La betterave est en effet un légume riche en :

-Vitamines : la betterave contient de nombreuses vitamines, particulierement du groupe B et C.
A noter, sa forte teneur en vitamine B9 ou Folates (division et maintien cellulaire) qui contribue
a hauteur de 37 % de ’apport journalier recommandé. Une carence en vitamine B9 peut induire

une fatigue pouvant aller jusqu’a ’anémie.

-Minéraux et oligo-éléments : la betterave est bien pourvue en minéraux et oligo-éléments,
notamment en potassium, magnésium, calcium, fer, phosphore, mais elle contient également du

manganése, du cuivre, du Zinc.

12
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-Fibres : elles facilitent le transit intestinal et aide a ralentir et régulariser I’assimilation des
glucides. Les fibres de la betterave cuite sont mieux tolérées par les intestins sensibles Noblet,
J., (1997).

-Antioxydants : la betterave rouge est réguliérement citée comme 1'un des légumes ayant le
plus fort pouvoir antioxydant (composés qui protegent nos cellules des dommages causés par
le stress oxydatif, permettant ainsi de diminuer le risque d’apparition de maladies liées a 1’age:
cardio-vasculaire, cancers,). Ce sont ses pigments présents en grande quantité, appelés
bétalaines, qui conférent a la betterave son pouvoir antioxydant. Tanguy, M., (2009)

Tableau I11 : Composition chimique de la betterave (Souci et al., 1994).
Constituant Teneur (%)

Proteines 1,53

Eau 86,23

Lipides 0,1

Fibres 2,53

Glucides 8,38

Acide citrique 0,195

Nitrate 0,195

Potassium 0,336

2.7. Intérét agro économique de la betterave :

Dans le monde, la culture de betterave sucriere occupe environ 7 millions d’hectares, surtout
en Europe du Nord et aux Etats-Unis. En 2004, la production mondiale de betterave sucriére
était de 208,85 millions de tonnes La France est le premier producteur mondial de sucre de
betterave devant les Etats-Unis et I’Allemagne. A 1’heure actuelle, la betterave sucriére fournit

environ 26 % de la production mondiale de sucre.

La betterave rouge (Beta vulgaris) est un des légumes traditionnels dans beaucoup de régions
du monde et il est employé commercialement pour produire du jus et de colorants naturels
(Liu et al., 2008).
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2.8. Les pigments de la betterave :

Les bétalaines sont les pigments responsables de la couleur rouge des betteraves, sont présentes
dans tous les organes de la plante et sont principalement stockées dans la vacuole a cellules
(Gandia-Herrero et al., 2013).

Les bétacyanines dérivées de la betterave rouge sont utilisées pour teindre des produits tels que
la creme glacée, le vin, la confiture, la marmelade et le yogourt. Qui . La structure des molécules
de bétacyanines en fait des antioxydants trés puissants, placant la betterave parmi les dix
premiers légumes caractérisés par les propriétés antiradicalaires les plus significatives
(Azeredo, 2009).

3. Propriétés biologiques des antioxydants

Les polyphénols possédent des proprietes antioxydante qui dépendent essentiellement du
nombre et de la position de leurs groupements fonctionnels (EIl kossori et al., 1998), et sont
capables de piéger les radicaux libres générés en permanence par I’organisme (Edeas, 2007).
Ces composés possedent la structure chimique idéale pour exercer une activité scavengers sur
les radicaux libres (Madhan et al., 2007). lls possédent aussi des propriétés antimicrobiennes
; a titre d’exemple les acides cinnamiques et caféiques sont les représentants majeurs des
composes phénoliques et présentent 1’état d'oxydation le plus ¢élevé. Le thym, herbe aromatique
et médicinale, qui contient des teneurs appréciables en acide caféique montre une efficacité

contre les virus, les bactéries et les Mycétes (Cowan, 1999).

Les composés phénoliques manifestent des activités contre un spectre de parasites : tels que le

genre Leishmania et plasmodium (Nowakowska, 2007).
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1. Les Bétalaines

1.1. Généralités

Les bétalaines ont été témoins de balancement d'intérét scientifique des 40 derniéres années,
mais seulement au cours de la derniére décennie, les activités de recherche dans de nombreuses
disciplines traitant de I'élevage, photochimiques, aspects technologiques et nutritionnels ont
élargi la vision étroite jusqu'a présente, sur les bétalaines. Selon la littérature, les bétalaines ont
attiré I’attention scientifique dans les années 1960 et 1970 grace a la contribution des chercheurs
tels que Piattelli (1976) en Italie, Dreiding (1961) et Wyler (1969) en Suisse, Clément,
Mabry, Wyler, et Dreiding (1994) et Mabry (1966) aux Etats-Unis, ainsi que Musso (1979)
et Reznik (1975) en Allemagne (Stintzing et Carle, 2007). Dans les années 1990, les activités
de recherche ont éte principalement consacrées a des aspects de biosynthése des bétalaines au
niveau des plantes a l'Institut Leibniz de l'usine Biochimie a Halle (Saale) en Allemagne
(Strack et al., 2003).

1.2. Définition

Le terme bétalaines dérive du nom latin de la betterave (Beta vulgaris) qui a servi de plante
modele pour étudier la structure chimique et la biosynthése de la bétanine, pigment majoritaire

rencontré dans cette plante (Malien-Aubert et Amiot-Carlin, 2006).

Les bétalaines sont des pigments azotés vacuolaires de 13 familles au sein du régne végétal
s'accumulant, également, dans certains membres de Basidiomycétes (Gill, 1994 ;
Siriwardhana et Jeon, 2004 ; Schoefs, 2004).

Ils comprennent deux sous-groupes, les bétacyanines violet et rouge, les bétaxanthines jaune
orange (Starck et al., 2003 ; Gentile et al., 2004 ; Sasaki et al., 2005 ; Zhu et al., 2010). Les
bétalaines sont un bouquet de structures colorées. A ce jour, ils comportent un nombre assez
modeste d'environ 55 structures, notamment les bétacyanines et bétaxanthines (Stintzing et
Carle, 2004).
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Figure 08 : Structures chimiques des différentes bétalaines (Malien- Aubert et Amiot
Carlin, 2006).

1.3. Biosynthése

Les bétalaines sont des pigments hydrosolubles contenant de I'azote, qui sont synthétisés a partir
de l'acide aminé tyrosine. Seules deux enzymes sont a ce jour bien connues : la tyrosinase (1)
responsable de 1’hydroxylation de la tyrosine (1A) pour donner la dihydroxyphénylalanine
(DOPA) mais aussi responsable de la formation de la DOPA-quinone (1B) qui se cyclise
spontanément (4) pour donner la cyclo- DOPA. La DOPA-4,5dioxygénase(2), enzyme cle,
responsable de la coupure du cycle aromatique de la DOPA en position 4,5 conduisant alors a
un produit intermédiaire, la seco-DOPA qui se recyclise pour donner I’acide bétalamique,
chromophore commun a toutes les bétacyanines (Stafford, 1994 ; Steiner et al., 1999 ;
Malien-Aubert et Amiot-Carlin, 2006).

La biosynthese suit ensuite deux étapes distinctes. Soit I’acide bétalamique se condense
spontanément avec les acides aminés ou des amines pour donner des bétaxanthines jaunes soit
il se condense avec la cyclo-DOPA pour donner les bétacyanines. La glycosylation des
bétacyanines qui intervient plus tard dans la voie de biosynthese est catalysée par une
glucosyltransférase (3) (Heuer et al., 1996). Finalement, les groupements acyles sont

additionnés aux sucres par des acyltransférases (Bokern et al., 1991).
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Figure 09 : Biosynthése de déférentes Bétalaines (Malien-Aubert et Amiot-Carlin, 2006).
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1.4. Caractéristiques et sources-occurrence

L’ensemble des Bétalaines incluant les bétacyanines et les bétaxanthines sont des pigments

solubles dans I’eau caractérisés par la présence d’azote au sein de leur structure.

Les bétaxanthines sont des pigments hydrosolubles jaunes non phénoliques mais possédant le
méme chromophore que les bétacyanines. Les bétacyanines sont des pigments phénoliques
violets extraits principalement de betterave (Beta vulgaris), on les trouve aussi dans 1’amarante,
le bougainvillier et le pourpier. Les bétacyanines sont généralement séquestrées dans les
vacuoles de cellules épidermiques des tissus végétatifs et des organes reproducteurs (Malien-
Aubert et Amiot-Carlin, 2006).

Les bétalaines ont aussi été détectées dans certains champignons supérieurs (Steglich et Strack,
1990), Considérant que les fonctions des bétalaines dans les plantes est la coloration du fruit et

des fleurs, leur réle dans les champignons est inconnu.

Les bétalaines sont une classe des colorants hydrosolubles ; cela fournit des couleurs aux fleurs
et fruits. Les bétanidine et les isobétanidines sont les plus simples. Elles ont une grande

signification taxonomique pour les plantes les synthétisant.

Les bétalaines remplacent les anthocyanines dans les fleurs et les fruits de la plupart des plantes

de la famille des Caryophyllale.

La présence des bétalaines et les anthocyanines est mutuellement exclusif dans les
angiospermes, c.-a-d. les bétalaines et les anthocyanines n’ont jamais été rapportés par les

mémes plantes (Moreno et al., 2008).

1.5. Intéréts

Les bétalaines contribuent a réduire la concentration d’homocystéine qui peut étre nocive pour

les vaisseaux sanguins (Latorre et al., 2010).

Allegra et ses collaborateurs (2005) ont démontré les effets antioxydants et antiinflammatoires
des bétalaines, bétanine et les indicaxanthines contre 1’acide hypochloreux (HOCI), oxydant

trés puissant produit par les neutrophiles a partir de H20- et de chlorure.

Les bétalaines sont des anti-radicaux libres et ont la capacité d’empécher I’oxygene actif a

induire les radicaux libres qui causent I’oxydation des molécules biologiques.et ont été utilisées
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comme additifs naturels dans les aliments, les médicaments et dans les produits cosmétiques
sous forme de concentré de jus de betterave ou de la poudre de betterave (Atanas et al., 2005).

Les bétalaines peuvent étre utilisées comme marqueurs de I'état de différenciation biochimique
des cellules et dans des études génétiques (De Jesus, 1995) et ils sont dotés d’une forte activité
antioxydant et antiradicalaire (cai et al., 2005).

2. Propriétés biologiques des bétalaines

Plusieurs travaux ont démontré le puissant antiradical activité de piégeage des bétalaines in
vitro (Escribano et al., 1998; Kanner et al., 2001; Kujala et al., 2001; Butera et al., 2002;
Pavlov et al., 2002; Wettasinghe et al., 2002; Cai et al., 2003). Certains rapports bases sur les
tests in vitro classent la betterave parmi les dix plus puissants légumes en ce qui concerne leurs
activité antioxydantes (Vinson et al., 1998; Halvorsen et al., 2002; Ou et al., 2002), les
bétalaines réagissant au moins en partie a ces proprietés bénefiques (Escribano et al., 2001;
Wettasinghe et al., 2002). Certaines recherches ont porté sur leurs avantages pour la santé. Les
bétaxanthines ont été utilisées comme complément alimentaire pour fortifier les aliments
transformés produits avec des acides aminés essentiels, donnant lieu a un «Colorant alimentaire
essentiel» (Leathers et al., 1992). Kapadia et al. (1996) ont montré un effet inhibiteur

significatif effet de la betterave sur le cancer de la peau et du poumon chez la souris.

Des années plus tard, Kapadia et al. (2003) ont démontré l'efficacité de la bétanine pour la
suppression locale a long terme de tumeurs de la peau et du foie induites par différents produits

chimiques cancérogénes chez la souris.
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1 .Généralités

Le groupe des bactéries lactiques a été défini en 1919 par Orla-Jensen. Il a réuni plusieurs genres

caractérisés par leur capacité a fermenter les glucides en produisant de 1’acide lactique (Tredez,

2008).

Les bactéries lactiques sont des cellules vivantes, procaryotes, hétérotrophes. A quelques
exceptions pres, les bactéries lactiques sont généralement Gram positives, immobiles,

asporulées, anaérobies mais aérotolérantes. (Holzapfel et al., 2001 ; Gevers 2002).

Leur forme peut étre coccoide, coccobacillaire ou bacillaire : Elles sont généralement
mésophiles avec une température optimum de croissance entre 20°C et 30°C ou thermophiles
entre 30°C et 45°. La majorité des souches se développent a pH 4,0-4,5, certaines sont en
activité a pH 9,6 et d’autres a pH 3,2 (Carr et al., 2002 ; Kotelnikova et Gelfand, 2002 ;
Jozala et al., 2005).

Elles sont de métabolisme chimio-organotrophe, ce qui signifie qu’elles utilisent comme source
énergétique de substances hydrocarbonées telles que les sucres, les alcools et les acides
organiques. Elles possedent souvent des exigences nutritionnelles complexes en termes d’acides

aminés, de peptides, de vitamines, de sels, d’acides gras et de sucre (Dellaglio et al., 1994).

En générale ces bactéries ne possedent ni catalase, ni nitrate réductase, ni cytochrome oxydase
(a Pexception de quelques souches sous certaines conditions). Elles sont protéolytiques, ne
liquéfient pas la gélatine, et ne forment plus d’indole ni d’hydrogeéne sulfureux, ces bactéries
sont également incapables de fermenter le glycérol (Dellaglio et al., 1994 ; Salminen et al.,
2004).

Toutes les bactéries lactiques ont un métabolisme fermentaire strictement saccharolytique par

lequel en utilisant les glucides elles peuvent produire soit de :

L’acide lactique exclusivement (bactéries homolactiques strictes) ; L’acide lactique et I’acide
acétique (bactéries hétérolactiques facultatives) ; L’acide lactique, de I’acide acétique ou de

I’éthanol et du CO2 (bactéries hétérolactiques strictes) (Vandamme et al., 1996).
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2. Principales caractéristiques des bactéries lactiques

2.1. Caractéres morphologiques :
L’étude de la morphologie bactérienne permet une orientation préliminaire dans 1’identification
des bactéries auxquelles nous nous intéressons. La détermination de la morphologie comporte

deux aspects : macroscopique et microscopique.

Macroscopique : concerne essentiellement les caractéristiques des colonies aprés cultures sur
milieu solide. Chez les bactéries lactiques, ces colonies sont de formes circulaires, a contour
régulier, a surface lisse, de couleur blanche avec un aspect laiteux. Leur diamétre est compris

entre 0,5 et 1,5 mm

Microscopique : 1’observation microscopique des bactéries lactiques apres coloration simple
ou différentielle révele deux formes majeures : coques (0,5 a 2 um de diametre) ou batonnets
(0,5 a2 um de diamétre, 1 a plus de 10 um de long) (Dellaglio et al., 1994). Elles sont toutes a
Gram positif et généralement immobiles. Leur mode d’association est trés hétérogene (cellules
isolées, paire, tétrades, amas irréguliers, longues ou courtes chainettes) mais spécifique a chaque

genre bactérien.

2.2. Caractéres biochimiques et physiologiques

Les bactéries lactiques sont caractérisees par un ensemble de traits biochimiques et
physiologiques communs qui leur sont proposés et permettent ainsi de les distinguer des autres
groupes bactériens. Tous les bactéries lactiques ont la capacité de fermenter certains sucres en
acide lactique. Certain sont dites homofermentaires, car elles produisent tres majoritairement

de I’acide lactique.

Les hétérofermentaire produisent de I’acide lactique en méme temps que d’autres composés
(généralement I’acétate et 1’éthanol) (Bolotin et al., 2001 ; Duwat et al., 2001 ; Miyoshi et al.,
2003), Les bactéries lactiques ne liquéfient pas la gélatine et ne produisent pas d’indole ni
d’hydrogéne sulfureux. Elles sont asporulantes, ne se développent pas en présence de 6,5% de
NaCl, ou lorsque le pH est supérieur a 9,6 (Dellaglio et al., 1994). Elles sont anaérobies mais
souvent micro-aérophiles, et présentent des exigences nutritionnelles complexes en ce qui

concerne les acides aminés, les peptides, les sels, les acides gras et les glucides fermentescibles.
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2.3. Caractéres de la structure :

Ce sont des unicellulaires, donc constitués d’un seul composé obligatoirement d’une paroi, un
cytoplasme renfermant les acides nucléiques, principalement I’ADN chromosomique et parfois
des plasmides. Le cytoplasme est entouré d’une membrane cytoplasmique (Stiles et Holzapfel.,
1997).

3. Classification des bactéries lactiques

Traditionnellement, les bactéries lactiques ont été classées sur la base des propriétés
phénotypiques : la morphologie, le mode de fermentation du glucose, la croissance a différentes
températures, I’isomeére de 1’acide lactique produit et la fermentation des différents hydrates de
carbone (De Roissart et Luquet, 1994 ; Holzapfel et al., 2001).

Les genres les plus étudiés sont Lactobacillus, Lactoccoccus, Streptococcus, Leuconostoc,

Enterococcus, et Pediococcus (Drouault et Corthier, 2001).

3.1. Le genre lactobacillus

Il est parmi les genres les plus utilisés en agroalimentaire et la nutrition humaine, selon la
collection Deutsche Sammlung Von Mikroorganismen and Zellkulturen (Kandler et Weiss,
1986).

Ces bactéries sont de forme bacillaire ou cocobacillaire et ont tendance a former des chainettes.
Elles sont des acidophiles, leur pH maximum de croissance est de 7,2. Certaines especes sont
mésophiles, mais d’autres sont thermophiles comme I’espéce lactobacillus jensenii (Laurent
et al., 1998).

Les lactobacilles se répartissent en trois groupes selon leur profil fermentaire, d’apreés la
classification de Kandler et Weiss (1986) (Tormo, 2010).

Groupe | : il comprend les espéces homofermontaires obligatoires, c’est-a-dire produisant
exclusivement de 1’acide lactique & partir du glucose. Ce groupe est constitué d’environ 25
especes, la plupart thermophiles (croissance a 45°C) dont Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus et

Lb. helveticus. La plupart des espéces sont présentes dans le lait et les produits laitiers.
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Groupe 11 : ce sont les espéces hétérofermentaires facultatives, ¢’est-a-dire capables d’utiliser
la voie hétérofermentaires dans certaines conditions comme une concentration en glucose
limitante. Il est constitué d’une vingtaine d’espéces dont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. sake et

Lb. plantarum, majoritairement mésophiles (Laurent et al., 1998).

Groupe 11 : il est constitué des espéces hétérofermentaires obligatoires, c’est-a-dire utilisant

la voie des pentoses phosphates pour la fermentation des hexoses et des pentoses.

C’est un groupe qui rassemble des especes relativement hétérogenes, surtout mésophiles,
comme Lb. brevis, Lb. kefir et Lb. Sanfransisco. Outre leur présence dans les produits laitiers
et carnés, certaines especes se développent dans le tube digestif de I’homme, et participent a

I’équilibre de la flore intestinale (Laurent et al., 1998).
3.2. Le genre Streptococcus

Les Streptocoques sont des coques Gram positif, disposés en paires ou en chainettes, non
sporulés, apparaissant parfois capsulés, immobiles, anaérobies facultatifs, fragiles aux
variations de température et de pH. Habituellement sont isolées de la peau et des muqueuses de
I’homme et des animaux. Leur pouvoir pathogene est trés polymorphe selon les especes Tormo
H. (2010). Diversité des flores microbiennes des laits crus de chevre et facteurs de variabilité.

These de doctorat de 'université de Toulouse. 46, 256p.

Le genre Streptococcus contient plus de 40 espéces. Elles se répartissent en six groupes, chaque

groupe est caractérisé par distinct potentiel pathogénique et autres propriétés (Kilian, 2002).

Le groupe pyogenic regroupe la majorité d’espéces qui sont pathogénes pour ’homme et les

animaux.

Le groupe mitis regroupe les espéces commensales de cavité buccale et le pharynx de I’homme.

Bien que Streptococcus pneumoniae est une espéce pathogeéne tres important.
Le groupe bovis vive au niveau du colon.

Le groupe mutans colonise exclusivement les dents humaines et certains animaux. Les groupes

anginosus et salivarius parmi la microflore commensale de cavité buccal et du pharynx.
3.3. Le genre Lactococcus

Ce sont des microorganismes mésophiles, a Gram positif, sans activité catalase, non mobiles et
se présentant sous forme de coques disposés en paires ou en chainette. Leur métabolisme est

homofermentaire, de I’acide lactique (L+) étant produit par la voie des hexoses (Tormo, 2010).
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Le genre Lactococcus comprend 6 especes : L. garviae, L. piscium, L. plantarum, L.
raffinolactis et L. lactis, L. chungangens. Cette derniere espéce est divisée en trois sous especes:
L. lactis subsp. Lactis, L. lactis subsp. Cremoris et L. lactis subsp. Hordniae (Bekouche, 2006).

Les lactocoques se retrouvent fréeqguemment dans les laits crus a des niveaux pouvant varier de
10 410 000 UFC.ml, selon les études et les espéces laitiéres. Les niveaux sont supérieurs dans
les laits de chevre et de brebis, comparés au lait de vache. Parmi les lactocoques, L. lactis est
I’espéce la plus étudiée et la plus fréquemment détectée dans les laits crus (Serna et

Rodriguez., 2006).
3.4. Le genre Leuconostoc

La famille des leuconostocaceae, contient des coques ovoides, pouvant étre allongés ou
elliptiques. Ce sont des cellules sphériques disposent en paire ou en chaine, elles sont
caracterisées par un métabolisme hétérofermentaire en convertissant le glucose en D- lactate et
éthanol ou en acide acétique par la voie de transcétolase, elles sont incapables de dégrader
I’arginine ce qui les distinguent des lactobacilles hétérofermentaires (Gonzalez et al., 2007).
On range habituellement les leuconostocs dans les anaérobies facultatifs mais certains les
considerent comme des anaérobies facultatifs, mais certains les considérent comme des
anaérobies aerotolérants. Ils sont exigeants et présentent souvent une auxotrophe pour les acides

amines, les peptides, les vitamines, les sels minéraux et glucides (Dellaglio et al., 1994).

Ce genre comprend les especes suivantes : Ln. Mesenteroides avec ces Sous especes

mesenteroides cremoris et dextranicum et Ln. Lactis et Pseudomesenteroides et Ln.
Paramesenteroides (Collins et al., 1993).
3.5. Le genre Bifidobacterium

Bifidobacterium a été isolée pour la premiere fois par Tissier en 1899 (Biavati et al., 2000), 32
especes ont été assignées de ce genre (Dong et al., 2000). Ces bactéries sont Gram positif,
anaérobie, immobiles, non sporulés et catalase négative (a ’exception de B. indicum et
B.asteroides. Elle a haut pourcentage en G+C (entre 55 et 67%) (Valeria, 2009). Le tractus
intestinal humain et animal est I’habitat naturel de Bifidobacterium, Celle-ci prédominent de ce
dernier : environ 3% de la microflore fécale chez 1’adulte et de 91% chez les nourrissons (Boclé,
2005 ; Hadadji et al., 2005).
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1. Echantillonnage
La Figue de barbarie et la Betterave ont été collectées au mois d’aofit pour la figue de barbarie
et le mois d’Avril pour la betterave. La récolte a été effectuée dans la région d’El-kseur (wilaya

de Bejaia) pour I’espéce de Figue de barbarie et la wilaya de Sétif pour I’espéce de betterave.

2. Préparation de matériel végétal

Une fois la récolte du mateériel végétal est réalisée, les baies de figue de barbarie ont été lavées
pour les débarrasser des épines et des impuretes. Elles ont été immédiatement épluchées afin
de séparer les épluchures des fruits, les fruits sans épluchures ont été broyés gréace a un broyeur
électrique (IKA, Allemagne) puis filtrés pour écarter les graines. Le jus pulpeux obtenu a été
conservé au congelateur a -20 °C.

La betterave procurée a été également rincée, séchée puis épluchée pour les broyer et obtenir
un jus pulpeux qui a été ensuite conservé dans les mémes conditions que celles de I’échantillon

précedent.

3. Analyses physico-chimiques
Les analyses physico-chimiques ont été effectuées sur les produits finis des deux jus pulpeux
de betterave et de figue de barbarie afin d’évaluer les paramétres physico-chimiques (humidite,

ph, acidité, Brix).

3.1. Test d’humidité

Il consiste a sécher un poids déterminé (5g) de chaque échantillon a 1’étuve fixée a 105°C
jusqu’a stabilité du poids. Le taux d’humidité est défini comme étant la perte de poids subit lors
du séchage qui est calculé par la formule suivante (AOAC, 1980) :

H% = [(M1 -M2) / M1] *100
Avec:
H% : Teneur en eau.
M1 : Poids de I’échantillon avant séchage.
M2 : Poids de I’échantillon apres séchage.
La matiére seche (MS) est obtenue comme suit :
(MS)% =100 — H%
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3.2. Détermination du Ph

Le pH d’une solution correspond a la mesure de la quantité d’ions H3O" libers en solution. C’est
un indicateur de I’acidité ou de 1’alcalinité.

La mesure de pH est réalisée a I’aide d’un pH-métre tout en introduisant la sonde a I’intérieur
de chaque jus pulpeux des deux échantillons (betterave et figue de barbarie) et lire la valeur du
pH affichée (AOAC, 1980).

3.3. L’acidité titrabale

L’acidité permet de déterminer I’acidité titrabale ou libre, calculée par rapport a 1’acide
prédominant (Francis et al., 1988).

Le titrage de I’acidité a été réalisée en introduisant 10 ml du jus pulpeux (betterave ou figue de
barbarie) un bécher auquel ont été additionnés 40 ml d’eau distillée et 2 a 3 gouttes de
I’indicateur coloré la phénolphtaléine a 1%. Le mélange a été titré avec une solution
d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 0,01 N. Le point d’équivalence a été déterminé lorsque la
couleur de I’échantillon vire vers le rose clair (AOAC, 1980).

L’acidité est calculée selon la formule suivante : selon la formule suivante :

Aciditétitrable = NNaOH =V NaOH « MM /Va

Avec :

Acidité titrable : exprimée en équivalent g d’acide citrique par 100g.
NNaOH : Molarité de la solution d’hydroxyde de sodium (0,1mol/L).
VNaOH : Volume de la solution d’hydroxyde de sodium (L).

MM : Masse molaire de I’acide citrique 192,124g/mol.

Va : Volume d’échantillon (ml).

3.4. Détermination du Brix

Le Brix est une échelle de mesure du pourcentage de matiere solide soluble dans un produit.
Le Brix est déterminé par lecture directe a 1’aide d’un réfractometre (aus JENNA, Allemagne).
La mesure a été réalisée en disposant quelques gouttes de jus pulpeux de chaque matrice sur le
prisme permettant ainsi de lire la valeur directement sur 1’échelle du refractométre (Francis et

Hamer, 1988).
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4. Extraction et dosage des Bétalaines

Les bétalaines ont été extraites par macération. Les deux matrices ont été broyées a 1’aide d’un
mortier ; 25 g de chaque broyat ont été mélangés avec 100 ml de méthanol a 80 %. Apres une
heure d’agitation a I’obscurité et filtration a travers d’un papier filtre wattman, le culot été
récupéré pour subir une deuxiéme extraction. Les deux filtrats obtenus ont été mélangés. Le
solvant d’extraction a été ensuite évaporé sous vide par le Rota-vapeur (BUCHI R200, Suisse).
Les extraits ont été ensuite reconstitués dans ’eau distillée puis congelés. Les extraits de
betterave et de figue de barbarie obtenus ont été lyophilisés pendant 48 h afin éliminer 1’eau.
En derniére étape, les extraits ont été reconstitués dans 1’eau distillée avant de les conserver a
basse température (-23C").

La teneur en bétalaines totales (BC) est calculée selon la formule décrite par Stintzing et al.
(2003): BC [mg /L] = (A * DF * MW * 1000 / & * 1)]

Ou A : est la valeur d'absorption, DF : le facteur de dilution et | : la longueur du trajet (1 cm)
de la cuvette. Pour la quantification des bétacyanines : MW =550 g/ mol; & =60 000 L/ mol.cm;
A=538 nm). Pour la quantification des bétaxanthines : MW= 308 g / mol; & = 48 000 L/mol.cm;
A= 479 nm). Un balayage spectral est réalisé et a donné un pic par échantillon, le 1*" correspond

aux bétacyanines dans la betterave et le 2° aux bétaxanthines dans la figue de barbarie.

5. Evaluation des activités antioxydants

5.1. Activité scavenging du radical ABTS *

Cette méthode a été décrite pour la premiere fois par Miller and Rice-Evans (1993) puis
améliorée en 1999. Elle consiste a la réduction du radical-cation coloré (acide 2’2 azobis 3
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) connu sous le nom d’ABTS' * Le développement de sa
concentration est suivi a 734 nm au cours de sa réaction avec les antioxydants.

Le protocole de détermination de la capacité d’antioxydants a piéger le radical cationique
ABTS* adopté dans cette étude est celui de Karagcelik et al., 2015). La solution stock d’ABTS
(ABTS a 7 mM et persulfate de potassium a 2,45 mM) a été incubée a I’abri de la lumiere
pendant 16 h pour atteindre un état oxydatif eleve et stable, cet état peut rester stable pendant
plusieurs semaines s’il est conservé a 1’obscurité. Cette solution stock est ensuite diluée avec le
PBS (Phosphate buffured saline) pour obtenir une absorbance finale de 0,7 + 0,02 a 734 nm.
Les échantillons ont été dilués dans le PBS pour former 5 concentrations afin de déterminer
I’IC50 (Concentration inhibitrice de 50% du radical ABTS). A partir de chaque dilution, 20pL

ont été prélevés et mélangés avec 3000 pL de la solution d’ABTS, le mélange obtenu a été
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soumis a une agitation au vortex, puis incubé pendant 06 min a I’obscurité et a température
ambiante. La lecture a été réalisée a I’aide d’un spectrophotométre (RAYLEIGH, Espagne) a
734 nm contre un blanc.

Pour comparaison, la catéchine et I’acide tannique ont été utilisés comme standards et a
différentes concentrations dans les mémes conditions.

La figure suivante illustre la formation et le piégeage du radical ABTS™ par un antioxydant
donneur de H".

HHy + S037 g g 503" + NHy™
: | —N—N == :E,:-j/
N\ /N

CzHs CzHs
ABTS : sel d'ammonium de Facide 2,2'-azinabis-{3-éthylbenzothiazeline-é-sutfonique)
» ¥ q

- l] -
NHy « 503~ 5 S S0z « NHy™
N\ /N

CzHg CeHsg
ABTS™™ CHg

HOQ
COOH
H;zC O CHj3

CHs  Tralox
(ou antioxydaent & tester donneur de H-}

CH3
HH.. + 505' 5 5 503' + HH4+ O
=N —N=—x U -+ COOH
/N*\ /N HJC (83 CH3
H CH;

CeHsg CaHg
ABTSH®™

Figure 10 : Formation et piégeage du radical ABTS** par un antioxydant donneur de H* (Anonyme) :

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition donné par la formule suivante :

% d’inhibition de ’ABTS *= [(Ac-AT)/Ac] x 100
Ou:
-Ac : Absorbance du contréle.
-AT: Absorbance du test.
L’IC50 a été déterminé par la courbe de régression obtenue en tracant les absorbances en

fonction des concentrations de chaque extrait.
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5.2. -Activité scavenging du radical DPPH-
Le DPPH. (2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl) est un radical libre de couleur violette, en présence

des piégeurs de radicaux libres se réduit en 2,2-diphenyl-1-picryl hydrazine de couleur jaune
(figure 1) (Athmena et al., 2010).

2 ye

: + Antioxydant -OH > I + Antioxydant-Oe
N NH
NOZ NOa N02 N02
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 11: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH' (Talbi et al., 2015).

L’activité antiradicalaire des différentes concentrations des deux extraits de betterave et de
figue de barbarie a été mesurée via le test DPPH en suivant le protocole de Hamalatha et al.
(2010) ; 100 pl d’extrait ont été prélevés auxquels ont été additionnés 2900 pl de solution de
DPPH (2*10®° mol/L). Le mélange a été laissé 60 min & I’obscurité avant de mesurer
I’absorbance a 515 nm contre un blanc et un controle.

Pour

Inhibition du radical DPPH- (%)= [(Absc - Abse/ Absc] x 100

comparaison, la catéchine et 1’acide tannique ont été préparés en parallele a différentes
concentrations dans les mémes conditions.

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH- de chaque extrait a été calculé comme suit :

Ou:

Abs. : Absorbance de contrdle.

Abse : Absorbance de I’échantillon

D’apres les courbes de régression (%d’inhibition du DPPH en fonction des différentes
concentrations d’extrait), la concentration permettant d’inhiber le radical DPPH" de 50 % (IC50)

a été déterminée.
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6. Application des extraits obtenus sur les Bactéries lactiques
6.1. Isolement et purification des souches :

6.1.1. Culture bactérienne

La culture des deux bactéries lactiques (Lactobacillus bulgaricus et Lactococcus lactis) a été
préparée par repiquage des bactéries dans le bouillon MRS puis encensement sur gélose MRS.
L’incubation a été réalisée a 37°C pendant 24 H (Idoui et al., 2009).

6.1.2. Purification
Afin de purifier les souches, des repiquages successifs ont été effectuées sur le bouillon et la

gélose MRS. Les colonies identiques ont été isolées pour les deux espéces bactériennes et ce

apres Vvérification par coloration de Gram.

6.2. Coloration de Gram :

La coloration de Gram a été effectuée sur des frottis. Elle permet de distinguer deux types de
bactéries, les bactéries Gram négatifs (G-) et les bactéries Gram positives (G+). Celles-ci
différent de par la composition de leur paroi, notamment par I’épaisseur du peptidoglycane, par
la présence d’une membrane externe et également par la forme des bactéries (Larpent, 1990)
Les Lactobacilles et les lactocoques sont des Gram+ et sont sous forme de batdnnets et de

coccis, respectivement.

6.4. Fixation des pigments sur la paroi bactérienne.

Les extraits de pigments ont été appliqués aux deux especes bactériennes citées dessus. Pour ce
faire, 100 uL de chaque extrait ont été ajoutés a la suspension bactérienne composée de 200 pL
de bactéries et 800 uL de tampon PBS, qui est I’équivalent de 10° UFC/mI approximativement.
Le mélange a été incubé 10 min puis un lavage a été fait 3 fois avec le méme tampon afin
d’¢liminer les molécules non fixées. Enfin, les bactéries ont été resuspendues dans le tampon
HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution), avec la méme concentration, avant de tester leurs
activités antiradicalaires.

Les standards : I’acide tannique et la catéchine ont été utilisées pour comparaison dans ce test.
Ces deux métabolites secondaires antioxydants sont connus pour leurs interactions avec les

parois et les membranes biologiques (Koren et al., 2009).
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6.5. Activités antioxydants
6.5.1. Test antiradical ABTS. +

Un volume de 20 ul de chaque suspension bactérienne, traitée avec les extraits de pigments et
les standards, ont été ajoutés a 3 ml de la solution ABTS: * aprés 6 min d’incubation, une

centrifugation a été réalisée afin d’éliminer le trouble causé par la bactérie. L’absorbance a été

lue a 734 nm (Voir test ABTS session 5.1).

6.5.2. Inhibition du radical DPPH"

Un volume de 100 pl des mémes suspensions bactériennes du test précédent ont été ajoutées a
2,9 ml de solution DPPH", aprés 60 min d’incubation, la lecture a été réalisée a 515 nm (Voir
test DPPH session 5.2).

7. Analyse statistique

Les données représentent la moyenne de 3 répétitions pour chaque test antioxydant. Les graphes
ont été construits avec MSExcel 2013 (Microsoft). Les différences significatives sont étudiées
avec le test de Student par groupe et le test LSD de Fisher en utilisant le logiciel Statistica 7.1.0
(Statsoft, USA). P<0.05 est considéré statistiquement significatif par défaut.
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1. Caractéristiques de la figue de barbarie et de la Betterave

1.1. Parameétres physico-chimiques des deux matrices etudiees
L’ensemble des résultats des analyses physico-chimiques des deux échantillons sont résumés
dans le tableau ci-dessous :

Tableau IV : Paramétres physico-chimiques de la figue de baraterie et de la Betterave

. Humidité o .
Parametres Acidité (%) Brix(%o) pH
(%)

Figue de barbarie | 90,00 % +1,95% | 0,17+0,01" | 12,00%0,04* | 6,48+0,01°

Betterave 88,40 %+0,89% | 0,58 +0,03* | 12,60%+0,02* | 6,45+0,02°

Les valeurs portant les mémes lettres ne présentent pas de différence significative a p<0.05.

1.11.PH

La détermination de pH renseigne sur I’état de fraicheur d’un échantillon. Selon les résultats
obtenus, les deux échantillons présentent des pH tres proches. Aucune différence n’est
observées entre les deux échantillons étudiés (p<0,05).

La valeur du pH de la figue de barbarie dans cette étude est de 6,48. Cette valeur est
cohérente, elle rentre dans I’intervalle obtenu parGurrieri et al. (2000) avec la variante
italienne, dont les valeurs sont comprises entre 6,40 et 6,48, et de celui de Piga(2004) avec un
échantillon de méme origine dont les valeurs varient entre 5,3 et 7,1.

Le pH de la betterave étudiée est de 6,45. Cette valeur est proche de celle obtenue par Pitalua

et al. (2010) sur une variété d’origine mexicaine(6,5).

1.1.2. Acidité

Il ressort des résultats obtenus que la betterave est plus acide que la figue de barbarie.
L’acidité de la figue de barbarie étudiée est de 0,17% qui est supérieure a celle obtenue par
Medina et al. (2007) sur un échantillon de I’Tle de Tenerife (0,078g/100g MF) et EI-Gharras
(2006) sur une variété d’origine marocaine dont la valeur est de 0,055¢9/100g MF.

L’acidité de la Betterave étudiée (0,58%) est supérieure a celle trouvée par Pitalua et al.

(2010) qui est de 0,07%.

32
AAAAAAAAAAAAAAAAALAALAAAAAAAAALAAALAAAALAALAALAALAAALAAAAAALALAALAALAALAAAALAALAAAALAAAAAALDL

VY VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVV

AAAAAAAAAAALAAALAALAAALAALALALAALAALALALALALLAALALALALALLAALALALALALALALALALALALALALALALALALALALALALALALALALALALALALLAALALALALALALAALALALAALALAAAALAAAAAALL



MAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAG
RESULTATS ET DISCUSSION

1.1.3. Taux d’humidité

Une différence d’humidité entre les deux échantillons est observée qui est en plus élevée dans
la figue de barbarie.

Le taux d’humidité de ce dernier est de 90, 00 %. Cette valeur rentre dans 1’intervalle obtenue
par Piga (2004) sur un échantillon d’origine italienne, allant de 84 a 90%. Cependant, elle est
supérieure a celle enregistrée par Cota-Sanchez (2016) qui est de 85%, et a celle trouvée par
Medina et al. (2007), Chiteva et Wairagu (2013) d’origine Kenya et Chougui et al. (2013)
qui varient entre 87,4 et 89 %.

Le taux d’humidité de la betterave étudiée est de 88,40 %. Il est Iégérement supérieur a celui

obtenu par Adda Bajanadottir (2019) qui correspond a 87%.

1.1.4. Brix

Le degré Brix désigne le taux de matiére seche soluble. Dans cette étude, les taux de Brix des
deux échantillons sont proches. On note 12, 00 % pour la figue de barbarie, qui concorde avec
celle notées par plusieurs auteurs tels que Chougui et al. (2013) sur des échantillons de la
région de Bejaia, allant de 12 a 17%, et Felker et al. (2005) et Yahia et Mondragon-Jacobo,
(2001) sur des variétés du Mexique et d’Argentine, dont les valeurs varient de 11,86 a 16 %.
Le taux de Brix de la Betterave est de 12,60 %, cette valeur est similaire a celle trouvée par
Pitalua et al. (2010) qui est de 12,5%.

Les différences observées pour I’ensemble des paramétres physico-chimiques étudiés peuvent
étre dues a divers facteurs tels que le type de variété étudiée, 1’origine géographique, les
conditions climatiques, les conditions de croissance de la variété, le stade de maturité et les

conditions de conservation.

2. Teneur en bétalaines

La teneur des pigments bétalaines contenus dans les extraits de figuier de barbarie et de
betterave a été étudiée. Il ressort des résultats que, la betterave est significativement la plus
riche avec une teneur de 30,53 mg/100g MF, alors que la figue de barbarie renferme une

teneur qui représente environ un dixiéme (3,06 mg/100g MF).

L’analyse spectrophotométrique a montré 1’existence d’un seul type de pigment pour chaque
échantillon, il s’agit des bétacyanines et bétaxanthines détectés dans la betterave et la figue de

barbarie, respectivement et qui sont responsables des couleurs pourpre et jaune des deux
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échantillons. Ce qui veut la teneur en bétalaines totales dans chaque échantillon correspond a
la teneur de chaque pigment cité ci-dessus.

Des études réalisées sur la figure de barbarie ont montré des valeurs plus élevées en
bétaxanthines comparées a celle noté dans cette présente étude. En effet, Butera et al. (2002)
ont enregistré 8,42mg/100g dans la méme variété d’origine Sicilienne, Castellar et al. (2003)
ont indiqué 14,3g/100g dans un échantillon d’Espagne, Chougui et al. (2013) ont abouti a
6,79 mg /100g dans la méme variété d’Algérie mais de région différente, et enfin Stintzing et
al. (2005) ont noté 7,63 mg/100ml pour les bétaxanthines dans les variétés jaunes-oranges de

Californie.

Concernant la betterave, la valeur obtenue est inférieure a celles enregistrées par Kugler et al.
(2007) qui est de 96,8mg/100g pour les bétacyanines pour la betterave d’origine Italienne. En
revanche, Stintzing et ses collaborateurs (2006) ont obtenu une teneur en bétalaines plus
importante de 407,7mg/100g pour la betterave de méme origine.

Ces différences observées sont probablement dues aux facteurs environnementaux et la

maturité du fruit et aussi due a la variété des especes étudiés.

3. Evaluation des activités antioxydants

3.1. Test anti-radical ABTS pour les matrices végétales

Dans ce test, ’ABTS est oxydé, par le persulfate de potassium, en ABTS++ qui a une couleur
intense. La neutralisation de ce dernier, pour 1’évaluation de I’activité antiradicalaire se traduit
par la décoloration de la solution a 734 nm, qui considérée comme étant la capacité des
composés a diminuer directement la couleur de radical ABTSe+ (Gulcin I; 2009, 2010). La
figure n° 12 représente le pourcentage d’inhibition du I’ABTSe+ par des extraits de figue de
barbarie et de betterave et les standards catéchine et acide tannique a différentes
concentrations. Elle montre clairement que quel que soit I’échantillon, 1’activité est
proportionnelle a sa concentration.

L’¢tude statistique des résultats illustrés dans le tableau V, montre 1’existence d’une
différence tres hautement significative a (p<0,001) entre les deux échantillons et les standards
testés vis-a-vis du radical ABTSe«+. Il en ressort que 1’activité de la betterave est supérieure a
celle de la figue de barbarie. En effet, les EC50 obtenues sont respectivement 38,92 mg/ml et
64,01mg/ml.
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Ces valeurs sont tres faibles en les comparant activités des standards testés qui ont montré des
EC50 (0,02 mg /ml) pour catéchine et d’EC50 (0.08 mg/ml) pour I’acide tannique qui sont
environ 38 fois meilleur celle de la betterave et 64 fois de celle de la figue de barbarie pour les

deux standards.
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Figure 12 : Pourcentage d’inhibition du radical ABTS *des bétalaines de la betterave et la

figue de barbarie.
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Figure 13 : Pourcentage d’inhibition du radical ABTS * par les standards (Catéchine et

Acide tannique).
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Tableau V : Résultats de I’évaluation de I’activité antiradicalaire du ’ABTS: * de la figue de
barbarie, et de la Betterave et les standards.

Echantillons Inhibition de PABTS"*
ECso (mg/ml)
Figue de barbarie 64,01+1,17¢
Betterave 38,92+1,79°
Acide tannique 0,08+0,002°
Catéchine 0,02+0,00122

Selon le test LSD de Fischer, chaque lettre constitue un groupe homogene a p<0.001,

a>h>c>d.

Montoro et ses collaborateurs ont déduit que I’activité anti-ABTS<+ dépend de la polarité des
échantillons. Les échantillons les plus polaires possédent les bétacyanines qui ont présenté les
meilleures capacités antioxydants, cela pourrait se justifier par la présence de composés
polaires doués d’un grand potentiel antioxydant et qui agissent comme des donneurs
d’hydrogene ou d’¢lectron.

Cette activité dépend aussi de la structure chimique des composés phénoliques de nombre
d’OH ainsi que leur position (Montoro et al., 2004). On peut souligner que la différence
d’EC50 entre les deux échantillons étudiés peut étre liée a la différence de leur teneur en

bétalaines et les composés phénoliques polaires.

3.2. Test anti-radical DPPH' pour les matrices végétales

Cette méthode est basé sur 1’utilisation d’un radical libre qui est le DPPH', ce dernier (2.2
diphényle-1-picryl hydrazyl) est de couleur violette, il vire au jaune en présence de donneurs
de protons (antioxydants) et se réduit en 2.2 diphényle-1-picrylhydrazine. Ceci permet de
suivre la cinétique de décoloration a 517 nm (Maataoui et al., 2006).

La figure n°13 représente le pourcentage d’inhibition du DPPH' par les extraits de figue de
barbarie, de betterave et des standards catéchine et acide tanique, a différentes concentrations.
Il apparait que, I’activité des extraits des deux échantillons étudiés est proportionnelle a leurs

concentrations.
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Figure 14 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par les pigments de betterave, de

figue de barbarie.
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Figure 15 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par les standards (Catéchine et

Acide tannique).

Les résultats du pouvoir antiradicalaire des extraits sont présentés en termes d’ECso dans le
tableau VI qui indique que I’extrait de pigment de la betterave est plus actif vis-a-vis du
radical DPPH comparé a celui de la figue de barbarie, des EC50 de I’ordre 51,29 mg/ml et
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69,48mg/ml sont respectivement enregistrées (tableau VI1).Une différence hautement
significative observée pour les extraits et les standards (p<0,001).

Les échantillons testés sont moins actifs que les standards, qui ont montré des EC50 (0,02 mg
/ml) pour catéchine et d’EC50 (0.08 mg/ml) pour 1’acide tannique qui sont environ 51 fois
meilleur celle de la betterave et 70 fois de celle de la figue de barbarie pour les deux
standards.

Tableau VI : Résultats de I’évaluation de 1’activité antiradicalaire sur le DPPH-de la figue de

barbarie, de la betterave et des standards.

Echantillons Inhibition de DPPH:
ECso (mg/ml)
Figue de barbarie 69,48+1,12¢
Betterave 51,29+1,88c
Acide tannique 0,08+0,00P
Catéchine 0,02+0,00?

Selon le test LSD de Fischer, chaque lettre constitue un groupe homogene a p<0.001,

a>h>c>d.

4. Fixation des pigments sur la paroi bactérienne

L’amélioration de statut oxydatif des bactéries a été initié¢ par koren et ses collaborateurs en
2009(koren et al., 2009) en testant plusieurs familles de métabolites secondaires notamment
les acides phénoliques (acide gallique, acide caféique), Les flavonoides (Quercétine, rutine) et
les tannins (acide tannique, la catéchine, 1’épigallocatéchine gallate).

Ces métabolites ainsi que certains acides aminés basiques (histidine et 1’arginine) ont été, en
effet, testés vis-a-vis de plusieurs espéces bactériennes pathogenes et non pathogenes
(lactiques).

L’idée de I’application des bétalaines sur des bactéries lactiques est venue aprés des études
menées sur I’interaction entre ces pigments et les membranes biologiques, notamment celles
des érythrocytes (Tesoriere et al., 2005) ainsi que la mise en évidence de leurs structures
(Stintzing et al., 2002).

Dans cette optique, la caractérisation des deux familles (Bétacyanines et Bétaxanthines) ont

permis d’en prédire certaines fonctions comme le franchissement des membranes épithéliales
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intestinales et de la barriere hématoencéphalique chez les humains et les souris,
respectivement (Tesoriere et al., 2013 ; Allegra et al., 2015), ce qui nous a initié¢ a I’étude
interactionnelle entre ces pigments et les parois bactériennes.

Pour ce test, nous avons testé les deux familles de pigments, les bétaxanthines et les
bétacyanines, extraites respectivement a partir de la figue de barbarie (variété orange) et de la
betterave rouge. En guise de comparaison des effets, les deux standards antioxydants,
catéchine et acide tannique, ont été également testés avec les extraits de pigments dans les
mémes conditions et vis-a-vis des mémes souches bactériennes, Ces derniéres étant des
bactéries lactiques ,nous en avons choisi les deux especes lactobacillus bulgaricus et
lactococcus lactis selon leurs morphologies, afin de voir les différents d’interaction

,respectivement pour la forme batonnet et cocci.

4.1. Test antiradicalaire ABTS™

Le test réducteur du radical synthétique ABTS®+ a donné d’intéressants résultats avec des
pourcentages d’inhibition d’environ 70 % et 51 % respectivement pour 1’extrait de betterave
et de figue de barbarie, avec des concentrations entre 300 et 350 mg/ml, vis-a-vis de la culture
Lb. bulgaricus (figure n°14). Des pourcentages plus élevés (p<0,001) sont enregistrés pour
les deux extraits vis-a-vis de la culture mixte de Lc. lactis (figure n°15), dans le méme
intervalle de concentrations, avec des pourcentages supérieurs a 80 %. Comparant 1’effet sur
les deux espéces bactériennes, I’extrait pourpre de betterave s’est avéré le plus actif dans le
piégeage du radical ABTS°+ (p<0,05).

Les deux standards, acide tannique et catéchine, ont réduit le radical ABTS°+ avec un taux
supérieur a 80 % aux alentours de 100 pg/m (figure 14 et 15), apres fixation sur les bactéries
testées.

L’analyse des variances ANOVA a montré des différences trés hautement significatives
(p<0,001) en comparant les EC50 calculées pour les extraits des pigments et les deux
standards. En effet, les EC50 les plus basses sont enregistrées pour la culture Lc. lactis
tableau VII avec une valeur de 11,72 mg/ml et 30,41 mg/ml avec I’extrait de betterave et de
figue de barbarie, respectivement. Des concentrations plus élevées sont constatées vis-a-vis de
la souche Lb. bulgaricus tableau VII avec une valeur de 100,95 mg/ml et 300 mg/ml,
respectivement pour 1’extrait rouge de betterave et le jaune de figue de baraterie. Nous

constatons donc que les pigments rouges (bétacyanines) agissent 3 fois mieux que les
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pigments jaunes (bétaxanthines) dans le piégeage du radical ABTS°+, cette efficacité des
bétacyanines serait due a sa teneur tres élevée dans la betterave contrairement a la teneur des

bétaxanthines dans la figue de barbarie avec un rapport de 9,97 fois (p<0,001).
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Figure 16 : Pourcentage d’inhibition du radical ABTS: *de Lb. bulgaricus en présence des

pigments végétaux et des standards (catéchine et acide tannique).

Lb : lactobacillus / BET : betterave / CAT : catéchine / A.TA : acide tannique / FIG : figue

de barbarie.
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Figure 17 : Pourcentage d’inhibition de radical ABTS: *de Lc. lactis en présence des
pigments végétaux et de deux standards (catéchine et acide tannique).Lc : lactococcus / BET :
betterave / A.TA : acide tannique / CAT : catéchine / FIG : figue de barbarie

4.2. Test anti radical DPPH

Contrairement au test ABTS, D’effet des extraits dans le piégeage du radical synthétique
DPPH°+ est fait par transfert de protons H+. Les espéces bactériennes traitées avec les
extraits de pigments et les standards ont montré des résultats inverses a ceux obtenus avec le
test ABTS°+ ; avec des pourcentages d’inhibition de 84,20 % et 77,32 % respectivement pour
Lb. bulgaricus traitée avec I’extrait de bétaxanthines (figue de barbarie) et 1’extrait de
bétacyanines (betterave) (p<0,05) (figure 16). Concernant la culture mixte de Lc. lactis le
méme résultat est noté en faveur des bétaxanthines a des concentrations inférieures a 100
mg/ml, cependant le pourcentage maximal est obtenu avec I’extrait de bétacyanines avec une
valeur de 80% (figurel7). Toutefois, les bétaxanthines restent efficaces face au radical
DPPH°+ avec un pourcentage maximale de 76,21 % a 300 mg/ml (figure 17), sur le plan
statistique, aucune différence significative n’est enregistrée, entre les deux extraits, a p<0,05.

En terme d’EC50, les concentrations les plus basses sont obtenues avec I’extrait de
bétaxanthines avec une concentration de 15,29 mg/ml et 37,77 mg/ml, respectivement apres
traitement de la culture mixte de Lc. lactis et Lb. bulgaricus tableau VII. Egalement,
L’extrait de bétacyanines a donné des EC50 intéressantes avec une concentration de 27,82
mg/ml et 52,13 mg/ml, respectivement apres traitement de Lc. lactis et Lb. bulgaricus. Des
différences tres hautement significatives sont constatées entre les deux extrait et les deux

cultures bactériennes traitées (p<0,001).
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La catéchine a montré le pourcentage d’inhibition le plus élevé avec des valeurs allant de
87,50 % a 92,50 %, respectivement pour Lb. bulgaricus et Lc. lactis (figure 16 et 17). Avec
les mémes especes bactériennes, des résultats proches sont notés en appliquant le standard
acide tannique avec des valeurs allant de 84,67 % a 87,77 %, respectivement pour Lc. lactis et
Lb. bulgaricus (figure 16 et 17).

En termes d’EC50 les concentrations les plus basses sont obtenues en faveur de la catéchine
avec une valeur de 0,037 et 0,042 mg/ml, respectivement pour Lc. lactis et Lb. bulgaricus
tableau VII. Cependant, I’acide tannique s’est montré moins efficace avec des concentrations
8 fois plus élevées et des valeurs de 0,13mg/ml et 0,18 mg/ml apres traitement de Lb.

bulgaricus et Lc. lactis respectivement tableau VII.

Globalement, les deux tests ABTS et DPPH présentent deux mécanismes différents, de ce fait,
on ne peut donc faire de comparaison avant et apreés fixation des métabolites cités dessus. Par
exemple, ’extrait de bétacyanines a donné le meilleur résultat antiradicalaire en agissant seul,
cependant, aprés fixation sur paroi bactérienne 1’extrait de bétaxanthines a repris le dessus,
notamment dans le piégeage du radical DPPH, ceci suggeére qu’on ne peut faire toujours de
corrélations. Entre autres, cette différence est due aux affinités que possédent ces metabolites
envers les différentes surfaces microbiennes (Koren et al. 2008).

En appliquant les extraites de bétalaines sur des bactéries lactiques, nous avons pu confirmer
leur fixation sur les parois et leurs effets antiradicalaires avec différents mecanismes, tout

comme les deux standards utilisés.

En comparant les bétacyanines aux bétaxanthines, la nature de fixation de ces pigments sur
les parois bactériennes n’est pas totalement ¢lucidée. Vue leurs structures, ces pigments
possédent des atomes d’azote ce qui rend leur affinité envers les surfaces chargées (-) plus
élevée. De plus, les bétacyanines comporte un groupement sucre (glucose), ce dernier se met
en contact avec les membranes et les parois bactériennes en premier selon une étude menee
par Casas-Sanchez et al. (2007), qui a testé I’interaction de I’hydroxytyrosol-glycosylé vis-a-
vis de Staphylococcus aureus et Eschericha coli. D’autres études ont montré que la fixation
des composés phénoliques sur les surfaces microbiennes est due aux groupements OH, aux
interactions hydrophobes, aux liaisons hydrogénes et au degré de polymerisation
(Verstraeten et al. 2003). Dans la méme optique, les bactéries Gram+ ne possedent pas de
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membrane externe, ce qui est remplacé par une paroi en peptidoglycane ainsi qu’une surface
polysaccharidique qui constitue un site de fixation de composés phénoliques (Hendrich
2006). Enfin, une caractérisation par microscopie électronique et/ou par cytométrie en flux
serait une parmi les solutions afin d’éclaircir la nature de fixation des bétalaines sur les parois

bactériennes.
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Figure 18 : Pourcentage d’inhibition de radical DPPH-de Lb. bulgaricus en présence des

pigments végétaux et de deux standards (catéchine et acide tannique).

Lb : lactobacillus / BET : betterave / A.TA : acide tannique / CAT : catéchine / FIG : figue

de barbarie
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Figure 19 : Pourcentage d’inhibition de radical DPPH'de Lc. Lactis en présence des
pigments végétaux et de deux standards (catéchine et acide tannique). Lc : lactococcus /
BET : betterave / A.TA : acide tannique / CAT : catéchine / FIG : figue de barbarie.

Tableau VII : Résultats de 1’évaluation des activités antiradicalaires sur les ABTS: * DPPH:
*par les bactéries lactiques en présence des extraits de pigments des végétaux (figue de
barbarie, de la betterave) et des extraits de standards.

Echantillons Inhibition de ’ABTS-* Inhibition du DPPH-
ECso (mg/ml) ECso (mg/ml)
Lb. bulgaricus+ Figue de barbarie 300,00+0,00¢ 37,77+1,08°
Lb. bulgaricus+ Betterave 100,95+30,64° 52,12+0,65¢
Lc. lactis+ Figue de barbarie 30,41+1,25¢ 15,29+0,19°
Lc. lactis+ Betterave 11,72+0,47° 27,81+0,07¢
Lb. bulgaricus+ Catéchine 0,05%0,002 0,04+0,002
Lb. bulgaricus+ A. Tannique 0,18+0,01° 0,13+0,001°
Lc. lactis+ Catéchine 0,07+0,01% 0,03+0,00?
Lc. lactis+ A. Tannique 0,22+0,01° 0,18+0,00°

Selon le test LSD de Fischer, chaque lettre constitue un groupe homogéne a p<0.001. En

terme d’activité a>b>c>d.
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ANNEXES

Annexe | : Matériel utilisée

La centrifugeuse (NUVE)

Plaque agitatrice chauffante Dessiccateur
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ANNEXES

Balance de preécision (Radwag) Etuve ventilée (Memmert)

-Barreaux magnetique
-Bécher - fiole
-Broyeur électrique

- Boite de pétrie

- Vortex
-Micropipette

-Papier aluminium
-Papier filtre wattman
-Pipette

, - Spatule

PH-metre (Hanna pH 211)

AAAAAAAAAAAAAAAAALAALAAAAAAAAALAAALAAAALAALAALAALAAALAAAAAALALAALAALAALAAAALAALAAAALAAAAAALDL

AAAAAAAAAAALAAALAALAAALAALALALAALAALALALALALLAALALALALALLAALALALALALALALALALALALALALALALALALALALALALALALALALALALALALLAALALALALALALAALALALAALALAAAALAAAAAALL



VY VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVV

MAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
ANNEXES

Annexe Il : Préparation des solutions

1-Préparations de la solution ABTS *

2-Préparation du solvant (Méthanol 80%b).

3-Préparation de I’acide tannique.

4-Préparation de solution Tampon PBS (Phosphate Buffured Saline).
5-Prépartion de standard catéchine.

6-Préparation de la solution DPPH.

7-Préparation de HBSS: Hank's Balanced Salt Solution.
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ANNEXES

Annexe 111 : Milieux de cultures

utilisées

Gélose MRS

Pour 1 litre de milieu :

- POIYPEPLONE. ... 10,00 g
- EXtrait de VIaNde ........cccveivveieiieieec e 10,00 g
- Extrait autolytique de [eVUre ..o 05,00 g
= GIUCOSE. ...ttt 20,00 g
S TWEEN B0 e 01,08 g
- Phosphate dipotasSiqUe .........ccccveveiieieeie e 02,00 ¢
- ACELALE dE SOUIUM ..ot 05,00 g
- Citrate d’ammOnNiUML.........cceeriieriiieiieiie e 02,00 g
- Sulfate de MAagNESIUM ..o 0,20 ¢
- Sulfate de MaNQaNESE. .......ccvcveieiiieeieceere e 0,059

- Agar agar bactériologiqUE. .........coveeruerieirerieise s 15,00 g

PH du milieu prét-a-1 ‘emploi a 25°C : 5,7 [1 0,1

Bouillon MRS

Pour 1 litre de milieu :

= POIYPEPLONE. ...t 10,00 g
-EXtrait de VIANAE .......oevveieiie e 10,00 g
- Extrait autolytique de [eVUre ........cccoooveieeiiccceceecee e 5,009
= GIUCOSE. ...ttt e e s eree e e 20,00 g
= TWEEN B0 .. 1,08 ¢
- Phosphate dipotaSSiQUE .........cccoeereriirinenieeeeeee e 2,009
- Acétate de SOIUM .......ooviiiiiicc e 5,009
- Citrate d’ammMONIUML.......coveiieiecee e sie e 2,009
- Sulfate de MagNESIUM ......cvviiieiiieceeeeee e 0,20 g
- Sulfate de MaNQaNESE. ........cccveveierierece e 0,05¢

PH du milieu prét-a-1 ‘emploi a 25°C : 6,4 + 0,2.
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CONCLUSION

Le travail que nous avons entrepris a pour objectif principal la valorisation de deux plantes
largement utilisées dans la médecine traditionnelle qui sont la figue de barbarie et la betterave.
En effet, cette étude se veut une contribution a une meilleure connaissance de ces especes et
I’évaluation de leurs activités antioxydant avec les deux meéthodes antiradicalaires ABTS et
DPPH.

En premier lieu, des parametres physico-chimiques ont été déterminés, a savoir ; le taux
d’humidité, I’acidité, le pH et le brix pour les deux plantes Opuntia ficus indica et Beta
vulgaris. Ensuite, Nous avons extrait et quantifié les bétalaines de ces deux échantillons. La
betterave possédant la teneur la plus élevée en bétalaines avec 30.52mg /100g de matiere
fraiche (MF) puis la figue de barbarie avec une valeur de 3,06mg/100g MF. Nous avons
également évalué I’activité antioxydant des deux extraits avec les deux tests antiradicalaires
ABTS et DPPH, les résultats ont montré une activité significativement élevée (p<0,001) en
faveur de I’extrait de betterave avec des pourcentages d’inhibitions de 80% et de 50% et des
EC50 de (38,92 mg/ml) et de (51,29 mg/ml), respectivement pour le test ABTS et DPPH.
L’extrait de figue de barbarie a exhibé une activité importante contre ces radicaux avec de
taux d’inhibition de 40% et de 60% et des EC50 de (64,01mg/ml) et de (69,48mg/ml). Aux
détriments des deux radicaux ABTS®* et DPPH®, respectivement.

La présente étude est achevée par une application de ces pigments sur les parois bactériennes
lactiques, ces derniéres ont montré une forte capacité a retenir les deux classes des bétalaines,
a savoir les bétacyanines et les bétaxanthines. Ce test de fixation sur parois bactériennes a été
confirmé en testant leur activité antioxydant apres traitement. En effet, le meilleur résultat est
trouvé en faveur de ’extrait de betterave avec des pourcentages d’inhibition a°,80%. Une
différence trés hautement significative est constatée (p<0,001) entre les deux extraits et entre
les especes bactériennes. Néanmoins, il n’existe pas de corrélation entre les deux tests
antiradicalaires du fait des différents mécanismes antioxydants et des natures des parois

bactériennes.
En Perspectives, il serait intéressant d’approfondir cette étude en faisant ;

e Une caractérisation par microscopie électronique des bactéries traitées avec les
bétalaines ;
e Un test de viabilit¢ de ces bactéries afin de déterminer la concentration

adéquate évitant 1’effet bactéricide de ces pigments ;
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CONCLUSION

e Des tests vis-a-vis d’autres souches bactériennes lactique et/ou probiotiques
pour étendre le spectre d’activité des bétalaines ;

e Des traitements de bactéries lactiques /probiotiques avec des molécules de
bétalaines pures, ceci permet de diminuer les concentrations efficaces a 1’ordre
du microgramme, voir au nanogramme pour certaines molécules comme la
bétanines ;

e Des tests in vivo, avec ces bactéries traitée, sur des modeles de souris ayant une
inflammation intestinale et/ou colique afin de voir I’efficacité de ces bactéries
a améliorer certains parametres liés a ces pathologies, entre autres, leur

efficacité contre des bactéries témoins, non traitées.
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RESUME

Le présente travail a été entrepris dans le but de déterminer les teneurs en antioxydants dans la Figue
de barbarie (Opuntia ficus-indica) et dans la Betterave (Beta vulgaris) et d’évaluer leur efficacité, ainsi
que I’application de ces deux extraits sur des bactéries lactiques afin d’améliorer leurs statut oxydatif.

Les deux échantillons ont été récoltés dans la wilaya de Bejaia, des tests physico-chimiques ont été
faits directement aprés 1’échantillonnage. Les bétalaines extraits par le méthanol 80% sont variable en
fonction des deux espéces. Les teneurs les plus élevées en bétalaines totaux sont notées pour la
betterave (30,51mg/100g MF) et avec une valeur de 3.06mg/100g MF pour la figue de barbarie. Les
activités antioxydants ont été déterminées par 1’évaluation de la capacité anti-radicalaire DPPH°et
anti-radical cationiqgue ABTS°*en déterminant les EC50. Les résultats de I’activité antioxydant
obtenus indiquent qu’avec les deux méthodes, c’est 1’extrait de betterave qui a donné un pouvoir plus
élevé avec une valeur de (38,92 mg/ml).

Apres application des deux pigments sur les parois des bactéries lactique avec les deux espéces
Lactococcus lactis et Lactobacillus bulgaricus, les tests ont révélé une bonne amélioration du statut
oxydatif de ces bactéries ; I’extrait pourpre de betterave s’est avéré significativement (p<0,001) le plus
actif dans le piégeage du radical ABTS°+, les EC50 les plus importantes sont enregistrées pour la
culture Lc. lactis avec une valeur de 11,72 mg/ml et 30,41 mg/ml avec 1’extrait de betterave et de figue
de barbarie, respectivement. L’extrait jaune de la figue de barbarie s’est également avéré
significativement plus actif dans le piégeage du radical DPPH® (p<0,001) et I’EC50 la plus importante
est enregistré pour la culture Lc .lactis avec une valeur de 15,29mg/ml. Pour I’extrait de betterave on
enregistre une valeur de 27,81+0,07 mg/ml.

Le présent travail a permis d’évaluer I’efficacité de ces deux aliments a améliorer 1’état redox des
bactéries lactiques a des doses comestibles. 1l serait important de tester I’interaction de ces pigments
avec d’autres parois et membranes biologiques pour des applications en biothérapie et en industrie.

Mots clés : Figue de barbarie, betterave, bétalaines, antioxydants, bactéries lactique, statut oxydatif.
Abstract

The present work was undertaken with the aim of determining the antioxidant contents in the Prickly
pear (Opuntia- ficus-indica) and the Beet (Beta vulgaris) and to evaluate their effectiveness, as well as
the application of these two extracts on lactic acid bacteria in order to improve their oxidative status.

The two samples were collected in the region of Béjaia, physico-chemical tests were done directly
after sampling. Betalaines extracted with 80% methanol vary according to the two species. The highest
levels of total betalaines are noted for red beet (30.51mg / 100g FM) and with a value of 3.06 mg /
100g FM for prickly pear. The antioxidant activities were determined by the evaluation of the DPPH®
anti-radical capacity and anti-cationic radical ABTS°* by determining the EC50. The result obtained
indicates that with both methods, it is the Beet extract that gave a higher power with a value of (38, 92
mg/ml).

After application of these two pigments onto the walls of lactic acid bacteria with the two species
Lactococcus lactis and Lactobacillus bulgaricus, the tests revealed a good improvement of the
oxidative status of these bacteria; Purple beet extract was found to be significantly (p <0.001) most
active in trapping the ABTS®* radical, the important EC50 results were recorded for the Lc. lactis
culture with a values of 11.72 mg/ml and 30.41 mg/ml for red beet and prickly pear extracts,
respectively. The yellow extract of the prickly pear was also found to be significantly more active in
trapping of the DPPH® radical (p <0.001) and the highest EC50 is recorded for the Lc. lactis culture
with a value of 15.29 mg/ml. For the beet extract, a value of 27.81 + 0.07 mg / ml was recorded.

The present work has evaluated the effectiveness of these two foods in improving the redox state of
lactic acid bacteria at edible doses. It would be important to test the interaction of these pigments with
other biological walls and membranes for applications in biotherapy and industry.

Keywords: Prickly pear, beetroot, betalaines, antioxidants, lactic acid bacteria, oxidative status.
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