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Introduction

Les probiotiques sont définis comme des microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont
administrés en quantités adéquates, procurent un bénéfice a la santé de 1’hote (FAO/OMS,
2002). Afin d’étre considérée comme probiotique, une souche bactérienne doit répondre a des
critéres bien établis tels que la tolérance a ’acidité gastrique et aux sels biliaires, la capacité
d’adhésion a 1’épithélium intestinal, 1’auto-agrégation, ainsi que I’innocuité (Khusro et al.,
2021). Ces critéres sont essentiels pour garantir 1’efficacité et la sécurité des souches utilisées

dans les applications alimentaires ou thérapeutiques.

Ces souches probiotiques se retrouvent naturellement dans divers aliments fermentés tels que
le yaourt, le kéfir, la choucroute et le kimchi, ainsi que sous forme de compléments alimentaires
(Khushboo et al., 2023). Traditionnellement, les cultures bactériennes actives proviennent des
produits laitiers fermentes, mais des études récentes montrent que les fruits peuvent également
constituer une source significative de bactéries lactiques bénéfiques (Valero-Cases et al.,
2020). Par rapport aux légumes, les fruits présentent un avantage supplémentaire pour la santé
publigue, notamment en raison de leur richesse en composés organiques acides qui permettent
le maintien d’un pH inférieur a 4,6, favorisant ainsi une sélection naturelle des microorganismes
dominants (Alegbeleye et al., 2022). Cette combinaison de nutriments, incluant des glucides,
des minéraux et des composés azotés, ainsi qu’un pH acide, crée des conditions idéales pour la

croissance des bactéries lactiques (Naeem et al., 2012).

Les bactéries lactiques (BL) sont des microorganismes Gram positif, non sporulés, aérotolérants
ou anaérobies facultatifs, largement impliqués dans la fermentation d’aliments. Leur statut
GRAS (Generally Recognized As Safe) et leur présomption de sécurité qualifiée (QPS) en font
des candidats privilégiés comme probiotiques dans I’industrie agroalimentaire (Hazards et al.,
2020). Outre leur role technologique, les BL sont connues pour leurs effets bénéfiques sur la

santé de 1’hote.

Parmi elles, Lactiplantibacillus plantarum se distingue par sa capacité d’adaptation a divers
environnements. Cette bactérie est retrouvée dans le tractus gastro-intestinal des humains et des
animaux, mais également dans plusieurs produits alimentaires, qu'il s'agisse de viandes, de
poissons, de légumes fermentés ou de produits laitiers (Mao et al., 2021). Son intérét réside
dans sa polyvalence : elle intervient dans la fermentation, la biopréservation alimentaire,

capable d’inhiber la croissance des microorganismes d’altération et des pathogenes via la
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production de meétabolites antimicrobiens et présente de fortes propriétés probiotiques
(Agriopoulou et al., 2020; De Simone et al., 2024).

Les effets bénéfiques attribués aux probiotiques incluent la réduction du taux de cholestéerol
(Simons et al., 2006), le renforcement de 1’activité antioxydante (Ejtahed et al., 2012),
I’amélioration de la digestion du lactose (Hertzler et Clancy, 2003) et des effets
immunomodulateurs (Rousseaux et al., 2023) ainsi que les activités antimicrobiennes a 1’égard
des pathogenes (Mikkili et al., 2018).

Un aspect particulierement intéressant est le potentiel antimicrobien de certaines souches
probiotiques, notamment L. plantarum. Cette espece inhibe de nombreux pathogenes par
production d’acides organiques, de peroxyde d’hydrogéne, et surtout de bactériocines
(Agriopoulou et al., 2020; De Simone et al., 2024). Ces substances jouent un role important
dans la biopréservation des aliments en limitant la croissance de microorganismes d’altération

ou pathogénes.

Par ailleurs, L. plantarum est également reconnue pour sa capacité a produire des
exopolysaccharides (EPS), des polymeéres de sucres possédant des propriétés fonctionnelles
variées. Ces EPS, produits par les bactéries lactiques sous forme de polymeéres extracellulaires
ou attachés a la membrane cellulaire, jouent un rdle clé dans la protection cellulaire contre
divers stress environnementaux et biotiques (Zhang et al., 2024). De plus, ils présentent un
intérét majeur pour I’industrie agroalimentaire et pharmaceutique grace a leurs propriétés
physicochimiques uniques, notamment leur role en tant qu’agents épaississants naturels et

stabilisants (Juraskova et al., 2022).

Les EPS possedent également des propriétés bioactives reconnues, telles que des effets
immunomodulateurs, antimicrobiens, antitumoraux, hypocholestérolémiants et antioxydants
(Zhang et al., 2023). Ces derniéres années, leur capacité a lutter contre le stress oxydatif a
suscité un interét croissant. En effet, les espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO), incluant le
peroxyde d’hydrogene, les radicaux superoxyde et hydroxyle, sont connues pour causer des
maladies chroniques telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires et les pathologies
neurodégénératives (Li et al., 2014). Dans ce contexte, les EPS produits par les bactéries
probiotiques, notamment ceux de L. plantarum, sont étudiés pour leur capacité a neutraliser ces
radicaux libres en stimulant la production d’enzymes antioxydantes et de glutathion (Angelin

et Kavitha, 2020).



Introduction

Compte tenu du r6le clé des EPS dans la biopréeservation des aliments et leur potentiel comme
ingrédients fonctionnels, leur exploitation dans le secteur agroalimentaire suscite un intérét
considérable. De plus, les EPS issus de bactéries probiotiques offrent une alternative aux
additifs de synthése, répondant ainsi a la demande croissante des consommateurs pour des

aliments plus naturels et sans conservateurs artificiels (Juraskova et al., 2022).
Dans ce contexte, notre étude a pour principaux objectifs :

e [L’isolement, dans un premier temps, de souches de lactobacilles a partir de fruits
cultivés en Algérie.

e La selection et identification moléculaire des souches répondant aux critéres
probiotiques.

e La mise en évidence de leurs effets bénéfiques (activités antibactérienne et
antioxydante).

e La production et caractérisation d’exopolysaccharides produits par les souches

probiotiques sélectionnées.
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. Les bactéries lactiques en tant que probiotiques

I.1. Historique et définition des probiotiques

L'histoire des probiotiques remonte aux débuts de la civilisation, lorsque I'hnomme a commenceé
a consommer des aliments fermentés. Les premiéres utilisations documentées datent d'environ
2000 ans avant Jesus-Christ. Tout en ignorant I’existence des probiotiques, les premiers
producteurs d’aliments ont transformé le lait en produits laitiers fermentés a I’aide de bactéries
et de levures (Gogineni, 2013). Le concept des probiotiques en médecine remonte au début des
années 1900, lorsque un chercheur scientifique russe du nom d’Elie Metchnikoff a émis la
théorie que les bonnes bactéries retrouvées dans le yaourt avaient le pouvoir d’améliorer le
microbiome intestinal (Mahalak et al., 2022).

Au fil des années, le terme « probiotique » venant du grec qui signifie « pour la vie », a
bénéficié de plusieurs définitions. En 1965, Lilly et Stillwell propose la définition suivante «
substances produites par des microorganismes qui stimulent la croissance d’autres
microorganismes ». Plus tard, c’est au tour de Parker (1974) de redéfinir le terme comme suit
« organismes et substances qui contribuent a 1’équilibre de la microflore intestinale ». Ensuite,
Fuller en 1989 inaugure 1’ére moderne des probiotiques avec une rectification de la définition,
soulignant la viabilité des microorganismes. Ainsi un probiotique est définit ainsi «un
complément alimentaire microbien vivant qui affecte de maniere bénéfique 1’animal hote en
améliorant son équilibre intestinal ». D'autre part, en 1998, Guarner et Schaafsma ont déclaré
qu'il est nécessaire d'utiliser la dose appropriée de souches probiotiques pour obtenir un effet
bénéfique.

Aujourd’hui, la définition scientifique la plus largement acceptée des probiotiques est celle
formulée en 2002 par la FAO (Organisation des Nations unies pour l'alimentation et
I'agriculture) et 'OMS (Organisation mondiale de la santé), est la suivante : « micro-organismes
vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en quantités adéquates, conférent un bénéfice pour la
santé de I'h6te » (FAO/OMS 2002). La consultation d'experts FAO/OMS a conclu que les
propriétés et les bienfaits potentiels des probiotiques dépendent du dosage utilisé et ne peuvent
pas étre extrapolés d'une souche microbienne a une autre, méme si elles font partie de la méme
espece (Britton et al., 2021). Enfin en 2013, I'Association scientifique internationale pour les
probiotiques et les prébiotiques (ISAPP) a soutenu la méme définition (Hill et al., 2014).

1.2. Les lactobacilles comme candidats probiotiques : classification, diversité et répartition

écologique
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Les bactéries lactiques ont éeté classées en fonction de leur morphologie cellulaire, leur mode
de fermentation du glucose, leur capacité a utiliser les sucres et de leur température de
croissance (Mokoena, 2017). Les bactéries lactiques appartiennent, dans la taxonomie actuelle,
tel que décrit dans le Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, a I'embranchement des
Firmicutes, a la classe des Bacillus, a I'ordre des Lactobacillaceae, ainsi qu'aux familles des
Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterobacteriaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae
et Streptococcaceae (Coelho et al., 2022).

La famille des Lactobacillaceae comprend les genres Lactobacillus, Lactiplantibacillus et
Pediococcus, la famille des Leuconostocaceae comprend les genres Leuconostoc, Weissella,
Fructobacillus et Oenococcus, et la famille des Streptococcacea comprend les genres
Lactococcus, Streptococcus et Lactovum (Mattarelli et al., 2014).

Les lactobacilles désignent tous organismes classés dans la catégorie des Lactobacilliaceae. Ce
sont des bactéries a Gram positif, non sporulées, bacilles ou coccobacilles, aérotolérantes ou
anaérobies (Coelho et al., 2022). La plupart des souches sont mésophiles. Les membres du
genre Lactobacillus bénéficient le plus souvent du statut GRAS (Salminen et al., 1998). Au
total, 261 especes différentes appartenant au genre Lactobacillus, avec un degré de diversité
relativement élevé (Coelho et al., 2022), ont été signalées en mars 2020 (Zheng et al., 2020).
Une reclassification du genre Lactobacillus en 25 genres, dont 23 nouveaux, a été proposée sur
la base de la phylogénie du génome, des séquences du génome entier et des propriétés
écologiques et métaboliques des bactéries (Zheng et al., 2020). Parmi les genres nouvellement
proposés, on peut citer : Lapidilactobacillus, Lacticaseibacillus, Latilactobacillus,
Lactiplantibacillus,  Limosilactobacillus,  Fructilactobacillus,  Acetilactobacillus et
Lentilactobacillus. Les lactobacilles sont des bactéries ubiquitaires se trouvant dans divers
habitats tels que les aliments, les plantes ainsi que dans les voies orales et gastro-intestinales
des humains et des animaux (Nicolescu et al., 2023).

1.2.1. Importance de Lactiplantibacillus plantarum en tant que probiotique
Lactiplantibacillus plantarum (L. plantarum) initialement Lactobacillus plantarum, est une des
souches appartenant aux bactéries lactiques (Zheng et al., 2020). L. plantarum possede une
grande capacité d’adaptation écologique et métabolique. Cette souche existe dans de nombreux
habits comme les produits laitiers, la viande le poisson ou encore les fruits (Filannino et al.,
2018). L. plantarum a éteé largement utilisée comme starter en améliorant la saveur, la texture
et les proprietés organoleptiques des aliments fermentés (Cui et al., 2020). Elle leur apporte
notamment des propriétés fonctionnelles en produisant des composants bioactifs, des

exopolysaccharides et de la vitamine B12 (Zhou et al., 2019; Cui et al., 2020; Thompson et

5



Synthése bibliographique

al., 2020). De plus, sa capacité a produire des métabolites antimicrobiens comme les
bactériocines et les acides organiques fait de L. plantarum un excellent agent de conservation
(Wang et al., 2015; Ait Seddik et al., 2017).

1.3. Criteres de sélection d’une souche probiotique

Pour considérer une souche comme étant probiotique, il faut qu’elle réponde a certains critéres
afin d’atteindre leur site d’action et exercer son effet bénéfique tout en étant inoffensive pour
I’hote (Shewale et al., 2014).

1.3.1. Critéeres de sécurité

Les criteres de sécurité servent a sélectionner des microorganismes exempts de facteurs de
pathogénicité ou toxicité et de vecteurs qui permettent la transmission de genes de résistance
aux antibiotiques (Igbal et al., 2021).

1.3.1.1. Origine de la souche

Certains auteurs soulévent I’importance de 1’origine humaine d’une souche probiotique. En
effet, la plupart des probiotiques retrouvés dans le marché aujourd’hui sont d’origine humaine
afin d’augmenter le taux de compatibilité avec le tractus gastro-intestinal humain. Cependant
une large gamme de nouvelles sources d’isolement est exploitée afin d’isoler de nouvelles
souches probiotiques (ex : fruits, légumes fermentés, charcuterie) (de Melo Pereira et al.,
2018; Igbal et al., 2021).

1.3.1.2. Identification de la souche

L'élément clé d'une caractérisation correcte des probiotiques est I'identification et la
dénomination correctes des souches. Les souches probiotiques doivent étre nommeées
conformément a la nomenclature bactérienne actuellement en vigueur, basée sur le Code
international de nomenclature (Oren et al., 2023). En général, cette identification est réalisée
le plus tot possible lors du processus de sélection d’un probiotique (Yadav et al., 2017).
L'identification des microorganismes probiotiques consiste a déterminer si une souche
appartient a un genre et a une espéce établis et nommeés, ainsi qu'a des sous-especes pour les
especes pour lesquelles des sous-especes ont été décrites. Plusieurs méthodes moléculaires sont
largement applicables afin d’assurer une identification correcte. Le séquengage de I'ADN
ribosomique 16S est un moyen bien connu et fiable d'identifier les espéces, a condition d'utiliser
des séquences de référence fiables. La séquence obtenue doit étre comparée et validée par une
grande base de données de référence (Binda et al., 2020). Cependant, le « gold-standard » pour
I’identification d’un probiotique est le séquencage de son génome complet. Ceci permet
I’identification au niveau de la souche, ce qui est essentiel pour son suivi lors de la production

et pour I’investigation de 1’étiologie d’infections suspectées. Des bases de données de référence
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sont disponibles afin de déposer les séquences genomiques telles que NCBI (National Center
for Biotechnology Information). De plus, de séquencage permet de détecter les genes
préoccupants comme ceux liés a la pathogeénicité ou a la résistance aux antibiotiques (Cohen,
2018; Freedman et al., 2020; Poindexter et Committee on fetus and newborn, 2021).
1.3.1.3. Non pathogénicité de la souche

La non pathogénicité d’un microorganisme est considérée comme 1’un des criteres les plus
important a prendre en compte lors de la sélection d’un probiotique. La plupart des souches de
bactéries lactiques sont considérées comme slres pour une utilisation dans les aliments ou
compléments alimentaires. Ceci est d0 a leur historique de non pathogénicité qui reste la
meilleure preuve de leur innocuité (Bourdichon et al., 2018). En effet, le statut GRAS
(Generally Recognized as Safe) a été attribué a ces microorganismes de plus, ’EFSA (European
Food Safety Authority) a accordé a un certains nombres de lactobacilles le statut QPS (Qualified
Presumptions of Safety) (EFSA, 2007). Toutefois, sous certaines circonstances, des métabolites
nuisibles comme les amines biogenes et les toxines (comme I'némolysine), susceptibles de
provoquer des désagréments ou des maladies, peuvent étre générés par certaines variétés de
lactobacilles ou de bifidobactéries. 1l est donc conseillé de surveiller ces processus
métaboliques (Sanders et al., 2010).

1.3.1.4. Présence de génes de résistance aux antibiotiques

L’¢évaluation de la résistance aux antibiotiques chez les probiotiques repose sur plusieurs
criteres, notamment la présence de genes facilitant leur transfert horizontal, leur capacité a étre
fonctionnels apres transmission, ainsi que la distinction entre résistance intrinséque et acquise.
Une attention particuliere est portée sur la prévalence du phénotype de résistance et son impact
sur 1’antibiorésistance globale, ainsi que sur I’importance clinique des antibiotiques concernés
(Merenstein et al., 2023). Le principal risque réside dans le transfert potentiel de génes de
résistance via des éléments genétiques mobiles tels que les plasmides, transposons, intégrons et
bactériophages, ce qui pourrait accélérer I’émergence de bactéries pathogeénes multi-résistantes
(de Melo Pereira et al., 2018). Toutefois, la resistance intrinséque, due a des mutations
chromosomiques, ne constitue pas un risque majeur puisqu’elle n’est transmise qu’a la
descendance directe de I’organisme. Certaines souches résistantes peuvent méme étre utilisées
aprés un traitement antibiotique afin de restaurer le microbiote intestinal (Hammad et
Shimamoto, 2010; Gueimonde et al., 2013).

1.3.2. Criteres fonctionnels

1.3.2.1 Résistance aux conditions gastriques
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Les souches probiotiques doivent étre capables de survivre dans le tractus gastro-intestinal. La
survie des probiotiques ingérés varie en fonction de la souche (Shewale et al., 2014). Le suc
gastrique, produit en quantité de 1,5 a 2,0 litres par jour, contient plusieurs composants
essentiels, dont I'eau, I'acide chlorhydrigue, les electrolytes, le mucus et des enzymes digestives
comme la lipase et le pepsinogene. Lors de la digestion, ces sécrétions se mélangent au bol
alimentaire, maintenant un pH gastrique tres acide, variant entre 0,9 et 3,0, sur une période de
transit de 5 minutes a 2 heures (Castro-Lopez et al., 2023). En conséquent, un effet
antimicrobien est exercé par la composition unique et le faible pH des sécrétions gastriques,
dans lesquelles les micro-organismes allochtones, tels que les probiotiques, peuvent étre
rapidement détruits (Bustos et al., 2024).

1.3.2.2. Résistance aux conditions intestinales

Une fois dans l'intestin, les bactéries sont confrontées a divers facteurs qui perturbent leur
existence permanente notamment 1’activité des enzymes digestives, les changements soudains
de pH, les propriétés détergentes des acides biliaires et les molécules produites par le systeme
immunitaire de 1’hote (Bustos et al., 2018; Mbye et al., 2020). En effet, lors du passage de
I’estomac a I’intestin, les probiotiques sont confrontés a une forte augmentation du taux de pH
allant de 2,0 a 6,0, ceci est d principalement a la présence de bicarbonate. Ce changement
brutal peut endommager la membrane et altérer la structure des protéines et de I’ADN
compromettant ainsi la viabilité des probiotiques (Castro-Lopez et al., 2023). De plus, les
cellules sont exposées a ’action des sécrétions pancréatiques, principalement composées
d’enzymes digestives comme des protéases, amylases et lipases réduisant ainsi leur adhésion
au mucus intestinal (Ouwehand et al., 2001; Sensoy, 2021). Les sécrétions biliaires sont
produites et secrétées par le foie, stockées dans la vésicule biliaire et sécrétées dans le
duodénum. Il s’agit d’une solution alcaline ayant un pH variant de 7 a 8 composée
principalement d’acides biliaires (Chai et al., 2023).

1.3.2.3. Adhésion aux cellules épithéliales

La capacité d'adhésion a I'hGte est un critere de selection classique pour les bactéries
probiotiques potentielles qui pourraient entrainer une colonisation contribuant a promouvoir les
effets immunomodulateurs, ainsi qu'a stimuler la barriére intestinale et les fonctions

métaboliques (Monteagudo-Mera et al., 2019).

Le mécanisme d’adhésion est influencé par divers facteurs, notamment les éléments de la paroi
cellulaire, les protéines, le mucus intestinal et les conditions environnementales (Monteagudo-

Mera et al., 2019; Paliwoda et Nowak, 2019). Les bactéries appartenant a la famille des
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Lactobacillaceae, contiennent a la surface cellulaire des polysaccharides capsulaires, des acides
teichoiques et lipoteichoiques, ainsi que des protéines de liaison spécifiques (mucine,
fibronectine, collagéne) et des lipoprotéines. Ces composants favorisent I’adhésion et la
formation de biofilms sur les surfaces (Archer et al., 2018; Monteagudo-Mera et al., 2019;
Paliwoda et Nowak, 2019).

1.3.2.4. Capacité a procurer des effets bénéfiques pour la santé
Un des critéres primordiaux qu'une souche probiotique doit remplir est sa faculté a avoir un
impact positif sur la santé de 1’hdte. Les fonctions les plus communes des probiotiques est la
prévention de divers pathologies en stabilisant le microbiome intestinal par plusieurs
mecanismes (Liu et al., 2018; Skoufou et al., 2024) dont :
* Dinhibition de la croissance des pathogénes en entrant en compétition avec eux pour
les nutriments ou en produisant des métabolites antimicrobiens
« la production de métabolites essentiels comme les vitamines, les acides aminés, les
acides gras saturés nécessaires pour la santé de 1’hote.
+ Stimulation de I'immunité de 1’hote en renforcant I’intégrit¢é de la barricre

intestinale.

1.3.3. Critéres technologiques

Les probiotiques doivent répondre a des normes technologiques strictes telles que de bonnes
propriétés sensorielles, la viabilité pendant le traitement et la stabilité dans le produit et pendant
le stockage afin de rester actifs tout au long du processus de fabrication (de Albuquerque et
al., 2018).

La survie des probiotiques comporte deux aspects qui doivent étre pris en compte. Le premier
consiste a savoir si les souches sélectionnées peuvent initialement survivre au tractus gastro-
intestinal et rester viables tout au long du processus de fabrication de I'aliment. La faible
tolérance au pH gastrique et les concentrations élevées en sels biliaires sont les critéeres les plus
importants pour la sélection des souches probiotiques (Neffe-Skocinska et al., 2018). Il est
également important de s'assurer que les aliments probiotiques contiennent le niveau minimum
recommandé de probiotiques (10%-107 UFC/mL de produit) dans le produit final (Roobab et
al., 2020). Cette teneur en probiotiques doit étre maintenue tout au long de la durée de
conservation du produit, car le nombre de cellules probiotiques viables détermine leurs effets
sur la santé. Par conséquent, les probiotiques doivent répondre a des normes technologiques

strictes pour rester actifs tout au long du processus de fabrication et de stockage (Palanivelu et
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al., 2022). Une fois toutes les étapes de sélection franchies avec succes, une souche peut étre
considérée comme probiotique et utilisée chez I'Homme efficacement et sans danger.

I.4. Les bactéries lactiques d’origine fruitiére : une alternative prometteuse aux souches
traditionnelles

Les bactéries lactiques sont connues pour étre isolées de diverses habitas. Qu’il s’agisse de
produits laitiers et des viandes, d’animaux vertébrés ou invertébrés (lait maternel, estomac de
poulets et rats), de ’environnement (air, sols) ou de I’environnement aquatique (Alyami et al.,
2022). Cependant, le criblage de souches probiotiques a partir de sources non conventionnelles
comme les aliments et les boissons traditionnels fermentés, les légumes et les fruits a
récemment fait I’objet d’une attention croissante (Kariyawasam et al., 2021).
Traditionnellement, les fruits sont considérés comme plus sdrs sur le plan microbiologique que
d'autres denrées alimentaires non transformées telles que la viande, le lait, les ceufs, la volaille
et les produits de la mer (Naeem et al., 2012). Ce sont des aliments riches en glucides, faibles
en protéines typiquement acides. Cette acidité est une caractéristique considérée comme le
principal facteur de sélection de la microflore prédominante de ces derniers, car elle empéche
la survie de la plupart des micro-organismes (détériorateurs et (phyto) pathogenes) qui
colonisent leur surface (Naeem et al., 2012; de Albuquerque et al., 2018). De plus, le pH
acide et la présence de composés phénoliques aux propriétés antimicrobiennes permettent aux
Lactobacilles d’origine fruitiere d’acquérir une adaptation naturelle a ces caractéristiques
intrinseques ce qui peut influencer positivement leur survie lors de la transformation et du
stockage des aliments, ainsi que dans le tractus gastro-intestinal humain soumis a des conditions
acides difficiles (Garcia et al., 2016; Nematollahia et al., 2016).

D’autre part, il est important de considérer que le développement de produits probiotiques
dérivés de matrices alimentaires a base de fruits soit une alternative viable pour diversifier
I'ingestion de ces microorganismes par la population, étant donné que I'utilisation de matrices
laitieres est limitée par les personnes allergiques aux proteines du lait, intolérantes au lactose
ou vegétaliennes (Trindade et al., 2022). Les probiotiques autochtones isolés des fruits sont
donc les candidats les mieux adaptés aux environnements fruitiers, ce qui leur confére une
meilleure stabilité et viabilité lorsqu'ils sont intégrés dans des produits a base de fruits,
garantissant ainsi leur efficacité (Sornplang et Piyadeatsoontorn, 2016).

1.5. Réles des probiotiques

Les probiotiques peuvent exercer un effet positif sur le corps humain en agissant directement
sur les microorganismes ou indirectement en stimulant 1’hote a produire des actions bénéfiques

(Latif et al., 2023). Les principaux effets bénéfiques pour la santé produits par les micro-
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organismes probiotiques sont I'établissement de conditions favorables dans [l'intestin, un
systeme immunitaire fort et un systeme digestif sain (Anwer et Wei, 2024).

1.5.1. Bienfaits sur le microbiote inestinal

L'intestin joue un rdle essentiel dans la digestion et I'absorption des nutriments, ainsi que dans
le maintien de l'intégrité de la barriére épithéliale. De nombreuses bactéries commensales
résident dans le tractus gastro-intestinal humain et constituent une communauté active qui
influence considérablement la physiologie humaine (Shehata et al., 2022). La modification de
la cette communauté peut étre obtenue par I'administration d'antibiotiques, de probiotiques ou
de prébiotiques, ou par transplantation fecale (Shahverdi, 2016). Cela peut causer une
perturbation de I’équilibre de cette microflore et engendrer des troubles cliniques aigus et
chroniques tels que la diarrhée associée aux antibiotiques (DAA), les ulceres, les maladies
inflammatoires de l'intestin (MII) et le syndrome du c6lon irritable (SII) (Saber et al., 2017;
Su et al., 2021).

Le rétablissement d'un microbiote intestinal sain peut étre utilisé comme approche pratique pour
gérer les maladies intestinales. Les probiotiques constituent I'un des moyens les plus efficaces
d'influencer la santé et les maladies humaines en équilibrant la flore intestinale (Lee et al.,
2018). lIs peuvent contrdler les fonctions de I'épithélium intestinal en préservant la barriére
épithéliale, en favorisant la survie des cellules, en stimulant la synthese d'agents antibactériens
et de protéines qui protegent les cellules, en augmentant la production d’enzymes (lactase), en
renforcant les réponses immunitaires protectrices et en empéchant la production de cytokines
pro-inflammatoires comme I'lFN-y, le TNF-a, I'IL-4 et I'IL-13 (Jang et al., 2019; Gul et
Durante-Mangoni, 2024).

Les métabolites secondaires, tels que les bactériocines, les exopolysaccharides, les vésicules
extracellulaires, les acides gras a chaines courtes, protéines extracellulaires, sont produits par
les probiotiques. lls peuvent réguler la barriere épithéliale intestinale, intégrer la sécrétion de
certains peptides antimicrobiens et augmenter instantanément la sécrétion de mucus par les
cellules de gobelet (Liu et al., 2020). On note également la production d’acides organiques
permettant la réduction du pH du tractus gastro-intestinal créant ainsi une situation défavorable
pour les microorganismes et limitant la croissance des agents pathogénes, ne pouvant pas se
développer a un faible pH (Biswasroy et al., 2021).

1.5.2. Activité antioxydante

L'interaction de l'oxygene avec certaines molécules peut entrainer la formation d'atomes
hautement réactifs, appelés radicaux libres, possédant des électrons non appariés dans leur

enveloppe externe et qui peuvent se comporter comme des oxydants (Chandrasekaran et al.,
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2017). Un déséquilibre entre les espéces réactives de I'oxygéne (ERO), y compris le superoxyde
(O2-), I'hydroxyle (OH-) et le peroxyde d'hydrogéne (H20.), et le systeme de défense
antioxydant de I'organisme est défini comme un stress oxydatif (Musazadeh et al., 2023).

Le stress oxydatif désigne I'état dans lequel la production excessive d'ERO dépasse la capacité
de deéfense antioxydante d'un organisme. En effet, une production excessive d’ERO ou une
défense antioxydante déficiente peut endommager les composants cellulaires, tels que les
lipides, les protéines et I'ADN, entrainant des maladies cardiovasculaires, des cancers et des
troubles neurodégenératifs comme les maladies d'Alzheimer, de Parkinson, de Huntington
(Guo et al., 2020; Wu et al., 2023).

La consommation de probiotiques seuls ou dans des aliments fonctionnels a montré qu’ils
peuvent présenter une activité antioxidante et réduire les dommages causés par I’oxydation de
différentes manieres. Il a été rapporté par plusieurs auteurs une production d’antioxidants par
les probiotiques. Les composés antioxydants produits par les probiotiques comprennent la
superoxyde dismutase, la glutathion dismutase, l'acide ascorbique, la mélatonine et le glutathion
(de Melo Pereira et al., 2018). Les probiotiques peuvent aussi exercer un effet antioxidant
indirect en produisant des exopoysaccharides (Liu et al., 2020).

1.5.3. Effet hypocholestérolémiant

Un taux élevé de cholestérol dans le sang a été impliqué dans les maladies cardiovasculaires
(MCV), en particulier I'athérosclérose ; en conséquence, l'incidence de I'infarctus cérébral, de
la thrombose cérébrale et de la cardiopathie augmente de plus en plus (Zhou et al., 2019 ;
Majeed et al., 2019).

Malgré les effets secondaires, les méthodes pharmacologiques, en particulier les médicaments
hypocholestérolémiants, continuent d'étre utilisées. Par conséquent, la recherche d'un
médicament hypocholestérolémiant sdr, efficace et sans effets indésirables devient de plus en
plus urgente.

Les probiotiques ont prouvé leur effet hypocholestérolémiant considérable. En effet, les
mécanismes de réduction du cholestérol par les bactéries probiotiques sont les suivants :
I’assimilation du cholestérol par les cellules bactériennes en croissance, la précipitation du
cholestérol avec la bile déconjuguée et la liaison du cholestérol aux cellules (Shehata et al.,
2022). Néanmoins, le mécanisme le plus courant associé¢ a I’effet hypocholestérolémiant des
probiotiques est la déconjugaison enzymatique des sels biliaires par la production de la Bile
Salt Hydrolase (BSH). En effet, les probiotiques sont capables d’hydrolyser les sels biliaires
conjugués a la glycine ou a la taurine en ces résidus d’acides aminés et en acides biliaires. Les

sels biliaires alors déconjugués et moins solubles, seront excrétés dans les féces au lieu de
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rejoindre la circulation entérohépatique et seront remplacés par de nouveaux sels biliaires
formés a partir du cholestérol puisé du sang. Ainsi, plus les sels biliaires sont excrétés, plus le
cholestérol est éliminé de la circulation sanguine (Mahmoudi et al., 2017).

1.5.4. Biopreéservation des aliments

La biopréservation est une technique moderne visant a prolonger la durée de conservation des
aliments en utilisant des micro-organismes tels que les BL pour prévenir leur détérioration
(Mohellebi et al., 2024; Zavisic¢ et al., 2024).

Les méthodes de conservation des aliments peuvent étre classées en techniques traditionnelles
(cuisson, salage, séchage, marinage, congélation et fermentation) et en techniques modernes
(pasteurisation, emballage sous vide, technologie des champs électriques pulsés, congélation a
haute pression, ultrasons, nanotechnologies pour éliminer les toxines, biopréservation, additifs
alimentaires, antioxydants et additifs antimicrobiens naturels tels que la nisine, la reutérine et
la pédiocine (Pisoschi et al., 2018; Quinto et al., 2019; Winkelstroter et al., 2022; Jabeen et
al., 2023).

Les conservateurs ralentissent la détérioration des aliments en stoppant la croissance des micro-
organismes et les changements physiques de couleur, de texture et de saveur qui conduisent a
la détérioration. Ils sont classés en conservateurs naturels (sel, sucre, vinaigre, miel) et
chimiques (sorbates, nitrites, benzoates) (Dwivedi et al., 2017). Un conservateur idéal doit
avoir les propriétés suivantes : ne pas étre irritant, maintenir la consistance du produit, préserver
le godit et la santé, étre non toxique, étre physiquement et chimiquement stable, &tre compatible
avec tous les autres ingrédients, étre un bon agent antimicrobien, étre efficace, et avoir une
durée de conservation plus longue (Abdulmumeen et al., 2012).

Les probiotiques, en tant que biopréservateurs biologiques, constituent une stratégie
prometteuse pour prévenir les infections d'origine alimentaire et inhiber la formation de
biofilms (Amalaradjou et Bhunia, 2012; Tomé et al., 2023). En particulier les BL qui qui
sont naturellement présents dans certains aliments, ce qui permet un stockage a long terme a
des températures supérieures a la réfrigération. En outre, elles exercent leur effet de
biopréservation en entrant en compétition avec les pathogénes pour les nutriments et en
produisant des meétabolites antimicrobiens, tels que les acides organiques, le peroxyde
d’hydrogene, le dioxyde de carbone et des bactériocines (Castillo et al., 2012; Singh, 2018;
Khaneghah et al., 2020).

1.6. Les principaux postbiotiques produits par les bactéries lactiques
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En raison de la résistance croissante des micro-organismes aux conservateurs chimiques et de
la diminution de I'efficacité des agents antimicrobiens synthétiques, il existe une demande
croissante de composés bioactifs naturels dotés d'une activité antimicrobienne. Ce besoin est
d’autant plus urgent que les agents pathogénes d'origine alimentaire représentent un risque
majeur pour la santé des consommateurs, provoquant diverses maladies telles que douleurs
abdominales, diarrhée, fiévre, hypotension artérielle, vomissements et autres troubles gastro-
intestinaux (Khaneghah et al., 2020). Dans ce contexte, les probiotiques sont apparus comme
une solution a double objectif, a la fois pour enrichir les aliments en micro-organismes
bénéfiques et pour servir de moyen de conservation naturelle grace a leurs métabolites
antimicrobiens (Sharafi et al., 2024). Parmi ces composeés bioactifs, les postbiotiques - sous-
produits métaboliques des probiotiques-, ont attiré I'attention en tant que stratégie efficace pour
améliorer la qualité et la sécurité des aliments. Les postbiotiques, disponibles sous forme séche
ou liquide, peuvent étre incorporés dans les formulations alimentaires et les matériaux
d'emballage, et avoir des effets antimicrobiens et antioxydants grace a la présence d'acides
organiques, de bactériocines, d'exopolysaccharides et de peptides bioactifs (Franco, 2024).

Par rapport aux probiotiques, les postbiotiques offrent plusieurs avantages : une structure
chimique claire et des paramétres de dosage sirs, prologeant la durée de conservation jusqu’a
cing ans (Tomar et al., 2015). Une plus grande stabilité et sécurité car leur viabilité n'est pas
nécessaire pour qu’ils soient fonctionnels (Barros et al., 2020). Un profil a faible risque car ils
ne nécessitent pas I'ingestion de milliards de bactéries viables (Shigwedha et al., 2014). La
stabilit¢ a différentes températures et gammes de pH (Thorakkattu et al., 2022), et
I'impossibilité de transférer les genes de résistance aux antimicrobiens (Aggarwal et al., 2022).
1.6.1. Acides organiques

Les bactéries lactiques participent a divers processus métaboliques, tels que la fermentation
lactique. Ce processus aboutit a la synthese de plusieurs acides organiques, dont I'acide lactique,
qui existe sous la forme de deux isomeéres optiques, I'acide D-lactique et I'acide L-lactique :
L'acide D-lactique et I'acide L-lactique. L'acide lactique est un composé biologique qui trouve
de nombreuses applications. Il est largement utilisé dans I'agriculture, l'alimentation, la
médecine, I'industrie chimique et la protection de I'environnement (Wang et al., 2021).

La production d'acide lactique dans le métabolisme des bactéries lactiques suit deux voies
principales. La voie homofermentaire et la voie hétérofermentaire. Cette derniere, également

connue sous le nom de pentose phosphocétolase ou voie du 6-phosphogluconate, produit non
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seulement de I'acide lactique, mais aussi des quantités considérables de dioxyde de carbone
(CO2) et d'éthanol ou d'acétate en tant que sous-produits (Shi et Maktabdar, 2022).

L'activité antimicrobienne des acides organiques est largement attribuée au faible pH du
substrat et a la forme non dissociée de la molécule d'acide, qui varie en fonction de la
composition du milieu (Zalan et al., 2010). Le mécanisme clé implique la diffusion passive de
I'acide lipophile non dissocié a travers les membranes des cellules bactériennes, ce qui entraine
une acidification intracellulaire. Cela perturbe le gradient électrochimique de protons,
provoquant une accumulation intracellulaire d'anions, conduisant a la bactériostase et
finalement a la mort cellulaire (Peetermans et al., 2021).

Au-dela de leurs propriétés antimicrobiennes, les acides organiques présentent également de
puissants effets antioxydants et ont été reconnus comme sdrs (GRAS), ce qui souligne leur
sécurité d'utilisation dans les aliments (Chauhan et Rao, 2024).

1.6.2. Bactériocines

Les bactériocines sont des protéines complexes ou peptides produits par diverses espéces de
BL et ayant le statut GRAS (Mora-Villalobos et al., 2020). Elles constituent un groupe
hétérogéne de peptides engendrés par synthese ribosomique bactérienne, qui ont une activité
antimicrobienne spécifique sur un spectre de microbes cibles, qui peut étre étroit ou large en
fonction de la souche productrice (Gaspar et al., 2018). Ces peptides antimicrobiens présentent
des caractéristiques différentes en termes de poids moléculaire, de propriétés biochimiques, de
spectre d'activité et de mode d'action (Barache et al., 2024). En raison de leur grande
polyvalence antimicrobienne, ils ont été considérés comme des conservateurs biologiques, des
alternatives aux antibiotiques, des modulateurs intestinaux bénéfiques pour la santé et des
stimulateurs de croissance animale (O’Connor et al., 2020).

Les bactériocines sécrétées par les BL sont thermostables et sensibles aux protéases. Elles
agissent comme des déstabilisateurs de la membrane cytoplasmique, entrainant la formation de
pores dans la membrane cellulaire des bactéries, l'inhibition de la biosynthése de la paroi
cellulaire et I'interruption des voies métaboliques (Kumariya et al., 2019; Darbandi et al.,
2022). Les bactéries a Gram positif sont généralement plus sensibles aux bactériocines, tandis
que les bactéries a Gram négatif y sont généralement résistantes (Sidhu et al., 2021). Des
exemples de bactériocines utilisées dans la conservation des aliments sont regroupés dans le

tableau 1.
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Tableau 2. Utilisation des bactériocines dans la conservation des aliments (Mohellebi, 2024)

Aliment Bactérie lactique (e Microorganisme .
. N Bacteériocine : Référence
conserve utilisee cible
Produits de la mer
Saumon fumé Carnobacterium Divercine L monocvtodenes Richard et al.
divergens V41 V41 ' ytog (2003)
Saumon fumé Nisine L. monocytogenes H(ezlggg?l.
Saumon fumé Nisine L. monocytogenes lzlze(;eé%;)
Saumon fumé Nisine L. monocytogenes szgg;;)al.
Enterococcus
Filets de faecium MAT15 Amin et al.
(Souche L. monocytogenes
Saumon . (2023)
productrice de
bactériocine)
Crevettes cuites Nisine L. monocytogenes Zr(lggze(;)al.
Flore totale
. . mésophile, flore Ucar et al.
Filets de bar Nisine totale psychrophe et (2020)
entérobactéries
Lactococcus
lactis LL-HSTU- e I
Crevettes EPP (Souche E. coli, Vibrio Biki et al.
. cholera et S. aureus (2023)
productrice de
bactériocine)
Saumon frais Enterococcus Bactériocine Flore totale viable Mei et al.
faecalis LO4 EFL4 (2020)
Coliforms,
Filets de poisson Lactobacillus Bactériocine Aeromonas sp., Sarika et al.
P rhamnosus GP1 GP1 Lactobacillus sp. et (2019)
Vibrio sp
Lactobacillus
paraplantarum
S4, L-ZS9,
Lactobacillus
pentosus 31-1,
Saucisses Lactobacillus Wang et al
desturgeon plantarum Y9, pl- Enterobacteries (2015)

2, L.
paraplantarum P,
Lactobacillus
acidophilus N4,
and Lactobacillus
rhamnosus LGG
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Aliment Bactérie lactique e Microorganisme .
. N Bacteériocine : Référence
conserve utilisee cible
(Souches
productrice de
bactériocines)
Hwanhlem et
Lactococcus
. . al. (2015)
Crevettes lactis subsp. lactis B. thermosphacta et
décortiquees et KT2w2L ' nosp
o L. innocua
ionisees producteur de
Nisin Z
Produits carnés
. Junges da

Saucisse de Enterococcus .

. Enterocine A | L. monocytogenes Costa et al.
mouton faecium EO1
(2021)

: Plantaricine Zhao et al.
Viande de beeuf | L. plantarum 163 EME L. monocytogenes (2022)
Alheira (produit

traditionnel de e
N Bactériocine Uit [noele Castro et al.
; HA-6111-2 (2018)
fermentée
portugais)
L. innocua et Santiago-
Jambon tranché Pediocine éalmonella Silva et al.
(2009)
Steaks de Nisine stéLercEO:]aeleet Djenane et
chameau psychrop al. (2020)
Pseudomonas spp
Viande hachée Enterococcus Enterocine sFI(;LerSOtha(:eet Mtibaa et al.
de beeuf faecium FL31 BacFL31 PSYChrophe (2019)
entérobactéries
Saucisses Enterococcus Enterocine Staphylococcus Ananou et al.
faecalis A-48-32 AS-48 aureus (2005)
Carnobacteria
. .. bactéries lactiques | Ercolini et al.
Viande de beeuf Nisine et Brochotrix (2010)
thermosphacta
Saveloy cuit, Leuconostoc
tranché et carnosum 4010
. Jacobsen et
emballé sous (Souche L. monocytogenes
N . al. (2003)
atmosphére productrice de
modifiée bactériocine)
Produits laitier
L.
plantarum 1QB77 Margalho et
Fromage (Souche L. monocytogenes
. al. (2021)
productrice de
bactériocine)
Fromage “Minas Enterococcus L monocvtodenes da Costa et
Frescal” faecium EO1 ' ylog al. (2018)
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Aliment Bactérie lactique e Microorganisme .
. N Bacteériocine : Référence
conserve utilisee cible
(Souche
productrice de
bactériocine)
(I\/Ilzirnoar:-Etlgge) Cereine 8A L. monocytogenes B'Z(gglogal'
Lait écrémé Aureocine L. monocytogenes Fagundes et
A53 ' al. (2016)
Lacticaseibacillus
paracasei
Fromage blanc MG847589 S. aureus Shehata et al.
doux (Souche ' (2024)
productrice de
bactériocine)
Lactococcine Yildirim et
Lait UHT BZ an_d L. monocytogenes al. (2016)
enterocine
KP
Fruits, legumes
Lactobacillus
plantarum subsp. Dong et al.
Chou olantarum CICC L. monocytogenes (2020)
6257
Leuconostoc spp. Trias et al
Pomme et laitue | and Lactobacillus L. monocytogenes (2008) '
plantarum
Laitue entiére
emballée, salade Pediococcus
de roquette, Pediocine D Ramos et al.
feuilles pentosaceus DTO TO16 L. monocytogenes (2020)
o 16
d'épinards et
persil
Laitue Paracine wx7 E. faecalis résisf[ant Zhao et al.
a la Vancomycine (2024)
f BO'§SQn E. coli, Salmonella, | Choeisoongn
ermentée a base Enterococcus
de Houttuynia faecium OV3-6 B. cereus et S. ern etal.
y aureus (2023)
cordata Thunb
Fermencine Wayah et
Banane SAT1E Flore totale Philip (2018)
L. plantarum
o ATCC 8014 E. coli, S. aureus et | Kumari et al.
Vin d'ananas (Souche -
. B. subtilis (2022)
productrice de
bactériocine)
IégLé?:etr%int Lactocqccus Bactériocine L. monacytogenes Randazzo et
, lactis RUC9 ' al. (2009)
transformée
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1. Les exopolysaccharides des bacteéries lactiques

I1.1. Structure et classification des exopolysaccharides des bactéries lactiques

Les exopolysaccharides (EPS) sont des polymeéres d'hydrates de carbone produites en réponse
a des signaux environnementaux. Ils se composent d’un mélange de divers types de
biomolécules formant une structure composée principalement d'hydrates de carbone et de
certains substituants comme l'acétate, le pyruvate, le succinate et le phosphate (Bhagat et al.,
2021; Al-Nabulsi et al., 2022). Selon I'endroit ou ils se trouvent, les polysaccharides
extracellulaires bactériens peuvent étre classes en polysaccharides type slime (également
appelés EPS libres) ou en polysaccharides capsulaires, qui sont faiblement attachés ou méme
complétement sécrétés dans I'environnement extracellulaire (Xiao et al., 2022).

Les EPS capsulaires offrent une protection aux cellules bactériennes contre la phagocytose, le
stress osmotique, les composés antimicrobiens et les métaux lourds, et retiennent également
I'eau, protégeant ainsi les microbes contre la sécheresse. Ils ont également d'autres fonctions
comme l'adhésion et lI'agrégation et aident a la colonisation bactérienne et a la pathogénicité, et
facilitent I'échange de génes et de métabolites au sein des communautés bactériennes (Costa et
al., 2018; Nguyen et al., 2020; Arayes et al., 2023).

La plus grande variété de structures a été rapportée chez les lactobacilles (Nicolescu et al.,
2023), ces polymeéres sont ainsi classés en homopolysaccharides (HoOPS) et en
hétéropolysaccharides (HePS) en fonction de leur composition monomérique (Amer et al.,
2021).

11.1.1. Homopolysaccharides (HoPS)

Les homopolysaccharides (HoPS) constituent la classe la plus élémentaire des EPS, car ils ont
la particularité d'étre constitués d'un seul type d'unités répétitives de monosaccharides, qui
peuvent étre du D-fructose dans le cas des fructanes ou du D-glucose dans le cas des glucanes
(Abarquero et al., 2022; Nabot et al., 2022). Les résidus monomeéres sont liés pour former des
structures linéaires ou ramifiées avec un poids moléculaire allant de 10° et 10° Da atteignant
des valeurs jusqu'a 10 g.L (Caggianiello et al., 2016; Lynch et al., 2018; Abid et al., 2018).
Les HoPS sont divisés en quatre classes : a-glucanes, B glucanes, B-fructanes et galactanes
(van Hijum et al., 2006).

11.1.2. Hétéropolysaccharides (HePS)

Contrairement aux HoPS, les hétéropolysaccharides (HePS) ont une structure trés complexe
dont le squelette est formé de trois a huit monosaccharides, de dérivés de monosaccharides ou

de monosaccharides substitués. Les HePS contiennent genéralement des sucres dans des
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proportions différentes, comme le D-glucose, le D-galactose ou le L-rhamnose. Dans une
moindre mesure, ils peuvent contenir des monosaccharides tels que le ribose et le fructose, des
monosaccharides N-acétylés et des substituants inorganiques tels que I'acide glucoronique, le
phosaphate ou le glycérol (Daba et al., 2021; Tang et al., 2023). La structure des HePS peut
étre ramifiée ou non, avec un poids moléculaire compris entre 10* et 10® Da et une production
variant entre 25 et 600 mg.L (Torino et al., 2015; Panchal et al., 2022; Fuso et al., 2023).
IIs sont produits par des bactéries lactiques appartenant aux genres Lactobacillus, Streptococcus
et Leuconostoc (Lynch et al., 2018).

11.2. Voies de biosynthése des EPS des bactéries lactiques

Les micro-organismes utilisent quatre voies communes pour la biosynthese de I'EPS : la voie
extracellulaire, la voie dépendante de la synthase, la voie dépendante du transporteur de la
cassette de liaison de I'ATP et la voie dépendante de Wzx/Wzy (Bibi et al., 2021). La voie de
synthese extracellulaire et la voie dépendante de Wzx/Wzy sont typiquement les voies
universelles de biosynthése de I'EPS chez les BL. Pour cette raison, nous ne mettrons I'accent
que sur ces deux voies (Zhou et al., 2019).

11.2.1. Voie de synthése extracellulaire

Les bactéries lactiques utilisent la voie de synthese extracellulaire pour synthétiser les HoPS
(Angelin et Kavitha, 2020). La biosynthese des HoPS est décrite dans les genres Weissela,
Leuconostoc, Lactobacillus et Pediococcus (Zeidan et al., 2017). Les HoPS sont
principalement produits de maniére extracellulaire a partir d'un substrat existant, principalement
des molécules de saccharose, qui fonctionnent comme donneurs des monosaccharides
correspondants (Gangoiti et al., 2018; Zhou et al., 2019). Les enzymes qui catalysent la
polymérisation des HoPS appartiennent a la famille des glycosyl hydrolases (GH) ; les alpha-
glucanes sont formés par les glucansucrases (GS, GH family 70) et les béta-fructanes sont
formés par les fructansucrases (FS, GH family 68) (Anwar et al., 2010 ; C6té et Skory, 2012
; Zannini et al., 2016 ; Daba et al., 2021).

En bref, le processus comprend les deux étapes suivantes. Tout d'abord, le processus de
polymérisation au cours duquel le substrat est hydrolysé avec I'aide de I'enzyme sensible, puis
la liaison des résidus monosaccharides résultants a une chaine acceptante de glycanes, suivie
de la libération directe des chaines polymérisées dans l'environnement extracellulaire
(Abarquero et al., 2022).

Cependant, la synthese des béta-glucanes présente des différences par rapport a la synthese

d'autres HoPS. La synthése est effectuée en utilisant des sucres nucléotidiques comme substrat
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et synthétise les unités répétitives dans le cytosol et les exporte par transport membranaire vers
le milieu extracellulaire (Werning et al., 2022).

11.2.2. Voie dépendante Wzx/Wzy

Les HePS sont principalement produites par la voie dépendante Wzx/Wzy, qui est plus
complexe que la voie de synthese extracellulaire et implique davantage d'enzymes, de
transporteurs et de protéines codées par des genes d'origine chromosomique ou plasmidique.
Ainsi, les HePS ont une structure plus variée que les HoPS (Angelin et Kavitha, 2020; Yang
et al.,, 2023). La voie Wzx/Wzy-dépendante comprend cinq étapes principales: (1) la
phosphorylation ou transport des monosaccharides et des disaccharides. (2) la formation de
nucléotides de sucre (activation des monosaccharides). (3) la synthése des unités répétitives par
des glycotransférases (GT). (4) la translocation des unités répétitives de la surface
intracellulaire a la surface extracellulaire par la flippase (Wzx). (5) la polymérisation des unités
répétitives par la protéine Wzy et la libération d'une longue chaine a la surface de la cellule
(Zhou et al., 2019).

11.3. Facteurs affectant la synthése des exopolysaccharides des bactéries lactiques

Il a été établi qu'une trentaine d'espéces différentes de BL produisent des exopolysaccharides
(EPS). Parmi celles-ci, Lacticaseibacillus paracasei, Lacticaseibacillus rhamnosus,
Lactobacillus  helveticus,  Lactobacillus  delbrueckii, Lactobacillus  acidophilus,
Latilactobacillus sakei, et Lactiplantibacillus plantarum sont quelques-unes des espéces BL les
plus connues (Fuso et al., 2023). La capacité de synthése des EPS par les BL varie et dépend
de nombreux facteurs, et est spécifique a I'espéce et a la souche (Berthold-Pluta et al., 2019).
Dans des conditions non optimisées, le rendement en EPS est inférieur a 1g/L pour la majorité
des souches de BL (Prete et al., 2024). Cependant, I'optimisation de différentes circonstances
pendant la fabrication d'exopolysaccharides peut entrainer un rendement plus élevé
d'exopolysaccharides (Kanamarlapudi et Muddada, 2017; Sasikumar et al., 2017;
Bancalari et al., 2020). Le tableau 2 résume les differents facteurs influencant la synthese des
exopolyswaccharides des bactéries lactiques.

Tableau 2. Les facteurs influencant la synthese des exopolysaccharides des bactéries lactiques

Facteur Roles Références
Source de L’ajout de monosaccharides et disaccharides | (Li et al., 2016; Bachtarzi
carbone (saccharose, fructose, maltose) dans les et al., 2019; Berthold-Pluta

milieux de culture, comme le MRS, etal., 2019; Guérin et al.,

augmente significativement la production 2020; Ma’unatin et al.,

d’EPS. Des milieux alternatifs (lait écrémé, | 2020; Minari et al., 2024,
Pintado et al., 2024)
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semi-définis) peuvent aussi améliorer le

rendement.
Source La production d’EPS varie selon la source (Leroy et Vuyst, 2016;
d’azote d’azote utilisée : peptone, extrait de beeuf, Arayes et al., 2023)

extrait de levure, tryptone, caséine, chlorure
d’ammonium, nitrate de sodium, nitrate
d’ammonium, urée, sulfate d’ammonium.
pH du milieu | Le pH optimal pour la production d’EPS est | (Ju et al., 2022; Prete et al.,
souvent autour de 6,0, mais cela dépend de | 2024)

la souche. Le pH influe différemment selon
les espéces, les conditions de fermentation et
la composition du milieu.

Température | Une température Iégerement inférieure ala | (Berthold-Pluta et al.,
température de croissance optimale peut 2019; Wang et al., 2023)
favoriser la production d’EPS, probablement
en réponse a un stress thermique.

11.4. Effets bénéfiques des EPS
Les propriétés moléculaires et structurelles uniques des EPS, notamment leur poids

moléculaire, leur alignement et leur composition en monosaccharides, qui influencent leur
bioactivité, sont intimement liées a leurs effets bénéfiques sur la santé (Wang et al., 2020).
Outres les propriétés technologiques et organoleptiques, les EPS produits par les BL sont
associes a diverses propriétés biologiques, telles que les capacités antioxydantes, prébiotiques,
antimicrobiennes, anti-inflammatoires et hypocholestérolémiantes (Patel et al., 2012; Angelin
et Kavitha, 2020).

11.4.1. Propriété antioxydante

La surproduction d’ERO peut entrainer un stress oxydatif et une oxydation induite par les
radicaux libres, conduisant & de multiples dommages aux molécules biologiques telles que les
lipides, les protéines et I'ADN en brisant les phosphodiesters. Cela peut entrainer des dommages
aux tissus qui peuvent conduire a une série de maladies telles que le diabéte, les maladies
inflammatoires et neurologiques (Rani et al., 2018; Rahbar Saadat et al., 2019; Feng et
Wang, 2020; Jomova et al., 2023). Des recherches ont montré que la consommation
d'antioxydants naturels peut contribuer a réduire le risque de maladies chroniques (Sahiner et
al., 2022). L'EPS produit a partir de BL a une excellente capacité antioxydante puisqu'il peut
stimuler l'activité des enzymes antioxydantes telles que la superoxyde dismutase (SOD) et la
catalase (CAT), ainsi que piéger les radicaux libres (Lobo et al., 2019). Qutre les facteurs

génetiques, l'activité antioxydante est déterminée a la fois par les conditions externes (pH,
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température, oxygene, sources de carbone et d'azote) et par la structure de I'EPS (Polak-
Berecka et al., 2013; Rahbar Saadat et al., 2019).

11.4.2. Effet prébiotique
Les prébiotiques sont initialement définis par Gibson et Roberfroid (1995) comme "un

ingrédient alimentaire non digestible qui a un effet bénéfique sur I'hdte en stimulant
sélectivement la croissance et/ou l'activité d'une ou d'un nombre limité de bactéries dans le
cblon, et qui améliore ainsi la santé de I'hdte™. Ces substrats non digestibles comprennent les
oligosaccharides, les fibres alimentaires et les acides gras a chaine courte. Cette définition a été
récemment modifiée par I'Association scientifique internationale pour les probiotiques et les
prébiotiques (ISAPP) comme " un substrat qui est utilisé de maniére sélective par les micro-
organismes de I'néte et qui confere un avantage pour la santé " (Gibson et al., 2017).

Comme les EPS ne sont pas dégrades par les enzymes digestives humaines, ils restent plus
longtemps dans le tractus gastro-intestinal, ce qui facilite la colonisation des bactéries
probiotiques (Patel et al., 2012). En effet, les EPS favorisent la prolifération des bactéries
bénéfiques, principalement les BL et les bifidobactéries, tout en contribuant a la suppression
des souches pathogenes, une caractéristique qui présente un immense potentiel thérapeutique
(Tang et al., 2020). En outre, la fermentation des EPS par les bactéries bénéfiques produit des
acides gras a chaine courte (AGCC) qui jouent un role dans la préservation de la santé
intestinale, la régulation du métabolisme des lipides et du glucose, la modulation
immunologique et I'atténuation de I'inflammation (Campos-Perez et Martinez-Lopez, 2021).
11.4.3. Activité antimicrobienne

Les EPS produits par les BL ont montré un effet inhibiteur notable contre diverses souches
bactériennes Gram-positives (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Micrococcus
luteus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus) et Gram-négatives (Escherichia coli, Salmonella
enterica, Salmonella enteritidis, Helicobacter pylori, Pseudomonas aeruginosa) (Jeong et al.,
2017; Trabelsi et al., 2017; Rani et al., 2018; Salimi et Farrokh, 2023).

Les mécanismes antibactériens des EPS peuvent étre liés a la perturbation des membranes ou
des parois cellulaires des souches bactériennes (Hasheminya et Dehghannya, 2020). Les EPS
microbiens comportent de nombreux groupes fonctionnels, notamment des groupes hydroxyle-
phosphate et carbonyle. Il a été rapporté que ces groupes jouent un réle dans les interactions
entre les EPS microbiennes et la membrane cellulaire ou la paroi cellulaire des bactéries
pathogénes (Riaz Rajoka et al., 2020). De plus, les EPS sont impliqués dans le blocage des
récepteurs et des canaux de certaines bactéries (Abdalla et al., 2021). En effet, les EPS ne

peuvent pas pénetrer dans d'autres cellules, et donc, leur effet antibactérien peut étre di a la
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combinaison d'oligopeptides dans les cellules gram-positif ou d'acyl-homoseérine lactone dans
les cellules gram-négatif. Ces composés sont des molécules de signalisation liées au biofilm.
Les EPS utilisent donc ce mécanisme pour interrompre la communication cellulaire et par
conséquent arréter la formation du biofilm (Spano et al., 2016; Sivasankar et al., 2018). Le
biofilm offre un environnement de survie favorable aux bactéries pathogenes, ce qui augmente
le risque d'infections chroniques et récurrentes, ainsi que la résistance aux antibiotiques. I
représente également un défi majeur pour la sécurité alimentaire et le secteur médical, et sa
perturbation est une propriété activement recherchée (Riaz Rajoka et al., 2020). Un autre effet
antimicrobien peut étre expliqué in vivo par I'effet prébiotique en favorisant la colonisation des
bactéries probiotiques a la surface du tractus gastro-intestinal et finalement remplacer les
bactéries pathogenes dans un mode d'inhibition compétitif (Paynich et al., 2017; Zhou et al.,
2019).
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Ce travail a été réalise au sein de :

e Laboratoire de Microbiologie Appliquée (LMA) (équipe : Aliments fonctionnels et
Bioconservation) a I’'Université A. Mira-Bejaia (Algérie) pour la partie probiotique.

e Laboratoire Régional de I’Institut Charles Viollette a 1I’Université de Lille (France) pour
I’identification moléculaire des souches, le s€équencage du génome, la culture cellulaire
et le dosage de ’acide lactique.

e Laboratoire de Biotechnologie Microbienne et d’Ingénierie des Enzymes au Centre de

Biotechnologie de Sfax (Tunisie) pour la partie sur les exopolysaccharides.

l. Isolement et caractérisation de souches probiotiques

I.1. Isolement des souches de bactéries lactiques de fruits

Afin d’isoler des souches de bactéries lactiques, huit échantillons de fruits mdrs ont été récoltés
dans des champs agricoles a Ath Yenni (Tizi Ouzou, Algérie), dans la vallée de la Soummam
(Bejaia, Algérie) et dans la région de Ouargla (Algérie). Il s'agit de marier blanc (Morus alba
L.), de figue de barbarie (Opuntia ficus-indica), de datte (Phoenix dactylifera L.), de figue
(Ficus carica) et de raisin (Vitis vinifera). La procédure d'isolement a été réalisée selon les
instructions rapportées par Barache et al. (2020). Les échantillons ont été placés dans des sacs
hermétiques et transportés au laboratoire. Ensuite, 100 g de chaque fruit ont été mélangés a 100
ml d'eau saline stérile (8,5 g NaCl I-1) a I'aide d'un mixeur. Apres fermentation du mélange de
fruits a 37°C pendant 24 heures, 100 pl de chaque broyat de fruits ont été inoculés dans 10 ml
de bouillon de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) (pH 6,5) (Conda, Madrid, Espagne) et incubés a
37°C pendant 24 heures. Les cultures obtenues ont été ensemencées sur des boites de gélose
MRS et incubées a nouveau a 37°C pendant 48 heures. Les colonies obtenues ont fait I'objet
d'une identification préliminaire basée sur leur aspect macroscopique sur boite de gélose,
I'observation microscopique apreés coloration de Gram et le test de révélation de la catalase. Les
isolats Gram-positif et catalase-négatif ont été conservés et stockes a -80 °C dans du bouillon
MRS contenant 30 % (v/v) de glycérol (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Allemagne) pour la suite
du travail.

1.2. Criblage des isolats sur leur résistance au pH acide et a la bile

1.2.1. Tolérance au pH acide

Les isolats ont été sélectionnés sur la base de leur résistance a la bile et au pH acide. Ce test a
été réalisé pour mimer la survie des isolats lors du passage dans le tractus gastro-intestinal

humain (GIT), en utilisant la méthode décrite par Ait Seddik et al. (2017). Pour la tolérance au
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pH acide, les isolats ont été cultivés dans 5 ml de bouillon de MRS (Conda, Madrid, Espagne)
pendant 18 h a 37°C. Les cellules ont ensuite été récoltées par centrifugation (8000 g, 4°C, 10
min), lavées deux fois avec une solution saline tamponnée au phosphate (PBS, pH 7,2) et
remises en suspension dans 5 ml de bouillon MRS ajusté a pH 2,0 avec du chlorure d'hydrogene
(HCI) en présence de pepsine (Loba Chemie, Inde) a3 mg.mlt. Des aliquotes de 100 pl ont été
prélevées apres 0 et 2 h d'incubation a 37°C, diluées en serie et placées sur gélose MRS pour
déterminer le nombre de cellules viables, exprimé en UFC.ml™,

1.2.2. Tolérance a la bile

Pour la tolérance a la bile, 5 ml de PBS au pH 8,0 contenants 0,3 % (w/v) de sels biliaires
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Allemagne) ont été inoculés avec des isolats a 108 CFU.ml aprés
standardisation puis incubés a 37 °C pendant 4 h. Apreés incubation, le taux de survie a été
déterminé comme décrit précédemment pour le test de tolérance a I'acide, tel que rapporté par
(Ait Seddik et al., 2017).

1.3. Identification moléculaire des isolats

1.3.1. Identification par spectrométrie de masse MALDI-TOF

e Principe de la méthode

La spectrométrie de masse MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption and lonisation,
Time Of Flight) est une technique d'analyse permettant de détecter et d'identifier des molécules
par mesure de leur « temps de vol » qui est proportionnel a leur masse et a leur charge. Les
spectrometres de masse sont composés de trois éléments : * une source d’ionisation (le laser),
qui ionise et fractionne les échantillons a analyser, ¢ un analyseur, qui permet de séparer les
ions produits selon le rapport de leur masse sur leur charge électrique (rapport m/z) ¢ et un
détecteur qui détecte les ions. Le résultat obtenu est un ensemble de pics ou un spectre de masse
représentant les rapports m/z des ions détectés sur I'axe des abscisses et l'intensité relative de
ces ions sur lI'axe des ordonnées. Ce spectre de masse peut ensuite étre comparé aux milliers de
spectres de référence contenus dans la base de données de I'appareil (Wieser et al., 2012; Ait
Seddik et al., 2017).

e Mode opératoire

La spectrométrie MALDI-TOF a été utilisée pour l'identification des souches (Nacef et al.,
2017). A cette fin, les souches ont été cultivées sur de la gélose MRS (Conda, Madrid, Espagne)
pendant 48 h et des colonies pures ont été deposées sur une cible MALDI en acier rectifié. Les
spots (trois spots pour chaque isolat) ont été recouverts de 1 ml de solution d'acide formique a

70 % (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), séchés a température ambiante, puis recouverts a
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nouveau de 1 ml de solution matricielle (acide a-cyano-4-hydroxycinnamique [HCCA] ; Bruker
Daltonics) dissoute dans 50 % (v/v) d'acétonitrile (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), 47. 5
% (v/v) d'eau et 2,5 % (v/v) d'acide trifluoroacétique (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) et
laissée a sécher avant d'étre analysée a l'aide du MALDI Biotyper. La cible a été analysée a
l'aide du spectrometre MALDI-TOF MS Autoflex speed TM (Bruker Daltonics, Bremen,
Allemagne) en mode positif linéaire. Les spectres de masse ont été analysés dans la gamme m/z
de 2000 a 20 000 et un étalon de test bactérien (BTS, Bruker Daltonics) a été utilisé pour
I'étalonnage de I'instrument conformément aux recommandations de Bruker. Les rapports m/z
des ions détectés dans chaque profil MALDI-TOF MS ont été déterminés a l'aide de Flex
Analysis 3.4 pour comparaison avec la base de données. Les identifications ont ensuite été
représentées avec des scores entre 0 et 3 et qui correspondent a la fiabilité de 1’identification.
La signification des scores est donnée dans le tableau 3.

Tableau 3. Signification des scores d’identification obtenus par spectrométrie MALDI-TOF

Score Interprétation
2,00 - 3,00 Identification hautement fiable
1,70-1,99 Identification peu fiable
0,00 - 1,69 Aucune identification possible

1.3.2. Identification par séquencage de ’ADNr 16S

L’ADN total des souches phylogénétiquement distinctes a été extrait de chaque souche
sélectionnée et le gene codant I’ARNr 16S a été¢ amplifié en utilisant les amorces spécifiques
au domaine ADNTr 16S a savoir :

S1: 5-AGAGTTTGATC(A,C)TGGCTCAG-3' et

S2: 5-GG(A,C)TACCTTGTTACGA(T,C)TTC-3’

Les amplifications ont été réalisées dans un volume réactionnel de 50 pl. Ce dernier contenait
25 ul de DreamTaq™ PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific), 2,5 pul de chaque amorce
(20 uM), 15 ul d’eau dépourvue de nucléases (nucleases free) et 5 ul d’ADN (30 ng/ ul).
L’amplification a été réalisée suivant le programme suivant : Dénaturation a 94°C/3 min, 29
cycles (94°C/40 s, 55°C/50 s et 72°C/2 min) et enfin une extension finale a 72°C/10 min. Les
differents produits d'amplification ont été purifies en utilisant le kit de purification
NucleoSpin®Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Duren, Germany). Les amplicons
purifiés ont été envoyés pour sequencage & Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Allemagne).

Les sequences obtenues (sens et anti sens) ont été assemblées en une seule séquence 5°-3” et
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ont été ensuite analysées a l'aide du BLAST (basic local alignement search tool) sur le site du
NCBI (National Center for Biotechnology Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

I.4. Caractérisation des propriétés de surface des souches
1.4.1. Auto-agrégation

Le test d’auto-agrégation a été réalisé selon la methode de Kos et al. (2003). Les souches
lactiques ont été cultivées a 37°C pendant 18 h dans du bouillon MRS. Les cellules ont été
récoltées par centrifugation a 8000 g/ 10 min, a 4°C, lavées deux fois avec du PBS (10 mM, pH
7,2), et remises en suspension dans le méme tampon de facon & obtenir une charge de 108
UFC/ml. Les suspensions cellulaires (10 ml) ont été mélangées au vortex pendant 10 s et I’auto
agrégation a été déterminée apres 2 h et 4 h d'incubation a 37°C. Pour cela, 1 ml de la partie
supérieure de la suspension a été récupéré et I'absorbance (A) mesurée a 600 nm a 1’aide d’un
spectrophotometre (Specord® Shimadzu, Allemagne). L’auto-agrégation (%) a été exprimee
par la formule :

Auto — agrégation (%) = 1 — (At/A0)x100
Ou At représente 1’absorbance au temps t =2 h/4 h et A0 'absorbance a t = 0.
1.4.2. Hydrophobicité de la paroi
L’hydrophobicité de la paroi bactérienne a été déterminée par la méthode MATH (Microbial
Adhesion To Hydrocarbons) suivant le protocole décrit par Rosenberg et al. (1980). Pour cela,
des cultures bactériennes de 18 h dans du bouillon MRS ont été centrifugées a 8000g/ 10 min,
a4°C. Les culots ont été lavés deux fois avec du PBS (10 mM, pH 7,2) puis remis en suspension
dans le méme tampon de facon & obtenir une charge de 108 UFC/ml. Par la suite, 1 ml de xyléne
a été ajouté a 3 ml de la suspension bactérienne. Aprés mélange au vortex pendant 90s, la
solution a été laissée au repos pendant 15 min afin de permettre la séparation des phases aqueuse
et organique. Ensuite, 1 ml de la phase aqueuse a été aspiré délicatement et 1’absorbance a alors
été déterminée a 600 nm. Le pourcentage d’hydrophobicité a été calculé selon la formule :

Hydrophobicité (%) = 1 — (A/A0)x100

Ou A0 représente I'absorbance de la suspension avant mélange avec le solvant et A I'absorbance
de la phase aqueuse apres formation du systeme a deux phases.

1.4.3. Formation de biofilm sur microplaque en polystyrene
La méthode semi quantitative d'adhésion en microplagques en polystyréne a été utilisée dans

cette étude comme deécrit précédemment par Ait Ouali et al. (2014). Bri¢vement 100 pl, de
chaque culture bactérienne (108 UFC/mI) dans du bouillon MRS, ont été ajoutés aux puits de
microplaques stériles de 96 puits préalablement remplis avec 100 pl de bouillon de Trypticase-

soja (TSB) (Difco, Detroit, MI, USA). Les microplaques ont été laissées pendant 15 min sous
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Iégere agitation avant d'étre incubées pendant 24 h a 37°C. Les cultures ont été décantées et les
puits ont été lavés deux fois avec du tampon PBS (10 mM, pH 7,2) pour éliminer les cellules
non adhérentes. Les cellules adhérentes dans chaque puits ont été fixées avec 200 ul d'éthanol
a 96 % (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Apres 15 min, les microplaques ont été vidées et
laissées sécher, puis remplies avec 200 ul/puits d’une solution de cristal violet (Biochem
Chemopharma, Québec, Canada) a 0,1 % (m/v) et laissées pendant 30 min. Les cellules colorées
ont été lavées deux fois avec 200 ul de PBS (10 mM, pH 7,2) et le colorant extrait avec 200 ul
d'éthanol a 96% (Sigma-Aldrich). La quantité de biomasse a été quantifiée en mesurant
I’absorbance (A) a 630 nm a 'aide d'un lecteur de microplaques (ELX800. BioTek, USA). Ces
souches ont été classées en quatre catégories suivant la classification de Stepanovic et al.
(2000). En considérant I'absorbance du bouillon TSB stérile comme témoin (Ac), les
interprétations suivantes ont servi tout au long de cette expérience : A < Ac, non adhérent (non
producteur de biofilm) ; 2Ac > A > Ac, faiblement adhérent (faible producteur de biofilm) ;
4Ac > A > 2Ac, modérément adhérent (producteur de biofilm modéré) ; et fortement adhérent
(fort producteur de biofilm), A > 4Ac.

1.4.4. Adhésion sur cellules Caco-2

La lignée cellulaire utilisée pour le test d'adhésion est celle de I'adénocarcinome colorectal
humain Caco-2 (Pinto, 1983) cultivée dans une atmosphére contrblée de 5 % de CO2 a 37°C
dans du DMEM contenant 4,5 g de glucose I-1, 2 mM de L-glutamine, 100 U de pénicilline mI
1100 U de streptomycine ml2, 1 % (v/v) d'acides aminés non essentiels et 10 % (v/v) de sérum
de veau feetal (SVF). Tous les réactifs ont été achetés a PAN-Biotech GmbH (Aidenbach,
Allemagne). Cet essai a été réalisé selon le protocole décrit précédemment par (Belguesmia et
al., 2011). Briévement, pour évaluer la capacité d'adhésion, des monocouches de cellules Caco-
2 ont été préparées dans des plaques de culture tissulaire a 24 puits en ensemencant 4.10%
cellules par puits et incubées pendant 7 jours. Aprés le temps d'incubation, les cultures
sélectionnées sur bouillon MRS ont été récoltées par centrifugation (8 000xg, 4°C, 10 min),
remises en suspension dans du DMEM sans SVF ni antibiotiques, puis appliquées sur des
monocouches de cellules Caco-2 confluentes (10° UFC par puits). Aprés 2 h d'incubation & 37
°C (5%, CO2 et 95 % air), les monocouches cellulaires ont été lavées deux fois avec 500 ul de
PBS (10 mM, pH 7,2) pour éliminer les bactéries non adhérentes et lysées par incubation a
température ambiante pendant 15 min en présence de 200 ul de trypsine/EDTA Gibco®
(Thermo Fisher Scientific). Les lysats ont été dilués en série et déposes sur de la gélose MRS
(pH 6,5) (Conda, Madrid, Espagne) pour déterminer le nombre de bactéries adhérentes.

1.5. Etude de ’innocuité des souches
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1.5.1. Activité hémolytique

Les souches lactiques ont été caractérisées pour leur activité hémolytique (Argyri et al., 2013).
A cette fin, des aliquotes de 5 pl obtenues & partir de chaque souche, cultivée en anaérobiose
pendant 18 h a 37 °C sur bouillon MRS (pH 6,5) (Conda, Madrid, Espagne) ont été placées
directement sur de la gélose au sang Columbia et incubées a 37 °C pendant 48 h. Apres cette
période, les plaques de gélose au sang ont été examinées pour détecter la présence de signes de
B-hémolyse (zones claires autour des colonies), d'a-hémolyse (zones verdatres autour des
colonies) ou de y-hémolyse (pas de zones autour des colonies).

1.5.2. Cytotoxicité sur cellules Caco-2

Pour évaluer I'effet des souches lactiques sur les cellules humaines, les cellules intestinales
Caco-2 ont été utilisées comme modeéle in vitro. Ces cellules sont cultivées a 37°C dans une
atmosphére modifiee de 5 % de CO; dans du DMEM (Dulbeco's Modified Eagle Medium)
supplémenté avec 5 mM de L-glutamine, 100 U de pénicilline ml-1, 100 U de streptomycine
ml-1 et 10 % (v/v) de SVF. Tous les réactifs de culture cellulaire ont été fournis par PAN-
Biotech (Aidenbach, Allemagne). Pour les essais de cytotoxicité, les cellules Caco-2 ont été
ensemencées dans des microplaques & 96 puits & raison de 8.10° cellules par puits et incubées
pendant 7 jours. Le milieu de culture a été changé apres 3 jours d'incubation. Des cultures
fraiches de lactobacilles ont été centrifugées (8 000xg, 4°C, 10 min). Les culots ont été lavés
avec du PBS stérile 0,01 M (pH 7,2) et remis en suspension dans du DMEM sans SVF ni
antibiotiques. Les monocouches Caco-2 ont été lavées avec du milieu DMEM sans SVF ni
antibiotiques, puis les bactéries ont été ajoutées dans les puits a un ratio ou MOI (multiplicité
d'infection) de 1:10 (Caco-2/Lactobacilles). Les puits contenant uniqguement du milieu DMEM
ont été utilisés comme témoins. Les microplaques ont été incubées pendant 24 heures a 37°C
sous 5 % de COa. Apres incubation, le milieu a été retiré et les monocouches de cellules Caco-
2 ont été lavées deux fois avec du milieu DMEM sans SVF ni antibiotique. L'activité
métabolique des cellules Caco-2 a été determinée aprés 24 heures d'incubation a un ratio de
1:10 (Caco-2/Lactobacilles). Aprés 24 h de contact avec les souches de lactobacilles. Les puits
ont été lavés avec du PBS et la cytotoxicité a été mesurée en utilisant de I'iodure de propidium.
Aprés incubation dans I'obscurité, I'absorbance a été mesurée a l'aide d'un lecteur SpetraMax
(excitation 535 nm/émission 617 nm). Les résultats sont exprimés en pourcentage de mort des
cellules Caco-2.

1.6. Mise en évidence des mécanismes antagonistes des souches

1.6.1. Activité antibactérienne
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Pour la mise en évidence de I’activité antibactérienne des souches de L. plantarum isolées, deux
tests de diffusion sur gélose sont utilisés : Le test des spots (Fleming et al., 1975) et le test des
puits (Barefoot et Klaenhammer, 1983). Dans ces deux tests, deux souches cibles sont
utilisees ; il s’agit de souches pathogénes de référence : S. aureus ATCC 6538 et E. coli ATCC
8739.

e Test des spots

Pour le test des spots, 5 ul d’une culture de lactobacilles ont été déposés sur gélose MRS
(Conda, Madrid, Espagne). Apres séchage des spots, les boites sont incubées pendant 18 heures
a 37°C. Ensuite, 10 ml de gélose Mueller-Hinton (MH) (Conda, Madrid, Espagne) (8 g.I"%) en
surfusion, préalablement ensemencée avec la souche cible a 10° UFC.ml™, ont été ajoutés et
incubés a nouveau pendant 18 h a 37°C. Apreés incubation, les géloses ont été inspectées, toute
zone d'inhibition caractérisee par la présence de zones claires autour des puits a été enregistrée

et les diamétres ont été mesurés.

e Test des puits

Pour ce test, des cultures de 18 h des souches de lactobacilles dans du bouillon MRS sont
centrifugées (8 000 g/ 10 min, 4°C) et les surnageants sont récupéreés et filtrés (filtre a seringue
de 0,45 um de porosité). En paralléle, des cultures de 18 h des souches pathogenes sont diluées
puis inoculées dans de la gélose MH (Conda, Madrid, Espagne) en surfusion de facon a obtenir
une concentration finale de 108 UFC.ml. La gélose est coulée dans des boites de Pétri, dans
lesquelles une couche de gélose MRS est préalablement coulée, et des puits sont creusés apres
solidification (les puits sont obturés par une goutte de gélose en surfusion). Les puits sont
ensuite remplis par 100 pl des surnageants acellulaires natifs et neutralisés (pH 6,5) des souches
de lactobacilles et les boites sont entreposées a 4°C pendant 2 h avant d’étre incubées a 37°C
pendant 18 h. Apres incubation, des zones d’inhibition sont recherchées autour des puits et leurs
diametres sont mesurés.

1.6.2. Quantification de I’acide lactique

La quantification de I'acide lactique produit par les souches de Lactobacilles a été réalisée par
chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) sur un spectra system P1000XR
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) en utilisant une colonne fast fruit juice (50
mm x 7,8 mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA) (Barache et al., 2020). La phase mobile
utilisée était du HsPO4 (0,05 %, w/w) & un débit de 0,6 ml.min* et une température de 55°C.
Les surnageants de cultures de Lactobacilles ont été préleves apres 8, 18 et 24 h d'incubation a
37°C dans du bouillon MRS (Conda, Madrid, Espagne), puis centrifugés (8000 g, 4°C, 10 min)
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et filtrés a travers un filtre de 0,2 um/pore. Une courbe d'étalonnage de l'acide lactique pur
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) avec des concentrations de 1, 5, 10, 15 et 20 g.I"! a été
réalisée pour établir la corrélation entre les données obtenues a partir de la surface du pic
chromatographique et la concentration de I'acide lactique produit (Figurel, Annexe). Le pic
correspondant a I'acide lactique élué a 5,32 min a été identifié a I'aide du logiciel Azur.
1.6.3. Séquencage du génome complet et recherche de bactériocines
Afin de mieux comprendre I’origine de I’effet antimicrobien des souches, le sequencage du
génome des souches exprimant des propriétés antagonistes contre les micro-organismes cibles
testés a éte realisé par Eurofins (Ebersberg, Allemagne). Les ébauches de séquences du génome
entier des souches ont été analysées a l'aide de RAST, qui permet I'analyse des cadres de lecture
ouverts. Elles ont ensuite été recherchées dans la base de données SEED. Outre I'analyse de
I'ADNTr 16S, l'identification des souches a également été confirmée par I'analyse de la séquence
du géne recA, obtenue apres séquencage du génome entier. Les séquences génomiques des
souches considérées comme appropriées ont été recherchées dans des bases de données de
bactériocines telles que BAGEL4 (https://bagel4.molgenrug.nl) et  Antismash
(https://antismash.secondarymetabolites.org) afin de révéler la présence de déterminants
génétiques putatifs de composes antimicrobiens, y compris de bactériocines.
1.7. Activité antioxydante des souches
1.7.1. Méthode au 2,2-Diphényl-1-picryhydrazyl (DPPH)
Des cultures de Lactobacilles ont été inoculées dans du bouillon MRS (Conda, Madrid,
Espagne) et incubées a 30 °C pendant 18 h. La culture d'une nuit a été centrifugée (8 000 g, 4
°C, 10 min). Les surnageants acellulaires ont été soumis a un essai de piégeage des radicaux
libres 2,2-di-phényl-2-picrylhydrazyle (DPPH), comme décrit par Sharma et al. (2017). Un
volume de 500 pl de surnageant a été ajouté a 3 ml de DPPH fraichement préparé (5 mg/100
ml de méthanol), mélangé par vortex et incubé pendant 30 min dans I'obscurité. Pour la
préparation des cellules intactes, les cellules de Lactobacilles ont été récoltées par
centrifugation (8000 g, 4°C, 10 min) apres 18 h d'incubation a 37°C, puis elles ont été lavées
trois fois avec du PBS (10 mM, pH 7,2) et remises en suspension & 108 UFC.ml dans ce méme
tampon. L'absorbance a été mesurée a 515 nm avec du bouillon MRS non inoculé (Conda,
Madrid, Espagne) comme blanc. L'acide ascorbique (Sigma-Aldrich, Suisse) a été utilisé
comme étalon synthétique et naturel. Le pourcentage d'activité de piégeage des radicaux a été
calculé selon I'équation suivante :

Pourecntage de piégeage(%) = [1 — A515(échantillon)/A515(blanc)] 100%
1.7.2. Méthode au 2,2’-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS+)
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L'activité antioxydante a été déterminée a I'aide de la méthode de cation du radical ABTS+ (2,2-
Azino-bis : 3-éthyl-benzothiazoline-6-sulfonique acide) précédemment décrite par Pieniz et al.
(2014). L'ABTS+ a été préparé en faisant réagir une solution mere d'ABTS avec du persulfate
de potassium (2,45 mM) (concentration finale) et en laissant reposer le mélange pendant 16 h
a température ambiante avant de l'utiliser. Le radical a été dissous dans I'eau (7 mM). La
solution a ensuite été utilisée pendant un maximum de trois jours. Avant I'analyse, la solution
d'ABTS+ a été diluée avec de I'éthanol (Honeywell Riedel-de Haén™, Allemagne) jusqu'a une
absorbance de 0,700 - 0,020 a 734 nm. L'acide ascorbique (Sigma-Aldrich, Suisse) a été utilise
comme étalon dans la gamme de 0-9 mg.mI. Ensuite, 1 ml de solution ABTS+ a été ajouté a
10 ml de chaque échantillon (ou standard). L'absorbance a été déterminée aprés 5 minutes.
D'autre part, de I'eau ultrapure a été utilisée comme controle. Le pourcentage (%) d'inhibition
de I'absorbance a 734 nm a été déterminé a partir de la méme équation que celle du test DPPH.

1. Potentiel de production d’EPS par L. plantarum

I1.1. Criblage de souches de L. plantarum productrices d’EPS

Les souches probiotiques sélectionnées de L. plantarum ont été examinées pour leur capacité a
produire des EPS a partir de saccharose. Les échantillons ont été ensemencés sur un milieu
gélosé De Man, Rogosa et Sharpe (MRS) (Conda, Madrid, Espagne) contenant 5% (p/v) de
saccharose, 10 g/l de tryptone, 10 g/l d'extrait de viande, 5 g/l d'extrait de levure, 5 g/l d'acétate
de sodium, 2 g/l de phosphate disodique, 2 g/l de citrate de tri-ammonium, 0,1 g/l de MgSOQa,
et 0,05 g/l de MnSO4 (pH 6,5). Aprés une incubation de 24 a 48 heures a 30 °C dans des
conditions anaérobies, les boites de gélose ont été contrdlées pour vérifier la présence de
colonies présentant un aspect mucoide.

11.2. Production et extraction des EPS

L'EPS a été produit et extrait selon la méthode de Cerning et al. (1992). En bref, les souches
sélectionnées ont été cultivées dans 100 ml de MRS-sucrose dans un erlenmeyer a 30 °C. Apres
72 heures d'incubation, de I'acide trichloracétique (TCA) a été ajouté a la culture a une
concentration finale de 4 % (p/v) et le mélange a été agité pendant 30 minutes a température
ambiante. Les cellules et les protéines précipitées ont été éliminées par centrifugation (10 000
x g, 4 °C, 15 min). L'EPS brut a été précipité a partir du surnageant par addition de 2 volumes
d'éthanol froid stocké a 4 °C pendant 24 h. L'EPS brut a été recueilli par centrifugation a 10 000
x g pendant 20 min. Le culot a été dissous dans de I'eau désionisée puis lyophilisé. La masse
seche de polymére d'EPS purifiée a été déterminée en mesurant la masse du précipité.

11.3. Caractérisation physicochimique des EPS
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Diverses propriétés physicochimiques telles que I'numidité, les cendres, les graisses, les
hydrates de carbone et les protéines de I'EPS extrait ont été déterminées. La teneur en hydrates
de carbone a été déterminée par la méthode colorimétrique a I'acide phénol sulfurique (Du Bois
et al., 1956). Une courbe standard a été obtenue en utilisant un étalon de glucose (Sigma
Aldrich, USA) a 25, 50, 100, 150 et 200 ug/ml (Figure 2, Annexe). Les teneurs en humidité,
en cendres, en protéines et en matiéres grasses de I'EPS ont été évaluées selon les méthodes de
AOAC International, (2000). La matiére grasse brute a été déterminée par gravimétrie apres
extraction Soxhlet des échantillons séchés avec de I'hexane.

11.4. Etude de la composition en monosaccharides des EPS

11.4.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Afin d’évaluer la composition en monosaccharide de I’EPS, une quantité de 2 mg a été
hydrolysée dans 250 ul d'acide trifluoroacétique (4 M) pendant 8 h a 100° C. L'EPS hydrolysé
a été analysé par CCM. Le solvant de développement était un mélange chloroforme/acide
acétique/eau (6 : 7 : 1). La révélation est obtenue par pulvérisation de 5% (v/v) de H.SO4 dans
I'éthanol suivie d'une incubation et d'un séchage a I'étuve a 105° C pendant 10 min. Les étalons
utilisés sont les suivants : glucose, galactose, fructose, arabinose, rhamnose, mannose et xylose
a une concentration de 10 g/ml.

11.4.2. Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC)

Les compositions en monosaccharides ont été analysées par HPLC en utilisant une colonne
Aminex HPX-C avec une phase mobile de 0,001 N H2SO4. L'échantillon a été hydrolysé en
dissolvant 2 mg d'EPS dans 250 pl d'acide trifluoroacétique (TFA) 4 M a 100° C pendant 8 h.
Ensuite, 20 ul de I'hydrolysat obtenu ont été ajoutés a 980 ul de H2O et filtrés a travers un filtre
de 0,45 um de taille de pores. La composition en monosaccharides a été analysée a un débit de
0,6 ml/min eta 80° C. Le glucose, le fructose, le galactose, le mannose, I'arabinose, le rhamnose
et le xylose ont été utilisés comme monosaccharides standards.

I1.5. Analyse structurale des EPS

11.5.1. Analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de fourier (FT-IR)

Les groupes de structure des EPS extraits ont été identifiés a I'aide d'un spectrophotomeétre
infrarouge transformé de Fourier (spectrométre Nicolet FTIR) équipé d'un accessoire de
réflexion totale atténuée (ATR) horizontal. 1 mg d'échantillon séché a été broyé avec de la
poudre de bromure de potassium (KBr), puis presse en pastilles de 1 mm pour la mesure FTIR
de 4000 a 400 cm-1. Les donneées ont été analysées par le logiciel de collecte de données OPUS
3.0 (Bruker, Ettlingen, Allemagne).

11.5.2. Analyse par spectroscopie ultraviolet-visible (UV-visible)
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Les spectres UV-visible ont été déterminés a l'aide d'un spectrophotometre TU-1900 a 25° C
dans la gamme de longueurs d'onde de 200-800 nm (He et al., 2015). L'échantillon d'EPS a été
dissous dans de I'eau ultrapure jusqu'a une concentration finale de 0,05 %.

11.6. Détermination de I’activité antioxydante des EPS

11.6.1. Piégeage du radical DPPH

L'activité de piégeage du radical DPPH des EPS a été déterminée selon la méthode décrite par
Bersuder et al. (1998). Brievement, la poudre d'EPS a été dissoute dans de I'eau ultrapure a
différentes concentrations (0,5, 2, 4, 7 et 10 mg/ml). 500 pul de chaque échantillon ont été
mélangés avec 375 pul d'éthanol a 99,5 % et 125 ul de DPPH (0,02 % dans I'éthanol). Ensuite,
les mélanges ont été incubés dans I'obscurité a température ambiante pendant 1 h, et la réduction
du radical DPPH a été mesurée a I'absorbance de 517 nm. L'hydroxytoluene butylé (BHT) a été
utilise comme controle positif. Le poucentage de piégeage du radical DPPH a été calculé
comme suit:

o ., , (A controéle — A échantillon)
Activité de piégeage du radical DPPH (%) = — x 100
A controéle

Ou A contrble est I'absorbance de la réaction de contrdle et A échantillon est I'absorbance de
I'EPS. Toutes les expériences ont été réalisées en triplicata.
11.6.2. Piégeage du radical ABTS+
La méthode de mesure de I'activité de neutralisation du radical ABTS est basée sur la procédure
décrite par Wang et al. (2017) avec quelques modifications. Pour générer le radical ABTS, des
solutions de 7 mM d'ABTS et de 2,4 mM de persulfate de potassium ont été mélangées en
volumes égaux et laissées reposer dans I'obscurité a température ambiante pendant 16 h.
Ensuite, 500 uL d'EPS de différentes concentrations (0,5, 2, 4, 7 et 10 mg/mL) ont ét¢ mélangés
a 1 mL de la solution de radical ABTS et incubés pendant 10 min a température ambiante dans
I'obscurité. L'absorbance de la solution résultante a été mesurée a 734 nm. Dans le groupe
témoin, I'ABTS a été remplacé par un volume égal d'eau distillée, tandis que dans le groupe de
contrble, I'EPS a été remplacé par un volume égal d'eau distillée. Le BHT a été utilisé comme
controle positif. L'activité de neutralisation du radical ABTS a été déterminée a l'aide de
I'équation suivante :

A0 — (A1 —A)

Activité de piégeage du radical ABTS (%) = A0 x 100

A est l'absorbance du blanc, AO est I'absorbance du témoin et Al est l'absorbance de
I’échantillon d’EPS.

11.6.3. Mesure du pouvoir réducteur
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L'activité du pouvoir réducteur a été déterminée en testant le pouvoir réducteur du fer selon la
méthode rapportée par Yildirim et al. (2001). Des échantillons d'EPS ont été dissous dans un
tampon phosphate 0,2 mol/l (pH 6,6) a une série de concentrations (0-15 mg/ml). 2,5 ml de
chaque échantillon ont été mélangés a 2,5 ml de 10 mg/ml de ferricyanure de potassium, et le
mélange a été incubé a 50° C pendant 20 minutes. Ensuite, 2,5 ml d'acide trichloracétique a 100
mg/ml ont été ajoutés au mélange. Apres centrifugation, 2,5 ml du surnageant ont été mélanges
a 2,5 ml d'eau distillée et 0,5 ml de chlorure ferrique (0,1 %, p/v). Le mélange a été incubé a
température ambiante pendant 10 minutes et I'absorbance a été mesurée a 700 nm. Le BHT a
été utilisé comme contrdle positif.

I11.  Analyse statistique

Les résultats présentés dans cette étude représentent la moyenne de trois répétitions. Les
comparaisons statistiques entre les différents résultats obtenus ont été effectuées par analyse de
la variance ANOVA a l’aide du logiciel XLSTAT 2009. Les données obtenues pour la
résistance a l'acide et la tolérance aux sels biliaires, I'auto-agrégation, I'hydrophobicité et la
capacité de formation de biofilm de tous les isolats BL ont été analysées par l'analyse en
composantes principales (ACP) a l'aide du logiciel FactoMineR. L'analyse en composantes
principales a été effectuée a I'aide de la version R 3.5.2 (www.r project.org, R foundation for
statistical computing). Tous les graphs ont été réalisés avec le logiciel GraphPad Prism 8.
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Résultats et discussion

. Isolement de bactéries lactiques

Vingt-et-un isolats ont été obtenus a partir de cinq fruits (figue de Barbarie, figue fraiche, mlre
blanche, raisin et datte) récoltés dans les régions de Kabylie et de Ouargla (Algérie). Ces isolats
ont été classés dans le groupe des BL sur la base de leur coloration Gram-positif et de I'absence
de catalase. Apres 24 heures de fermentation, 5 isolats ont été obtenus a partir de la purée de
figues de barbarie, 10 isolats a partir de la purée de figues fraiches, 2 isolats a partir de la purée
de mares blanches, 1 isolat a partir de la purée de dattes et 3 isolats a partir de la purée de raisin.

1. Evaluation du potentiel probiotique

I1.1. Screening des bactéries lactiques sur la base de leur résistance au pH acide et a

la bile
La survie de tous les isolats BL a été évaluée sous pH acide et en présence de sels biliaires.
Cependant, seules 10 souches ont été capables de tolérer a la fois le stress biliaire et le stress
acide. Les souches ont été isolées a partir de figues (F2, F3, F8), de figues de Barbarie (F13,
FB13, FB23 et FB24), de dattes (souche D21), de mdres (souches M1 et M2) (Figure 1).
La résistance a I'acidité dans un bouillon MRS (pH 2) contenant 3 mg.ml de pepsine aprés 2
heures d'incubation a 37°C a montré un taux de survie compris entre 70,653 + 0,592 % et 98,71
+ 1,27 %, ce qui était similaire pour tous les isolats. Cependant, lorsque le temps d'incubation
a été porté a 4 heures, les taux de survie de ces isolats ont diminué. L'isolat D21 avait un taux
de survie de 94,72 £ 1,554 %, suivi par les isolats F8, M1, FB23 et F1. En ce qui concerne la
résistance a la bile, des taux de survie supérieurs a 50 % ont été enregistrés pour les isolats F8,
FB23, FB24, FB13 et D21, avec un taux de survie maximal de 58,803 + 0,179 % pour l'isolat
D21. Les isolats les moins résistants étaient FB3 et M1 avec des taux de survie de 25,55 +
3,156% et 25,337 + 0,299%, respectivement (Figure 1).
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Figure 1. Pourcentage de survie des isolats de bactéries lactiques en conditions acides ou
en présence de sels biliaires. Chaque essai a été réalisé en trois exemplaires. Les moyennes
et les barres d’erreurs standard sont présentées. Les moyennes a l'intérieur d'une colonne
avec des lettres différentes (nombre, minuscules et majuscules) sont significativement
différentes (p < 0,05) en utilisant I'ANOVA unidirectionnelle avec le test de Tukey pour les
comparaisons par paires.
Une bactérie doit présenter plusieurs caractéristiques spécifiques afin d'étre considérée comme
un probiotique potentiel. Elle doit étre capable de survivre dans I'environnement a faible pH du
tractus gastro-intestinal et d'atteindre le site d'action dans un état physiologique viable
(Padmavathi et al., 2018; Zheng et al., 2020). Il est bien connu que le liquide gastrique est
tres acide ; le pH de I'estomac fluctue entre 2 et 3 et peut étre aussi bas que 1,5 pendant le jeline
(Dunne et al., 2001; Le et Yang, 2018). En revanche, la tolérance aux sels biliaires est
considérée comme une condition nécessaire a la colonisation bactérienne et a l'activité
métabolique dans l'intestin gréle de I'hote, qui est faiblement basique avec une concentration de
0,3 % de sels biliaires (Elbanna et al., 2018).
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La résistance aux conditions gastro-intestinales varie selon le genre et I'espéce, les Lactobacilles
sont généralement résistants (de Melo Pereira et al., 2018). Les souches étudiées, nommées
F2, F3, F8, F13, FB13, FB23, FB24, D21, M1 et M2, ont montré un niveau élevé de résistance
a l'acide et a la bile. La résistance des souches de L. plantarum a un pH acide peut étre due a
plusieurs mecanismes tels que la pompe a protons dépendante de la force motrice des protons
(PMF), qui est le systeme de tolérance a l'acide le plus important dans le maintien de
I'noméostasie du pH (Wang et al., 2018; Guan et Liu, 2020). Des résultats similaires ont été
enregistrés par des souches de L. plantarum d'origine végétale survivant a un pH 2 a un taux
important apres 2h d'exposition (Barache et al., 2020). De méme, Vitali et al. (2012) ont
rapporté que les bactéries lactiques isolées a partir de fruits et légumes crus qui ont montré la
meilleure résistance a l'acide appartiennent a I'espece L. plantarum. Tout comme la résistance
aux faibles pH, le taux de survie a la bile a révélé que toutes les souches de L. plantarum étaient
capables de survivre a la présence de 0,3 % de sels biliaires, mais a des taux différents qui
dépendent de la souche.

11.2. Identification moléculaire des bactéries lactiques

Les 10 isolats ont été identifiés par spectrométrie de masse MALDI-TOF. Cette identification
a révélé la présence d'une seule espece dominante, a savoir L. plantarum. L'identification de
ces souches a été confirmée par le séquencage de I'ADNr 16S, qui a corroboré les identifications
par spectrométrie de masse. Toutes les souches utilisées dans cette étude ont été déposées dans
GenBank sous des numéros d'acces (Tableau 4). Ces dép6ts garantissent que les souches sont
accessibles au public pour d'autres recherches et validations.

Tableau 4. Numéro d’accession des souches de L.plantarum isolées des fruits

Code de la souche Numéro d’accession
F2 PP382194
F3 PP382838
F8 PP383758

F13 PP383941
FB13 PP383940
FB23 PP383982
FB24 PP384000

D21 PP384145

M1 PP384174

M2 PP384178
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Un arbre phylogénétique a été construit sur la base de leurs séquences d'/ADNr 16S comparées
a des especes apparentées obtenues a partir de la base de données NCBI et générées a l'aide du
logiciel MEGA XI (figure 2). Ces dix souches ont ensuite été sélectionnées et analysées pour

leurs propriétés probiotiques.

OR502261.1 Lactiplantibacillus pentosus strain HBUR51208
KU366366.1 Lactobacillus plantarum strain M10
MZ503539.1 Lactiplantibacillus plantarum strain A5
OP799712.1 Lactiplantibacillus sp. strain MG5

MN368066.1 Lactobacillus plantarum strain MG5281

44 MWA479275.1 Lactiplantibacillus plantarum strain 16130
‘l‘;\MT572996.1 Lactobacillus plantarum strain 225

33
20

39

PP215818.1 Lactiplantibacillus sp. strain ZYL13

)

R PP383941.1 Lactiplantibacillus plantarum strain F13

so — PP384174.1 Lactiplantibacillus plantarum strain M1
PP383940.1 Lactiplantibacillus plantarum strain FB13

22 3_‘— PP384000.1 Lactiplantibacillus plantarum strain FB24

'— PP384178.1 Lactiplantibacillus plantarum strain M2

PP384145.1 Lactiplantibacillus plantarum strain D21

OR502161.1 Lactiplantibacillus plantarum strain HBUR51099

PP383982.1 Lactiplantibacillus plantarum strain FB23

PP382838.1 Lactiplantibacillus plantarum strain F3

PP382194.1 Lactiplantibacillus plantarum strain F2

’3 99 LC710462.1 Lactobacillus sp. strain CH4

PP383758.1 Lactiplantibacillus plantarum strain F8

NR 181952.1 Bacillus stercoris strain D7XPN1

0.02

Figure 2. Arbre phylogénétique basé sur les séquences du gene de I'ADNr 16S des isolats et
des souches standard apparentées, généré par le logiciel MEGA XI.

La spectrométrie de masse (MALDI-TOF) est largement appliquée pour I'identification et le
typage des micro-organismes (Duskova et al., 2012). De nombreuses études ont démontré la
fiabilité de cette technique pour l'identification des especes bactériennes (Nacef et al., 2017;
Kim et al., 2022; Ammar et al., 2023).

Les bactéries lactiques sont connues pour coloniser les fruits crus. Les genres BL les plus
couramment isolés sont Weissella, Lactobacillus, Leuconostoc, Enterococcus et Lactococcus
(Felis et Dellaglio, 2007; Sanchez et al., 2019). A noter que I’espéce L. plantarum est la souche
la plus fréeqguemment retrouvé dans la flore bactérienne des fruits (Sanchez et al., 2019).

11.3. Criblage des souches surt la base de leurs propriétés physiologiques et fonctionnelles
11.3.1. Auto-agrégation et hydrophobicité de la surface cellulaire

Les 10 souches de Lactobacillus sélectionnées ont montré les pourcentages d'auto-agrégation
les plus élevés aprés 4 heures d'incubation (Figure 3). Les résultats montrent que les
pourcentages d'auto-agrégation obtenus varient de 26,533 + 2,059 % a 82,1 + 0,755 %. Le

pourcentage le plus élevé a été enregistré par la souche L. plantarum M1 isolée du mdrier blanc,
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avec un taux de 82,1 £ 0,755 % aprés 4 h d'incubation, ce qui était significativement plus élevé
(p<0,05) que pour les autres souches. Comme pour les autres souches, la souche L. plantarum
D21 a montré un taux d'auto-agrégation de 71,733 £1,986 %.

Dans cette étude, I’hydrophobicité de la surface cellulaire a €té estimée en utilisant le xylene,
un solvant apolaire, sur des cellules vivantes intactes (Figure 4) les pourcentages
d'hydrophobicité des souches varient de 52,5 + 4,229 % a 89,567 + 1,358 %.
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Figure 3. Pourcentage d'auto-agrégation apres 2 et 4 heures d'incubation. Chaque essai a été
réalisé en trois exemplaires. Les moyennes et les barres d’erreur standard sont présentées. Les
moyennes a l'intérieur d'une colonne avec des lettres différentes (minuscules et majuscules)
sont significativement différentes (p < 0,05) en utilisant 'ANOVA unidirectionnelle avec le

test de Tukey pour les comparaisons par paires.
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Figure 4. Pourcentage d’hydrophobicité de la surface cellulaire des souches de L. plantarum.
Chaque essai a été réalisé en trois exemplaires. Les moyennes et les barres d’erreurs standard
sont présentées. Les moyennes a l'intérieur d'une colonne avec des lettres différentes sont
significativement différentes (p < 0,05) en utilisant 'ANOVA unidirectionnelle avec le test de

Tukey pour les comparaisons par paires.

L'auto-agrégation et les propriétés hydrophobes de la surface cellulaire ont été associées a
I'adhésion. En effet, il est connu que ces propriétés sont des critéres nécessaires pour qu'un
probiotique puisse mieux se lier aux cellules épithéliales et ainsi coloniser le tractus gastro-
intestinal (Pan et al., 2017; Darmastuti et al., 2021). Nos résultats sont similaires a ceux de
Vanitha et al. (2023) qui ont rapporté que L. plantarum MYSN7 a montré un pourcentage
d'auto-agrégation de 80,62% apres 4h d'incubation. En termes d'hydrophobicité, Buntin et al.
(2017) ont rapporté que L. plantarum CIF17A4 a montré un pourcentage élevé de 80,9 + 6,8%
avec le xyléne.

11.3.2. Formation de biofilm sur des microplaques en polystyrene

Les résultats présentés dans la figure 5 démontrent la capacité de toutes les souches (10) a

adhérer et a former des biofilms. L'absorbance mesurée a 630 nm varie de 0,488 + 0,094 2 0,927
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+ 0,084, ce qui montre que 9 des 10 souches de L. plantarum ont une capacité d'adhésion élevée
selon la classification de Stepanovic et al. (2000) avec une capacité d'adhésion maximale de
0,927 £ 0,084 pour L. plantarum FB23, suivie par la souche L. plantarum D21 avec une
absorbance de 0,916 + 0,167. Cependant, la souche L. plantarum F2 a montré une capacité

d'adhésion modérée avec une absorbance de 0,488 + 0,094.
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Figure 5. Adhésion de L. plantarum a des microplaques de plystyrene a 96 puits. Chaque
essai a été réalisé en trois exemplaires. Les moyennes et les barres d’erreurs standard sont
présentées. Les moyennes a l'intérieur d'une colonne avec des lettres différentes sont
significativement différentes (p < 0,05) en utilisant 'ANOVA unidirectionnelle avec le test de
Tukey pour les comparaisons par paires.

11.3.3. Traitement des résultats par analyse en composante principale (ACP)

Les résultats de I'ACP réalisée sur les dix souches de lactobacilles a 7 variables montrent que
98,98% de la variation totale se répartit sur 5 dimensions. Les deux dimensions les plus
représentatives sont Dim 1 (55,44%) et Dim 2 (24,42%) (Figure 6A).
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Figure 6. Analyse en composantes principales (ACP) basee sur les propriétés probiotiques des
souches de L. plantarum sélectionnées, realisée sur FactoMineR. A. Projection des 7 variables
dans I'espace bidimensionnel de Dim 1 et Dim 2. 1) Résistance au pH acide apres 2h, 2)
Résistance au pH acide aprés 4h, 3) Résistance a la bile, 4) Hydrophobicité de surface, 5) Auto-
agrégation apres 2h, 6) Auto-agrégation apres 4h, 7) Adhésion a la microplaque B. Projection
des dix souches de L. plantarum dans l'espace bidimensionnel de Dim 1 et Dim 2 C.

Regroupement hiérarchique des souches de L. plantarum dans un espace tridimensionnel D.
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Classification hiérarchique des dix souches de L. plantarum en fonction de leurs propriétés
probiotiques testées.

Les variables ayant la contribution la plus significative a la construction de la premiére
dimension (Dim 1) et ayant des coefficients représentatifs de variables de meilleure qualité (Cos
2) et qui sont fortement et positivement corrélées avec Dim 1 sont I'adhérence sur les
microplaques, I'nydrophobie et I'acidité (2h et 4h). En revanche, des variables comme la bile et
l'auto-agrégation (2h et 4h) contribuent a créer le Dim 2. La méthode de classification
hiérarchique (HCPC) a été utilisée pour regrouper les souches apparentées de telle sorte qu'un
critere probiotique aboutisse au méme groupe. Les individus sont répartis en trois groupes
(figure 4C). Le premier groupe est compose de 3 souches (F2, F3 et FB13). Ces souches ont
les scores les plus faibles pour l'adhésion aux microplaques et la résistance a l'acidité et a la
bile. D'autre part, le deuxiéme groupe contient deux souches (FB24 et M2) et enregistre les taux
d'auto-agrégation les plus faibles. Par contre, le troisieme cluster était compose de cing souches
de L. plantarum (F8, F13, FB23, D21 et M1) qui, en plus d'enregistrer les meilleurs taux de
résistance a l'acidité et a la bile, présentaient une hydrophobie de surface, une adhésion aux
microplagues et une auto-agrégation significativement (p<0,05) plus élevées. L'analyse PCA
nous a donc permis de sélectionner les cing souches (F8, F13, FB23, D21 et M1) pour la suite
des travaux.

La capacité d'adhésion de nos souches est similaire a celle des souches L. plantarum Lp81 et
Lp90 isolées de la pulpe de cupuacu (das Neves Selis et al., 2021). Les probiotiques ayant une
forte capacité a former des biofilms peuvent empécher les bactéries nocives de coloniser
I'épithélium intestinal (Aoudia et al., 2016). Il a été rapporté que la maturation du biofilm
dépend fortement des capacités d'auto-agrégation des bactéries probiotiques, qui aident a la
formation de micro-colonies, qui sécrétent des exopolysaccharides et provoquent la maturation
du biofilm (Kaur et al., 2018).

Pour ameliorer I'efficacité du contrdle, certaines études ont utilisé des outils informatiques tels
que I'analyse multivariée en composantes principales (ACP), qui doit étre introduite dans une
matrice de données multivariées (Bhushan et al., 2021). De méme, I'utilisation de I'ACP pour
cribler les bactéries lactiques pour la résistance aux conditions gastro-intestinales a été
rapportée (Sharma et al., 2017; Barache et al., 2020). D'autres études ont rapporté l'utilisation
de I'’ACP pour cribler les bactéries lactiques sur la base des résultats de I'hydrophobicité et de
l'auto-agrégation (Ait Seddik et al., 2017). Dans notre étude, nous avons choisi de combiner
les résultats de la résistance aux conditions gastro-intestinales avec ceux des propriétés de

surface, de ce fait I'nydrophobie, I'auto-agrégation et I'adhésion aux microplaques.
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11.3.4. Adhésion sur cellules épithéliales Caco-2
Les 5 souches sélectionnées apres 1’analyse ACP ont été testées pour leur capacité a adhérer

aux cellules épithéliales intestinales humaines. Dans la présente étude, I'adhésion a été évaluee
apres 2 heures d'incubation a un ratio de 1:10 (Caco-2 : lactobacilles). Les taux d'adhésion des
5 souches sont présentés dans la figure 7. Les taux d'adhésion vont de 2,467 + 0,454 % a 3,633
+ 0,621 % pour la souche L. plantarum D21, qui présente également des taux d'auto-agrégation

et d'hydrophobicité particulierement élevés.
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Figure 7. Pourcentage d'adhésion des souches sélectionnées aux cellules Caco-2. Les données
sont les moyennes de trois expériences indépendantes. Les colonnes qui ne partagent pas les
mémes lettres sont significativement différentes (p<0,05) en utilisant I’ANOVA
unidirectionnelle avec le test de Tukey pour les comparaisons par paires.

Néanmoins, ces deux facteurs ne refletent pas fortement une bonne adhésion (Wang et al.,
2018). Concernant I'évaluation de I'adhésion sur microplaque de polystyréne, ce test a révélé
que la souche la plus adhérente sur microplaque n'est pas systématiquement la plus adhérente
sur les cellules Caco-2. En effet, Haddaji et al. (2015) a indiqué que I'adhésion aux surfaces
biotiques et abiotiques dépend étroitement de la surface cellulaire et de la nature de la surface
d'adhésion. En effet, il existe un lien entre les caractéristiques de surface des lactobacilles et

leur capacité d'adhésion. De nombreux éléments de surface, tels que les polysaccharides, les
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protéines et les acides (lipo) téichoiques, sont impliqués dans I'adhésion aux cellules épithéliales
(Yadav et al., 2017).

11.4. Activité hémolytique et cytotoxicité sur cellules Caco-2

L’innocuité des 5 souches de L. plantarum a été évaluée par 1’étude de leur effet cytotoxique
sur les cellules épithéliales Caco-2 et leur activité hémolytique.

Les cing souches de L. plantarum testées étaient dépourvues de toute activité hémolytique. En
outre, les résultats de la figure 8, exprimés en taux de mortalité des cellules Caco-2 en présence
de souches de L. plantarum par rapport au contréle (cellules Caco-2 seules), ont montré que les
taux de mortalité variaient de 23,687 + 7,062 % a 38,093 + 13,731 %. Le taux de mortalité le
plus faible a été attribué a la souche L. plantarum F8, suivie par la souche L. plantarum D21
avec un taux de mortalité de (28,635 + 2,74 %).
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Figure 8. Effet des souches sélectionnées sur I'activité métabolique des cellules Caco-2. Les
données sont les moyennes de trois expériences indépendantes. Les colonnes qui ne partagent
pas les mémes lettres sont significativement différentes (p<0,05) en utilisant ’ANOVA

unidirectionnelle avec le test de Tukey pour les comparaisons par paires.

Il est important que les souches microbiennes utilisées comme probiotiques soient sans danger
pour I'néte, conformément aux lignes directrices de I'Organisation des Nations unies pour
I'alimentation et I'agriculture et de I'Organisation mondiale de la santé (FAO/WHO 2006).

Dans I'ensemble, les souches de lactobacilles sont considérées comme des bactéries stres. Selon
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des rapports récents, il n'y a pas eu d'effet cytotoxique sur les cellules Caco-2 au cours d'études
in vitro, ce qui indique l'innocuité des lactobacilles (Belguesmia et al., 2016; Yadav et al.,
2017). Par ailleurs, le choix et l'utilisation de souches dépourvues d'activité hémolytique en tant
que probiotiques illustrent leurs caractéristiques non virulentes. L'activité hémolytique des 5
souches de lactobacilles sélectionnées a été étudiée sur gélose au sang et aucune d'entre elles
n'a montré d'activité hémolytique. Des résultats similaires ont été publiés, montrant que la
majorité des souches BL ne sont pas hémolytiques (Oyewole et al., 2018).

I1.5. Mise en évidence des mécanismes antagonistes des souches

I1.5.1. Activité antibactérienne

Les cing souches testées ont montré une activité inhibitrice contre les deux souches pathogénes
cibles E. coli ATCC 8739 et S. aureus ATCC 6538 en utilisant la méthode des spots. En outre,
leurs surnageants de culture ont été testés a l'aide de la technique de diffusion par puits avant et
apres neutralisation. Le tableau 5 présente les résultats de I'activité antibactérienne, indiquant
que les surnageants natifs (pH 3,37-5,12) étaient actifs. Les diamétres des zones d'inhibition
autour des colonies des souches de L. plantarum varient de 11,33 + 1,15 a 50,33 + 0,58 mm
(méthode des spots) et de 12,0 £ 0 a 15,33 + 1,15 mm pour les surnageants acellulaires non
neutralisés (méthode de diffusion en puits). Cette activité a completement disparu apres la
neutralisation de ces surnageants (pH=6,5).

Tableau 5. Diamétre des zones d'inhibition des tests d'activité antibactérienne des souches de
L. plantarum. Les résultats sont exprimés en moyenne * écart-type n = 3, les moyennes avec
des lettres minuscules et majuscules différentes sont significativement différentes (p < 0,05)

selon le test de Tukey.

Souche Diameétre des zones d’inhibition (mm) pH du
Meéthode des spots Méthode des puits surnageant
E. coli S. aureus E. coli S. aureus

F8 400+£20°¢ 33,33+ 120+0¢ 13,33 + 3,47
0,58 ¢ 1,15¢

F13 50,33 £ 44,67 12,67 + 15,33 + 3,12
0,57 ¢ 1,15°¢ 2,31¢ 1,15¢

FB23 450+1,0% | 36,0+2,0¢ 15,33+ 140+20¢ 3,49

1,15¢
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D21 350+1,0°7 24,67 * 14,67 = 13,33 + 3,65
0,582 1,15¢ 1,15¢

M1 200x0¢ 11,33 + 12,67 + 14,67 + 3,37
1,15¢ 1,15¢ 0,58 ¢

Les bactéries lactiques, en particulier les lactobacilles, sont connues pour avoir un effet
antagoniste sur les bactéries pathogénes et daltération. La recherche a démontré que les
bactéries lactiques utilisent [I'inhibition compétitive et le métabolisme de produits
extracellulaires bactériostatiques pour empécher la croissance des bactéries pathogenes (Fan et
al., 2022). Cette activité antibactérienne est due a la production d'acides organiques (acide
lactique, citrique, acétique, fumarique et malique), de peroxyde d'’hydrogene, de dioxyde de
carbone, de diacétyle, d'éthanol, d'acétoine et de bactériocines (Agriopoulou et al., 2020;
Rocchetti et al., 2021). Le test des spots révéle une activité antimicrobienne impliquant divers
mécanismes, notamment la compétition nutritionnelle et la synthese de différents métabolites
antimicrobiens. Le test des puits, quant a lui, révéle I'implication de ces derniers et permet de
mieux caractériser les molécules impliquées dans l'antagonisme en effectuant différents
traitements sur les surnageants actifs (neutralisation, traitement a la catalase ou aux protéases).
Dans cette optique, les surnageants de culture natifs et neutralisés ont été examinés afin de
verifier si l'activité antibactérienne observée chez les cing souches a l'aide du test de spots était
uniquement attribuable a I'effet d'un pH acide ou a une combinaison de plusieurs molécules.
Comme aucune activité n'est observée apres neutralisation du pH de surnageants, les résultats
obtenus indiquent que le mécanisme principal de I'antagonisme observé chez les cing souches
est la production d'acides organiques. Cependant, il est a noter que ces derniéres pourraient
manifester une activité apres concentration du surnageant de culture, ce qui n’a pas été vérifié
dans cette étude. Ainsi, la mesure de la quantité d'acide lactique (le principal sous-produit de la
fermentation lactique) produite par chacune des cing souches s'est avérée importante.

11.5.2. Quantification de I’acide lactique

Le test antimicrobien a montré qu'il n'y avait pas d'inhibition avec le surnageant acellulaire
neutralisé, ce qui suggere que l'activite antibactérienne est principalement due a I'abaissement
du pH et probablement a la production élevée d'acide lactique. En effet, la quantification de
I'acide lactique (tableau 6) a montré que la souche L. plantarum F8 produisait une grande
quantité d'acide lactique, atteignant 20,029 + 0,432 g.I"! aprés 24 heures d'incubation & 37°C
dans un bouillon MRS (Conda, Madrid, Espagne). En revanche, la production la plus faible a
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été enregistrée par la souche L. plantarum M1 (8,782 + 0,01 g.I"%) aprés 24 heures d'incubation
a37°C.

Tableau 6. Production d'acide lactique par les souches de L. plantarum. Les résultats sont
exprimés en moyenne * écart-type n = 3, les moyennes avec des lettres minuscules et

majuscules différentes sont significativement différentes (p < 0,05) selon le test de Tukey.

Souche Quantification de I’acide lactique (g.1*)
8h 18h 24h
F8 12,88 +0,33° 13,18 + 0,03 20,03+0,43¢
F13 0,26 +0,01 4 12,44 +0,52 B 14,48 +0,12 B
FB23 1,12+0,0158 12,54 +0,44 B 14,62 + 0,07 B
D21 1,77+0,11¢ 7,35+ 0,003 4 9,11+0,014
M1 1,77 +0,03 ¢ 7,28 +0,09 4 8,78+ 0,014

Au niveau moléculaire, les acides organiques abaissent le pH de I'environnement, ce qui
entraine l'inhibition de divers micro-organismes. La forme non dissociée de I'acide organique
diffuse a travers la membrane cellulaire et se dissocie en anions et protons, entrainant une
diminution du pH interne, ce qui a pour conséquence de perturber la force motrice des protons,
provoquant la bactériostase et finalement la mort cellulaire (Saelim et al., 2017). L'activité
antibactérienne de ces souches, notamment via la production d'acides organiques, en fait des
candidats viables pour la biopréservation des aliments. En effet, ces souches pourraient étre
incorporées dans des matrices alimentaires compatibles afin d'améliorer la durée de
conservation et la sécurité de ces produits en inhibant la croissance des bactéries d'altération et
pathogenes comme démontré par 1’étude ménée par Mohellebi et al. (2024) qui indique
I’utilisation d’une souche L. plantarum OV50 dans la bioconservation de sardines fraiches.
11.5.3. Sequencage du génome complet et recherche des bactériocines

La recherche de genes codant pour des bactériocines, effectuée par le logiciel BAGEL4, a
permis de localiser des génes codant pour plusieurs bactériocines connues dans la souche F13.
Cette souche posséde plusieurs genes dans la méme region d'intérét, codant pour pas moins de
six plantaricines, dont les plantaricines E, F, A, N, J et K (Figure 9a). De maniére surprenante,
le logiciel a également permis d'identifier des génes supplémentaires codant pour la sous-unité

lacticine F lafX, I'entérocine A, l'entérocine P et I'entérolysine A (Figure 9b,c,d), que l'on
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retrouve généralement chez d'autres especes de bactéries lactiques, en particulier celles
appartenant aux genres Enterococcus.

Dans la plupart des cas, des genes codant pour I'immunité et le transport de ces bactériocines
ont également été identifiés. L'analyse du génome des autres souches de lactobacilles isolées
dans cette étude n'a pas permis d'identifier des genes potentiels codant pour des bactériocines.
Quant a l'analyse du logiciel AntiSmash, aucun autre composé antimicrobien potentiel n'a été
trouvé dans I’ensemble du génome des souches. 1l convient de noter que la souche M1 n'a pas
été retenue pour cette analyse en raison de ses performances moindres lors des expériences
précédentes notamment lors de 1’évaulation de 1’antagonisme des souches.

De plus, le diagramme OrthoVenn obtenu a permis de distinguer les génes de base orthologues
communs aux souches D21, F8, F13 et FB23, avec 1739 éléments communs (Figure 9e). Il est
intéressant de noter que les souches D21, F8 et FB23 sont tres similaires avec un faible niveau
d'éléments spécifiques, contrairement a la souche F13 qui possede 356 éléments spécifiques,

impliqués dans divers processus biologiques, tels que la liaison de lipides ou de protéines.
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Figure 9. Organisation génétique des clusters de génes de bactériocines dans la souche L.
plantarum F13 a l'aide du serveur web BAGEL4, permettant l'identification des contigs
hébergeant les génes des plantaricines E, F, A, N, J et K A. entérocine A et lacticine F B.
entérocine P C. entérolysine A D. genes. E. Diagramme de Venn montrant les génes ou
pseudogeénes codant pour des protéines communes et uniques dans les génomes des souches L.
plantarum D21 (bleu), F8 (vert), F13 (rouge) et FB23 (jaune).
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L’analyse du génome, en particulier celui de la souche F13, a I'aide du logiciel Bagel 4, nous a
permis de localiser des génes codant potentiellement pour des bactériocines connues sous le
nom de plantaricine, entérocine et entérolysine. L'absence d'activité détectable apres
neutralisation du pH du surnageant suggére que la production ou l'activité de ces bactériocines
pourrait étre pH dépendante, consolidant ainsi les résultats rapportés par Zacharof et Lovitt
(2012) et Madi-Moussa et al. (2021)

11.6. Activité antioxydante des souches

Le potentiel antioxydant des surnageants de culture des souches de L. plantarum a été étudié a
I'aide des méthodes DPPH et ABTS+. Les surnageants de culture des cing souches de L.
plantarum ont montré des capacités antioxydantes élevees. Les résultats sont présentés dans la
figure 10. Les taux d'activité de piégeage du radical ABTS+ varient de 32,9 + 2,38 % (D21) a
50,06 + 6,47 % (FB23). Pour la méthode DPPH, les taux d'activité varient de 37,16 £ 1,37 %
(M1) a 78,93 + 1,18 % (F8). L'activité antioxydante a également été évaluée sur des cellules
intactes a l'aide de la méthode DPPH (figure 10). La majorité des souches ont montré des
pourcentages de piégeage des radicaux DPPH inférieurs a ceux obtenus avec le surnageant de
culture. Les taux d'activité étaient compris entre 19,8 £ 0,17 % (FB23) et 40,3 + 2,59 (F13).
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Figure 10. Activités antioxydantes des surnageants de culture et des cellules intactes des
souches de L. plantarum déterminées par la méthode du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
et des surnageants de culture déterminées par la méthode de l'acide 2,2-azino-bis(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique (ABTS+). Les moyennes a l'intérieur d'une colonne avec des
lettres différentes (nombre, minuscules et majuscules) sont significativement différentes (p <
0,05) en utilisant I'ANOVA unidirectionnelle avec le test de Tukey pour les comparaisons par
paires.

Les propriétés antioxydantes des souches de L. plantarum pourraient aider a prévenir plusieurs
maladies, y compris, par exemple, les maladies cardiovasculaires, les ulcéres gastro-intestinaux
et le diabéte (Behera et al., 2018). Dans I'ensemble, les 5 souches sélectionnées, a savoir F8,
F13, FB23, D21 et M1, ont montré des différences dans les activités de piégeage des deux
radicaux libres. Les taux de piégeage de DPPH obtenus étaient trés similaires a ceux rapportés
par Bhushan et al. (2021), tandis que les taux de piégeage du radical ABTS+ étaient
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comparables a ceux obtenus pour les souches de lactobacilles isolées de lait de chamelle
(Mahmoudi et al., 2017). Il convient de noter que cette activité antioxydante n'est pas
seulement présente dans le surnageant de culture, mais qu'elle est également retrouvée lorsque
des cellules intactes sont testées. En effet, Ahire et al. (2013), puis Barache et al. (2020) ont
signalé la capacité des surnageants acellulaires des souches de lactobacilles a posséder une forte
activité de piégeage de la DPPH, alors que les cellules intactes ont une activité DPPH plus
faible. Ce phénomene pourrait étre lié a la sécrétion ou a la libération de produits fonctionnels
tels que les exopolysaccharides et I'acide lipotéichoique a la surface des cellules, ainsi que
d'enzymes antioxydantes telles que la superoxyde dismutase (SOD), la NADH oxydase (NOX)
et la NADPH peroxydase (Li et al., 2012; Kim et al., 2022; Zhao et al., 2023).

I11. Production d’exopolysaccharides

II1.1. Production et extraction d’EPS

Les cing souches probiotiques de L. plantarum ont été testées pour leur capacité a produire des
EPS dans un milieu MRS supplémenté avec du saccharose comme substrat. Les cing souches
ont présenté un phénotype mucoide plus marqué sur un milieu gélosé MRS contenant 5 % (w/v)
de saccharose que sur un milieu MRS contenant du glucose au lieu du saccharose (figure 11).
Les résultats ont révélé que les rendements de production d'EPS les plus élevés ont été obtenus
avec les souches F8 et FB23 cultivees sur un milieu MRS supplémenté en saccharose. Les
souches F8 et FB23 ont généré un rendement de production d'EPS de 1,284 et 1,085 g/L
respectivement apres 72h d'incubation a 37°C. En conséquence, les deux souches ont été

sélectionnées et maintenues pour des études ultérieures.
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Figure 11. Aspects des colonies de L. plantarum sur de la MRS supplémentée en saccharose.
L. plantarum cultivé sur gélose MRS contenant 5% de saccharose (a) ou 2% de glucose (b) a
37°C apreés 48h d'incubation.

La production et I'extraction d'EPS ont été réalisées sur un milieu MRS enrichi en saccharose,
ce qui a permis de montrer que les souches F8 et FB23 de L. plantarum étaient capables de
produire plus de 1 g d'EPS. Les conditions utilisées ici pour la production d'EPS sont apparues
favorables et probablement optimales. En effet, lorsque ces conditions ne sont pas optimales,
les rendements de production d'EPS sont inférieurs a 1g/L pour la plupart des souches de BL
(Prete et al., 2024). C'est le cas pour L. rhamnosus (210,28 mg/L) (Polak-Berecka et al.,
2014), L. plantarum SP8 (280,105 mg/L) (Zhang et al., 2020), L. plantarum GD2 (397 mg/L),
L. delbrueckii subsp. bulgaricus B3 (449 mg/L) (Tukenmez et al., 2019), et L. fermentum (84,5
mg/L) (Wei et al., 2019). En revanche, certaines études ont montré que la production d'EPS
permettait d'atteindre des niveaux de production élevés. C'est le cas pour L. plantarum BR2 (2
800 mg/L) (Sasikumar et al., 2017), de Streptococcus thermophilus CC30 (1 950 mg/L)
(Kanamarlapudi et Muddada, 2017) et de L. delbrueckii subsp. bulgaricus 2214 (1 880 mg/L)

(Bancalari et al., 2020).

I11.2. Caractérisation physicochimique des EPS

La composition chimique des EPS est présentée dans le tableau 7. Les résultats ont montré que
les hydrates de carbone représentaient la partie la plus intéressante de I'extrait (68,22 + 3,14%)
pour I'EPS-FB23 et 60,44 + 1,41% pour I'EPS-F8. Les teneurs en cendres et en matieres grasses
calculées pour I'EPS-FB23 étaient respectivement de 10,02 + 0,9 % et 0 % et de 11,04 + 0,9 %
et 0,06 + 0,01 % pour I'EPS-F8. Les teneurs en humidité et en protéines étaient respectivement
de 21,2 £ 0,29 % et 0,79 £ 0,05 % pour I'EPS-FB23 et de 26,9 + 0,31 % et 0,855 + 0,0025 %

pour I'EPS-F8.
Tableau 7. Analyse physicochimique des EPS produits par L. plantarum F8 et FB23
Parametres EPS-F8 EPS-FB23
Hydrates de carbone (%) 60,44+1,41 68,22+3,14
Protéines (%) 0,855+0,0025 0,79+0,05
Humidité (%) 26,9+0,31 21,2+0,29
Cendres (%) 11,04+0,9 10,02+0,9
Matiére grasse (%) 0,06+0.01 0
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Les analyses physicochimiques des EPS extraits des souches F8 et FB23 montrent qu'elles sont
essentiellement composées d'hydrates de carbone et, dans une moindre mesure, de protéines.
En ligne directe, les EPS ont également été rapportés comme un mélange de biomolécules,
contenant des glucides et d'autres composés tels que I'acétate ou le phosphate (Al-Nabulsi et
al., 2022). Des rendements élevés en glucides dans les EPS de bactéries lactiques ont été
rapportes (Li et al., 2014; Adesulu-Dahunsi et al., 2018; EImansy et al., 2022). Nos résultats
sont en accord avec ceux de (Adesulu-Dahunsi et al., 2018) qui ont rapporté que les EPS de
L. plantarum YO175 isolées a partir de céréales fermentées présentaient un faible taux de
protéines.

111.3. Composition en monosaccharides des EPS

L'analyse de I'nydrolyse des EPS-F8 et EPS-FB23 obtenue par CCM a montré la présence d'une
bande compacte avec un facteur de rétention de 0,73 similaire aux standards monosaccharides
glucose, fructose et arabinose (Figure 12A). Les résultats obtenus montrent que les EPS-F8 et
EPS-FB23 sont des homopolysaccharides composés de glucose, fructose ou d’arabinose. La
composition en monosaccharides de I'EPS a également été évaluée par analyse HPLC. Le
chromatogramme a montré un pic avec un temps de rétention de 10,459 min pour I'EPS-F8
(Figure 12B) et un pic avec un temps de rétention de 10,473 pour I'EPS-FB23 (Figure 12C)
dont le temps de rétention était similaire a celui du glucose (Figure 12D). Ainsi, I’analyse a

permis de confirmer que I'EPS-F8 et 'EPS-FB23 étaient des polymeres du glucose.
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Figure 12. A. Analyse CCM de I'EPS (1) EPS-F8 hydrolysé, (2) glucose, (3) galactose, (4)

fructose, (5) arabinose, (6) rhamnose, (7) mannose, (8) xylose, (9) EPS-FB23 hydrolysé. B.
Analyse HPLC de I'EPS-F8 hydrolysé par TFA. C. Analyse HPLC de I'EPS-FB23 hydrolysé
par TFA. D. Analyse HPLC du glucose.

Il convient de noter que les EPS obtenus a partir de bactéries lactiques peuvent étre divisés en
homopolysaccharides (HoPS), composés des mémes monosaccharides, et en
hétéropolysaccharides (HePS), composés de différents monosaccharides (Zhou et al., 2019).
A cet égard, l'analyse de la composition en monosaccharides de I'EPS a révélé un monomére
de glucose, ce qui indique que I'EPS-F8 et I'EPS-FB23 sont des homopolysaccharides. Ensuite,
Trabelsi et al. (2015) ont rapporté que Lactobacillus sp. Ca6 produisait un homopolysaccharide
constitué d'un arrangement polymérique de glucose, ce qui a été confirmé par CCM et HPLC.
Kwon et al. (2020) ont également signalé que I'hydrolysat d'EPS de L. plantarum L-14 était

composé de glucose.

I11.4. Analyse structurale des EPS

La caractérisation de la structure et des groupes fonctionnels des polysaccharides a éte réalisée
par spectroscopie FT-IR. Comme le montre la figure 13, 'EPS-F8 présente des pics typiques a
3275,53, 2939,61, 1634,63, 1415,61, 1330,64, 1215,05 et 1037,98 cm™ (figure 13A). Le
spectre FT-IR de I'EPS-FB23 présente des pics a 3303,09, 2933,21, 1635,14, 1414,79, 1215,42
et 1030,78 cm™ (figure 13B). Les bandes a 3275,53 et 3303,09 cm™ correspondent aux
vibrations d'étirement de O-H (Howe et al., 2002). Les bandes 2939,61 et 2933,21 cm™ peuvent

étre attribuées aux vibrations d'étirement de C-H (Slima et al., 2022). Les absorptions autour
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de 1634,63 et 1635,14 cm™ sont dues aux vibrations d'étirement du groupe carbonyle (C=0)
(Adesulu-Dahunsi et al., 2018). L'absorbance entre 1415,61 et 1215,05 cm™ est caractéristique
des vibrations d'étirement C-O (L. et al., 2014). Alors que les bandes & 1037,98 et 1037,78 cm"
! suggerent que les modes squelettiques de ces EPS correspondent a des cycles pyranoses
(Hamzaoui et al., 2020).
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L'EPS a été enregistré dans la gamme 200 a 800 du spectre UV-visible. Comme le montre la
figure 14. L'EPS-F8 et 'EPS-FB23 ont présenté un pic d'absorption maximal allant de 200 a

240 nm. L'absorption maximale a été observée a 210 nm.
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Figure 14. Absorbance de I'EPS-F8 et de 'EPS-FB23 dans la gamme de longueurs d'onde
200-800 nm.

La caractérisation des échantillons d'EPS de L. plantarum F8 et FB23 par spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR) a revélé la présence de pics d'absorption
caractéristiques de la plupart des polysaccharides. Par conséquent, tous les résultats étaient
cohérents avec l'analyse de la composition en monosaccharides. Alors que I'absorption UV a
montré un pic d'absorption maximal dans la gamme de 200 a 240 nm et I'absence de toute
absorption dans la gamme de 250 et 280 nm, ces deux EPS ont finalement été identifiés comme
des polysaccharides et non comme des protéines ou des acides nucléiques.

I11.5. Activité antioxydante des EPS de L. plantarum

Les propriétés antioxydantes des échantillons d'EPS ont été évaluées a I'aide des capacités de
piégeage des radicaux DPPH et ABTS et du pouvoir réducteur, qui ont été compares a ceux du
contr6le positif, le BHT.

Differentes concentrations (0,5, 2, 4, 7 et 10 mg/ml) des échantillons d'EPS ont été utilisées
pour analyser les propriétés de piégeage a l'aide de la méthode décrite par Bersuder et al.
(1998). La capacité de piégeage du radical DPPH des échantillons d'EPS et du BHT a augmenté
de maniere significative avec I'augmentation de leurs concentrations (figure 15), ce qui peut
s'expliquer par une activité dépendante de la concentration. A 10 mg/ml, 'EPS-FB23 a exprimé
la plus forte activité de piégeage du radical DPPH (87,285 + 2,815 %), tandis que le BHT a

exprimé 99,89 + 0,21 % a la méme concentration.
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Figure 15. Activité antioxydante des EPS-F8 et EPS-FB23 des souches de L. plantarum

détectées par la méthode du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH)
L'activité de piegeage du radical ABTS des échantillons d'EPS est illustrée a la figure 16. Les
résultats dépendent de la concentration et sont inférieurs a ceux du BHT aux mémes
concentrations. Le pourcentage maximal de piégeage de I'EPS-F8 (77,43 + 2,07 %) a été obtenu
a 10 mg/ml. Cependant, le BHT a atteint 76,87 £ 0,738 % a une concentration de seulement 2
mg/ml. Ces résultats indiquent que les échantillons d'EPS ont une activité de piégeage du radical
ABTS.
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Figure 16. Activité antioxydante des EPS-F8 et EPS-FB23 des souches de L. plantarum

détectées par la méthode de 2,2 azino-bis (3 éthylbenzothiazoline-6-sulfonique (ABTS +).
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La capacité des échantillons d'EPS a réduire la forme d'oxydation de la forme ferreuse du fer
(Fe3+) a été étudiee. La figure 17 montre que le pouvoir réducteur des échantillons d'EPS
semble dépendre de la concentration et atteint un maximum de 0,903 + 0,074 pour I'EPS-F8 a

20 mg/ml, tandis que le BHT exprime 0,972 + 0,005 a la méme concentration.
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Figure 17. Activité antioxydante des EPS-F8 et EPS-FB23 des souches de L. plantarum
détectées par le pouvoir réducteur déterminé a A 700nm.

Apreés la production et la caractérisation des EPS des souches F8 et FB23 de L. plantarum, nous
avons étudié leur activité antioxydante, une propriété qui peut étre déterminée par différents
mécanismes et réactions, y compris le piégeage des radicaux, la capacité de réduction et la
chélation des métaux (Frankel et Meyer, 2000). A cette fin, nous avons utilisé le BHT comme
contréle positif dans toutes les expériences, car il s'agit d'un antioxydant puissant utilisé dans
I'industrie alimentaire et qui a la capacité de piéger les radicaux libres excessifs (Soares et al.,
2003; Wang et al., 2023).

Dans nos essais, les échantillons d'EPS des souches F8 et FB23 de L. plantarum ont montré une
bonne activité antioxydante DPPH et ABTS. Nous suggérons que l'activité antioxydante
obtenue pourrait étre attribuée au groupe hydroxyle et a d'autres groupes fonctionnels de I'EPS
qui convertissent le radical libre en une forme plus stable ou réagissent avec le radical libre
pour mettre fin a la réaction en chaine du radical, comme cela a été rapporté précédemment par
Shen et al. (2013). Il est intéressant de noter que les résultats obtenus ici sont en accord avec
ceux rapportés par Wang et al. (2017), qui ont indiqué une activité antioxydante de 82% pour
un EPS produit par L. plantarum KXO041. En outre, les interactions et les effets synergiques

avec d'autres composants antioxydants, notamment les protéines, les peptides, les acides aminés
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et les micro-éléments contenus dans les EPS brutes, peuvent renforcer I'efficacité antioxydante.
La supériorité de I'effet de piégeage des EPS de E1IK2R2, puis de E2ATS5, par rapport a ELIK1R2
a la méme concentration peut étre due a des différences dans leurs caractéristiques chimiques,
en particulier la composition en monosaccharides et le poids moléculaire, qui sont des facteurs
critiques influencant les activités antioxydantes des EPS (L. et al., 2014).

De plus, le pouvoir réducteur de nos EPS est proche de celui du BHT & 20 mg/ml, ce qui est en
bon accord avec les travaux de Zhao et Liang, (2023), qui ont rapporté un fort pouvoir
réducteur des EPS produits par L. plantarum MC5 isolées a partir de lait de yak fermenté. Dans
I'ensemble, ces résultats suggerent que les échantillons d'EPS de L. plantarum F8 et F23
agissent comme des donneurs d'électrons avec les radicaux libres et different également dans
leur activité antioxydante par d'autres mécanismes tels que le blocage de l'initiation de la chaine
et la liaison aux catalyseurs d'ions métalliques de transition, comme cela a été récemment décrit
par (Wang et al., 2017; Zhao et Liang, 2023).
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L’objectif de cette thése était d’isoler et de caractériser des souches potentiellement
probiotiques productrices d’exopolysaccharides. Les souches candidates ont été isolées a partir
de fruits tres consommeés en Kabylie. De nombreuses expériences in vitro ont été réalisées afin

de sélectionner les souches probiotiques montrant une production d’exopolysaccharides.

A partir de 21 isolats de bactéries lactiques provenant de huit échantillons de fruits récoltés dans
des champs agricoles a Ath Yenni (Tizi Ouzou, Algérie), dans la vallée de la Soummam (Bejaia,
Algérie) et dans la région de Ouargla (Algérie). Il s'agit de mdrier blanc (Morus alba L.), de
figue de barbarie (Opuntia ficus-indica), de figue (Ficus carica), de raisin (Vitis vinifera) et de
datte (Phoenix dactylifera L.). Un premier test de criblage des isolats a été effectué en évaluant
leur résistance au pH acide (pH= 2) et a la bile en présence d’enzymes digestives. Ce test
permettant de mimer les conditions gastro-intestinales nous a permis de sélectionner 10 isolats.
L’identification par spectrométrie de masse MALDI-TOF et le séquencage de I'ADNr 16S ont

réveélé la présence d'une seule espéce dominante, a savoir Lactiplantibacillus plantarum.

Les souches identifiées ont été caractérisées pour leurs propriétés de surface a savoir
I’autoaggrégation, I’hydrophobicité de surface et la formation de biofilm sur microplaque. Tous
les résultats obtenus ont été sujet a une Analyse en Composante Principale (ACP) qui nous a
permis de réaliser un deuxieme criblage. A ce stade, cing souches ont été sélectionnées dont L.
plantarum F8, L. plantarum F13, L. plantarum FB23, L. plantarum D21 et L. plantarum M1

pour la suite de nos travaux de recherche.

L’innocuité des souches L. plantarum F8, L. plantarum F13, L. plantarum FB23, L. plantarum
D21 et L. plantarum M1 a été évaluée par le test d’hémolyse sur gélose au sang, ainsi que le
test de cytotoxicité sur cellules épithéliales Caco-2. Les résultats ont montré une absence de

cytotoxicité pour les cing souches.

La capacité d’adhésion des souches a egalement été évaluée. Cette propriété systematiquement
recherchée dans la qualification d’un probiotique permet de prolonger le temps de séjour de ce
dernier afin d’exprimer ses effets bénéfiques chez I’hdte. Les souches sélectionnées ont

présenté une adhésion entre 2,4 et 3,6 %.

Le potentiel antagoniste a 1’égard de E. coli et S. aureus a été évalué par le test des spots et des
puits. L’antagonisme révélé est essentiellement attribué a la production d’acide lactique avec

une production supérieure a 12 g/lI. Par ailleurs, 1’analyse in silico des génomes des souches L.

69



Conclusion et perspectives

plantarum F8, L. plantarum F13, L. plantarum FB23 et L. plantarum D21 portant sur la
recherche de genes codant pour des bactériocines, a permis de localiser des genes codant pour
six plantaricines E, F, A, N, J et K dans la souche F13. De plus, les cing souches sélectionnées
ont montré une activité antioxidante importante a 1’égard des radicaux libres 2,2-diphenyl-2-

picrylhydrazyl (DPPH) et 2,2-azino-bis: 3-ethyl-benzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS+).

La capacité des cinq souches probiotiques a produire des exopolysaccharides a notamment été
¢tudiée. En premier lieu, le criblage des souches productrices d’EPS a été réalisé¢ sur milieu
MRS contenant 5% (w/v) de saccharose suivi d’une extraction a 1’éthanol qui nous a permis de
sélectionner deux souches (L. plantarum F8 et L. plantarum FB23) ayant les rendements de
production les plus important. Par la suite I’étude des propriétés physicochimiques (humidité,

cendres, matiéres grasses, protéines et hydrates de carbone) a été évaluée.

Il est important a noter que la fonctionnalité des EPS est étroitement liée a leur composiition
chimique, par conséquent, la structure des EPS a été analysée. Les EPS des souches L.
plantarum F8 et L. plantarum FB23 ont été identifiés comme des homopolysaccharides apres
CCM et HPLC. Les résultats ont montré que ces derniers étaient des polymeres de glucose. La
caractérisation de la structure et des groupes fonctionnels des EPS par FT-IR ont confirmé les
résultats obtenus par la présence de pics correspondants aux composants des polysaccharides.
De plus, I’absence de pic d’absorption dans la gamme 250 et 280 nm du spectre UV-visible a

finalement aidé a identifier nos échantillons comme des polysaccharides.

Enfin, la détermination du pouvoir antioxydant des EPS-F8 et EPS-FB23 a été réalisé suivant
trois tests : le piégeage des radicaux libres DPPH et ABTS et la détermination du pouvoir
réducteur en utilisant le BHT comme témoin. Nos résultats ont prouvé la présence d’un fort

potentiel antioxydant de nos échantillons.

A D’issu de ce travail et au regard des résultats obtenus, les perspectives suivantes nous semblent
intéressantes a envisager :
e Faire une étude in vivo sur un modeéle animal pour confirmer certaines propriétés
probiotiques.
e Etudier les aptitudes technologiques des souches les plus pertinentes afin de mettre au
point un aliment fonctionnel.
e Caractériser les bactériocines produites par la souche L. plantarum F13.

e Etudier in vitro d’autres propriétés des EPS.
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Conclusion et perspectives

e Faire une étude in vivo afin d’étudier les propriétés antioxidantes des EPS.
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Abstract Twenty-one lactic acid bacteria (LAB)
strains were isolated from Algerian fruits such as
white mulberry (Morus alba L.), prickly pear (Opun-
tia ficus-indica), date (Phoenix dactylifera L.), grape
(Vitis vinifera) and fig (Ficus carica). The initial
screening showed that ten out of twenty-one strains
were tolerant to acid pH and bile salts and were fur-
ther identified as Lactiplantibacillus (L.) plantarum
strains by MALDI-TOF mass spectrometry and 16S
rDNA sequencing. The identified strains were then
characterized for their surface properties such as self-
aggregation, hydrophobicity and biofilm formation.
The resulting data were then statistically processed
using Principal Component Analysis (PCA), after
which only 5 strains were selected for further analy-
sis. These five strains, designated L. plantarum F8,
F13, FB23, D21 and M1, were found to be safe and
able to adhere to human epithelial colorectal adeno-
carcinoma Caco-2 cells. In particular, all these strains
were active against Escherichia coli ATCC 8739
and Staphylococcus aureus ATCC 6538 through the
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production of lactic acid (up to 12 g.I"!) or bacteri-
ocins, namely plantaricins, or their combination. In
addition, these strains showed high antioxidant activ-
ity against the synthetic free radicals 2,2-diphenyl-
2-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2-azino-bis: 3-ethyl-
benzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS +) radical.
These results demonstrate the importance of these L.
plantarum strains for the development of new func-
tional foods and probiotics and as biopreservatives.
This study deepens and enriches the knowledge of
lactobacilli from plant raw materials by focusing on
the functional properties of new strains of L. plan-
tarum isolated from Algerian fruits. In fact, with the
growing interest in natural preservatives and probiot-
ics, the results of this study could contribute to the
development of new biotechnological products aimed
at improving gut health, reducing food-borne ill-
nesses and extending the shelf life of food by prevent-
ing spoilage.

Keywords Antagonism - Antioxidant - Caco-2
cells - Lactic acid production - Lactiplantibacillus
plantarum - Probiotic

Introduction
Probiotics are defined as “live microorganisms that,
when administered in adequate quantities, confer

health benefits on the host” (FAO/WHO, 2002). Lac-
tic acid bacteria (LAB) are widely used as probiotics
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(Zhang et al. 2020). In particular, these microorgan-
isms are generally recognized as safe (GRAS) by the
United States Food and Drug Administration (FDA)
and have a qualified presumption of safety (QPS)
as assessed by the European Food Safety Authority
(EFSA) (Hazards et al. 2020). Probiotics are com-
monly found in fermented foods such as yogurt, kefir,
sauerkraut and kimchi, and are also available as sup-
plements (Khushboo et al. 2023). Although fermented
dairy and plant products have historically been the
source of live active cultures (LACs), fruits may also
be an increasingly be a source of these beneficial
microorganisms (de Albuquerque et al. 2018). In con-
trast to vegetables, fruits are generally considered to
be more beneficial from a public health perspective
due to their ability to confer natural protection against
harmful microorganisms (Alegbeleye et al. 2022).
This is attributed to the presence of organic acids in
sufficient quantities to maintain a pH of 4.6 or less.
The acid itself and the low pH of the fruit play a criti-
cal role in selecting of the dominant microbiota. The
combination of high nutrient content ‘carbohydrates,
minerals, and nitrogen compounds’ and low fruit
pH create optimal conditions for the growth of LAB
(Naeem et al. 2012) making this food group as a good
source for such beneficial microbes. The selection
of a potential probiotic strain must meet several cri-
teria, such as resistance to acidic environments, bile
tolerance, cell surface hydrophobicity and self-aggre-
gation (Khusro et al. 2021). Moreover, probiotics
are known to be associated with various health-pro-
moting effects, such as reduction of cholesterol lev-
els (Simons et al. 2006), enhancement of antioxidant
activity (Ejtahed et al. 2012), improvement of lactose
digestion (Hertzler and Clancy 2003), immunomodu-
latory effects (Rousseaux et al. 2023) and antimicro-
bial activities against pathogens (Mikkili et al. 2018).
Notably, the most common species known for their
probiotic properties belong to Lactobacillus spp. and
Bifidobacterium spp. (E1 Hage et al. 2017). Lactiplan-
tibacillus (L.) plantarum is a LAB with a long history
of use in the food industry, both in fermentation pro-
cesses and in the development of protective cultures
(Canak et al. 2018; Cruz et al. 2021). This versatile
LAB is widely distributed in a variety of environ-
ments. Indeed, it can be found in the gastrointestinal
tract of humans and animals, and in various foods,
including meat, fish, fermented vegetables and dairy
products (Mao et al. 2021). In addition, some studies
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indicate the essential role of L. plantarum in food
biopreservation (Du et al. 2023; Hashemi et al. 2023)
and its ability to inhibit the growth of spoilage micro-
organisms and pathogens by producing organic acids
and lowering pH, hydrogen peroxide (H,0,) and bac-
teriocins (Agriopoulou et al. 2020; De Simone et al.
2024). LAB produced bacteriocins have attracted
considerable interest due to their ability to safely and
effectively prevent spoilage of minimally processed
foods, thereby extending shelf life and reducing eco-
nomic losses (Mokoena et al. 2021). There is few
studies on the isolation of L. plantarum from fruits in
the Kabylie region of Algeria. This work highlights
some of the properties of L. plantarum strains from
native Kabylie fruits by evaluating their probiotic
and biopreservative potential in vitro, including acid
and bile tolerance, cell adhesion, antioxidant activity,
acid production and antibacterial activity. This study
explores the application of L. plantarum as a probi-
otic and biotechnological agent in the food industry.

Material and methods

Isolation of LAB strains and screening for acid pH
and bile tolerance

Eight fruit samples were collected from agricultural
fields in Ath Yenni (Tizi Ouzou, Algeria) and the
Soummam Valley (Bejaia, Algeria). They consisted
of white mulberry (Morus alba L.), prickly pear
(Opuntia ficus-indica), date (Phoenix dactylifera L.),
figs (Ficus carica) and grape (Vitis vinifera) in order
to isolate LAB strains. The isolation procedure was
carried out according to the instructions reported by
Barache et al. (2020b). The samples were placed in
airtight bags and transported to the laboratory. Then,
100 g of each fruit was mixed with 100 ml of ster-
ile saline water (8.5 g NaCl 1) using a blender.
After fermentation of the fruit mixture at 37 °C for
24 h, 100 pl of each fruit mash was inoculated into
10 ml of de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) broth (pH
6.5) (Conda, Madrid, Spain) and incubated at 37 °C
for 24 h. The resulting cultures were plated on MRS
agar plates and incubated again at 37 °C for another
48 h. The colonies obtained were subjected to a pre-
liminary identification based on their macroscopic
appearance on an agar plate, microscopic observa-
tion after Gram staining and catalase revelation assay.
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Gram-positive and catalase-negative isolates were
retained and stored at —80 °C in MRS broth contain-
ing 30% (v/v) glycerol (Sigma-Aldrich, Schnelldorf,
Germany) until further characterization.

Isolates were tested for resistance to bile and acidic
stress. This test was performed to mimic the survival
of the strains during passage through the human gas-
trointestinal tract (GIT), using the method described
by Ait Seddik et al. (2017). For acid tolerance, LAB
isolates were grown in 5 ml of de MRS broth (Conda,
Madrid, Spain) for 18 h at 37 °C. The cells were then
harvested by centrifugation (8000 g, 4 °C, 10 min),
washed twice with phosphate-buffered saline (PBS,
pH 7.2) and resuspended in 5 ml of MRS broth
adjusted to pH 2.0 with hydrogen chloride (HCI) in
the presence of pepsin (Loba Chemie, India) at 3 mg.
ml~". Aliquots of 100 pl were taken after 0 and 2 h
incubation at 37 °C, serially diluted and plated on
MRS agar to determine the number of viable cells,
expressed as CFU.ml~". For bile tolerance, 5 ml of
PBS pH 8.0 containing 0.3% (w/v) bile salts (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany) was inoculated with
LAB isolates at 10° CFU.mI™! and then incubated at
37 °C for 4 h. After incubation, the survival rate was
determined as previously described for the acid toler-
ance assay as reported by Ait Seddik et al. (2017).

Molecular identification of selected isolates
MALDI-TOF spectrometry identification

MALDI-TOF spectrometry was used for strain iden-
tification (Nacef et al. 2017). For this purpose, the
strains were grown on MRS agar (Conda, Madrid,
Spain) for 48 h and pure colonies were spotted on a
ground steel MALDI target. The spots (three spots for
each isolate) were covered with 1 ml of 70% formic
acid solution (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA),
dried at room temperature, then covered again with
1 ml of matrix solution (a-cyano-4-hydroxycinnamic
acid [HCCA]; Bruker Daltonics) dissolved in 50%
(v/v) acetonitrile (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA), 47. 5% (v/v) water and 2.5% (v/v) trifluoro-
acetic acid (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
and allowed to dry before analysis using the MALDI
Biotyper. The target was analysed using the MALDI-
TOF MS spectrometer Autoflex speed TM (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) in linear positive
mode. Mass spectra were analysed in the m/z range

of 2000 to 20,000 and a bacterial test standard (BTS,
Bruker Daltonics) was used for instrument calibra-
tion according to Bruker recommendations. The m/z
ratios of the detected ions in each MALDI-TOF MS
profile were determined using Flex Analysis 3.4 for
comparison with the database. The identification
scores recommended by the manufacturer were used:
2.00-3.00, high confidence identification; 1.70-1.99,
low confidence identification; 0.00—1.69, no organism
identification possible.

16S rDNA sequencing of Lactobacillus strains

Total genomic DNA was extracted from each selected
strain using the NucleoSpin Microbial DNA Mini Kit
(Macherey—Nagel, Diiren, Germany) and amplified
with primers S1: 5-AGAGTTTGATCMTGGCTC
AT-3" and S2: 5'-GGMTACCTTGTTACGAYTTC-
3’ using the following PCR program:94 °C/3 min,
29 cycles of 94 °C/40 s, 55 °C/50 s and 72 °C/2 min
and finally 72 °C/10 min. The amplicons were puri-
fied using NucleoSpin® gel and PCR clean-up
(Macherey—Nagel, Duren, Germany) and sequenced
(Eurofins, Ebersberg, Germany), and the resulting
sequences were analysed using the NCBI standard
nucleotide BLAST (http://blast.ncbi. nlm.nih.gov) as
previously described by Altschul et al. (1990).

Characterisation of the surface properties of strains

Self-aggregation and cell surface hydrophobicity
properties

Aggregation assays were performed as described
by Kos et al. (2003). Briefly, Lactobacillus strains
were grown for 18 h at 37 °C in MRS broth (Conda,
Madrid, Spain). After centrifugation (8000 g, 4 °C,
10 min), the pellets were collected, washed twice
with sterile 0.01 M PBS (pH 7.2) and resuspended
at 10 CFU.mI™! in the same buffer. Cell suspensions
were mixed by vortexing and autoaggregation was
determined after 2 h and 4 h incubation at 37 °C. An
aliquot (1 ml) of these suspensions was then carefully
removed from the upper suspension and its absorb-
ance was read at 600 nm on a spectrophotometer
(Specord®, Shimadzu, Germany). The percentage
of self-aggregation was calculated using the follow-
ing formula: selfaggregation(%) = 1 — (At /A0)x100,
where At is the absorbance at time t=2 or 4 h and
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AO is the absorbance at time t=0 h. The hydro-
phobicity of the cell surface was determined using
the microbial adhesion to hydrocarbon (MATH)
method described by Rosenberg et al. (1980). Bac-
teria from the overnight culture were harvested by
centrifugation (8000 g, 4 °C, 10 min), washed twice
with sterile 0.01 M PBS (pH 7.2), and resuspended
in the same buffer at 10> CFU.ml™'. The absorb-
ance of the cell suspension was measured at 600 nm
(A0). One milliliter of xylene was added to 3 ml of
cell suspension and mixed by vortexing for 2 min.
The suspension was incubated at room tempera-
ture to allow phase separation. The aqueous phase
was removed and its absorbance at 600 nm (At) was
read. The percentage of bacterial adhesion to the
solvent was calculated using the following formula:
Hydrophobicity(%) = 1 — (At/A0)x100, where Al is
the absorbance of the aqueous phase after separation
of the two-phase system and AO is the absorbance of
the initial bacterial suspension.

Biofilm formation on polystyrene microplates

To evaluate the biofilm formation of the studied
strains on polystyrene plates, a semi-quantitative
method was used as previously described by Ait
Ouali et al. (2014). Briefly, 100 pl of each culture of
Lactobacillus at 10 CFU.ml~! grown in MRS broth
(Conda, Madrid, Spain) were added to the wells of
sterile 96-well microplates already filled with 100 ul
of tryptic soy broth (TSB) (Difco, Detroit, MI, USA).
The microplates were allowed to stand for 15 min
with gentle agitation before incubation at 37 °C. After
24 h, the cultures were aspirated and non-adherent
cells were removed by washing the wells twice with
PBS (10 mM, pH 7.2). Then 200 pl of 96% ethanol
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) was added
to each well to fix the adherent cells. After 15 min
of fixation, the wells were drained, dried and then
stained with 0.1% (w/v) crystal violet (Biochem Che-
mopharma, Québec Canada) for 30 min. The stained
cells were washed twice with 200 pl of PBS before
the dye was extracted with 200 ul of 96% ethanol.
The number of cells was quantified using a micro-
plate reader (ELX800, BioTek, Winooski, VT, USA)
by measuring the absorbance (A) at 630 nm. These
strains were classified into four categories according
to the recommendations of Stepanovic et al. (2000).
Considering Ac as the absorbance of the control
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(sterile TSB), the following interpretations were
applied: A<Ac: non-adherent (non-biofilm pro-
ducer), 2Ac>A> Ac: weakly adherent (weak bio-
film producer), 4Ac>A>2Ac: moderately adherent
(moderate biofilm producer) and strongly adherent
(strong biofilm producer): A >4Ac.

Adhesion to human intestinal cells

The cell line used for the adhesion assay was the
human colorectal adenocarcinoma Caco-2 cells (Pinto
1983) grown in a controlled atmosphere of 5% CO, at
37 °C in DMEM containing 4.5 g glucose 17!, 2 mM
L-glutamine, 100 U penicillin mI~", 100 U strep-
tomycin ml™!, 1% (v/v) nonessential amino acids,
and 10% (v/v) foetal calf serum (FCS). All reagents
were purchased from PAN-Biotech GmbH (Aiden-
bach, Germany). This assay was performed accord-
ing to the protocol as previously described by Ben-
dali et al. (2011). Briefly, to assess adhesion ability,
monolayers of Caco-2 cells were prepared in 24-well
tissue culture plates by seeding 4.10% cells per well
and incubated for 7 days. Overnight cultures of the
selected Lactobacillus strains grown on MRS broth
were harvested by centrifugation (8,000xg, 4 °C,
10 min), resuspended again in DMEM without FCS
and antibiotics, and then applied to confluent Caco-2
cell monolayers (10° CFU per well). After 2 h of incu-
bation at 37 °C (5%, CO, and 95% air), cell monolay-
ers were washed twice with 500 pl of PBS (10 mM,
pH 7.2) to remove nonadherent bacteria and lysed
by incubation at room temperature for 15 min in the
presence of 200 pl trypsin/EDTA Gibco® (Thermo
Fisher Scientific). Lysates were serially diluted and
plated on MRS agar (pH 6.5) (Conda, Madrid, Spain)
to determine the number of adherent bacteria.

Safety characteristics: hemolytic activity and
cytotoxicity on Caco-2 cells

Lactobacillus strains were characterized for their
hemolytic activity. For this purpose, aliquots of
5 pl obtained from each Lactobacillus strain, grown
anaerobically for 18 h at 37 °C on MRS broth (pH
6.5) (Conda, Madrid, Spain) were plated directly on
Columbia blood agar and incubated at 37 °C for 48 h.
After this period, the blood agar plates were exam-
ined for the presence of signs of p-hemolysis (clear
zones around colonies), a-hemolysis (greenish zones
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around colonies), or y-hemolysis (no zones around
colonies) (Argyri et al. 2013).

To evaluate the effect of Lactobacillus strains on
human cells, Caco-2 intestinal cells were used as an
in vitro model. This cell line is derived from a human
colon adenocarcinoma. These cells are cultured at
37 °Cin a modified atmosphere of 5% CO, in DMEM
(Dulbeco’s Modified Eagle Medium) supplemented
with 5 mM L-glutamine, 100 U penicillin ml~!, 100
U streptomycin ml~! and 10% (v/v) FCS. All cell cul-
ture reagents were provided by PAN-Biotech (Aid-
enbach, Germany). For cytotoxicity assays, Caco-2
cells were seeded in 96-well microplates at a load
of 8.10° cells per well and incubated for 7 days. The
culture medium was changed after 3 days of incuba-
tion. Fresh cultures of lactobacilli were centrifuged
(8,000x g, 4 °C, 10 min). The pellets were washed
with sterile 0.01 M PBS (pH 7.2) and resuspended
in DMEM without FCS or antibiotics. Caco-2 mon-
olayers were washed with DMEM medium without
FCS or antibiotics, then bacteria were added to the
wells at a ratio or MOI (multiplicity of infection)
of 1:10 (Caco-2/Lactobacillus). Wells containing
only DMEM medium was added were used as con-
trols. The microplates were incubated for 24 h at
37 °C under 5% CO,. After incubation, the medium
was removed and the Caco-2 cell monolayers were
washed twice with FCS and antibiotic-free DMEM
medium. The metabolic activity of Caco-2 cells was
determined after 24 h of incubation at a ratio of 1:10
(Caco-2/Lactobacillus). After 24 h of contact with
lactobacilli strains. The wells were washed with
PBS and cytotoxicity was measured using propid-
ium iodide. After incubation in the dark, absorbance
was measured using a SpetraMax reader (excitation
535 nm/emission 617 nm). Results are expressed as
percentage of Caco-2 cell death.

Antibacterial activity

The inhibitory properties of five selected Lacto-
bacillus strains were evaluated against S. aureus
ATCC 6538 and E. coli ATCC 8739 were evalu-
ated using both the well diffusion and spot-on-lawn
methods (Bendali et al. 2011). For the well method,
10 ml of Mueller Hinton (MH) agar (Conda, Madrid,
Spain), previously inoculated with the target strain
at 10° CFU.mI™!, was added to Petri dishes. When
the medium solidified, wells were made and filled

with 100 pl of neutralized or non-neutralized cell-
free supernatants (CFS) obtained from Lactobacil-
lus cultures. CFS neutralization was performed using
3 M NaOH to adjust the pH to 6.5. For the spot-on
lawn test, 5 ul of Lactobacillus cultures were plated
on MRS (Conda, Madrid, Spain) plates and incu-
bated for 18 h at 37 °C. Then, 10 ml of MH (Conda,
Madrid, Spain) agar (8 g.I™"), previously inoculated
with the target strain at 10° CFU.mlI~!, was added and
incubated again for 18 h at 37 °C. After incubation,
the plates were inspected, any inhibition zone around
the wells or spots was recorded, and the diameters
were measured.

Quantification of lactic acid

Quantification of lactic acid produced by Lacto-
bacillus strains was performed by high-perfor-
mance liquid chromatography (HPLC) on a spec-
tra system P1000XR (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) using a fast fruit juice column
(50 mm x 7.8 mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA)
(Ait Seddik et al. 2017). The mobile phase used was
H;PO, (0.05%, w/w) at a flow rate of 0.6 ml.min~"!
and a temperature of 55 °C. Supernatants from Lacto-
bacillus cultures were collected after 8, 18, and 24 h
of incubation at 37 °C in MRS broth (Conda, Madrid,
Spain), then centrifuged (8000 g, 4 °C, 10 min) and
filtered through a 0.2 pum/pore filter. A calibration
curve of pure lactic acid (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) with concentrations of 1, 5, 10, 15, and
20 g17! was performed to establish the correlation
between the data obtained from the chromatographic
peak area and the concentration of lactic acid pro-
duced. The peak corresponding to lactic acid eluted at
5.32 min was identified using Azur software.

Genome sequencing and analysis

Genome sequencing of the strains expressing antago-
nistic properties against the tested target microorgan-
isms was performed by Eurofins (Ebersberg, Ger-
many). The whole genome draft sequences of D21,
F8, F13 and FB23 strains were analysed using RAST,
which allows the analysis of open reading frames
(ORFs). Then they were searched using the SEED
database. In addition to 16S rDNA analysis, the iden-
tification of the strains was also confirmed by recA
gene sequence analysis, which was obtained after
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whole genome sequencing. The genome sequences of
the strains considered suitable were searched in bac-
teriocin databases such as BAGEL4 (https://bagel4.
molgenrug.nl) and Antismash (https://antismash.
secondarymetabolites.org) to reveal the presence of
putative genetic determinants of antimicrobial com-
pounds including bacteriocins.

Antioxidant activity

Determination of antioxidant activity by DPPH
radical scavenging

Cultures of Lactobacillus strains were inoculated into
MRS broth (Conda, Madrid, Spain) and incubated
at 30 °C for 18 h. The overnight culture was centri-
fuged (8000 g, 4 °C, 10 min). The CFS were sub-
jected to 2,2-di-phényl-2-picrylhydrazyle (DPPH)
free radical scavenging assay, as described by Sharma
et al. (2017). A volume of 500 pl of CFS was added
to 3 ml of freshly prepared DPPH (5 mg/100 ml of
methanol), mixed by vortexing and incubated for
30 min in the dark. For the preparation of intact cells,
Lactobacillus cells were harvested by centrifuga-
tion (8000 g, 4 °C, 10 min) after 18 h of incubation
at 37 °C, then they were washed three times with
PBS (10 mM, pH 7.2) and resuspended at 10° CFU.
ml~! in this same buffer. Absorbance was measured
at 515 nm with non-inoculated MRS broth (Conda,
Madrid, Spain) as blank. Ascorbic acid (Sigma-
Aldrich, Switzerland) was used as the synthetic and
natural standard. The percentage of radical scaveng-
ing activity was calculated according to the equation:
Scavenging(%) = [l —ASlS(.\'rlmp[(')/ASl5(171«11k)l 100%

Antioxidant capacity using the ABTS + method

Antioxidant activity was determined using the
ABTS +(2,2-Azino-bis: 3-ethyl-benzothiazoline-
6-sulfonic acid) radical cation method previously
described by Rossini et al. (2009) and Pieniz et al.
(2014). ABTS+was prepared by reacting ABTS
stock solution with potassium persulfate (2.45 mM)
(final concentration) and allowing the mixture to
stand for 16 h at room temperature before use. The
radical was dissolved in water (7 mM). The solution
was then used for a maximum of three days. Prior
to analysis, the ABTS+solution was diluted with
ethanol (Honeywell Riedel-de Haén™, Germany) to
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an absorbance of 0.700—0.020 at 734 nm. Ascor-
bic acid (Sigma-Aldrich, Switzerland) was used as a
standard in the range of 0-9 mg.ml~!. Then, 1 ml of
ABTS +solution was added to 10 ml of each sample
(or standard). The absorbance was determined after
5 min. In another hand, ultrapure water was used as a
control. The percentage (%) inhibition of the absorb-
ance at 734 nm was determined from the ascorbic
acid standard curve.

Statistical analyses

Data are expressed as the mean + standard error cal-
culated from three independent experiments. Analysis
of statistical significance was performed by one-way
ANOVA followed by post-hoc Tukey test (p<0.05).
Data obtained for acid resistance and bile salt toler-
ance, auto-aggregation, hydrophobicity and biofilm
formation ability of all LAB isolates were analysed
by principal component analysis (PCA) using the
FactoMineR package. Principal component analysis
was performed using R version 3.5.2 (r-project.org,
R foundation for statistical computing). Graphs were
generated using GraphPad Prism 8.

GenBank accession number of the strains

All strains used in this study have been deposited in
GenBank under the following accession numbers: F2
(PP382194), F3 (PP382838), F8 (PP383758), F13
(PP383941), FB13 (PP383940), FB23 (PP383982),
FB24 (PP384000), D21 (PP384145), M1 (PP384174),
and M2 (PP384178). These deposits ensure that the
strains are publicly available for further research and
validation.

Results

The isolated LAB strains showed good to high
tolerance to acid pH and bile conditions tested

Twenty-one isolates were obtained from five fruits
(prickly pear, fresh fig, white mulberry, grape and
date) harvested in the Kabylie region of Algeria.
These isolates were assigned to the LAB group on the
basis of their Gram-positive staining and the absence
of catalase. After 24 h of fermentation, 5 isolates
were obtained from prickly pear puree, 10 isolates
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from fresh fig puree, 2 isolates from white mulberry
puree, 1 isolate from date puree, and 3 isolates from
grape puree.

The survival of all the LAB isolates was evaluated
under acidic pH and in the presence of bile salt. How-
ever, only 10 strains were able to tolerate both bile and
acid stress. The strains were isolated from figs, (F2,
F3, F8), prickly pears (F13, FB13, FB23 and FB24),
dates (strain D21), mulberries (strains M1 and M2)
(Fig. 1).

Resistance to acidity in MRS broth (pH 2) contain-
ing 3 mg.ml~! of pepsin after 2 h incubation at 37 °C
showed a survival rate between 70.653 +0.592% and
98.71 + 1.27%, which was similar for all the isolates.
However, when the incubation time was increased to
4 h, the survival rates of these isolates decreased. Iso-
late D21 had a survival rate of 94.72 +1.554%, fol-
lowed by isolates F8, M1, FB23 and F1. Regarding
to bile resistance, survival rates of more than 50%
were recorded for isolates F8, FB23, FB24, FBI13
and D21 had survival rates greater than 50%, with a
maximum survival rate of 58.803+0.179% for iso-
late D21. The less resistant isolates were strains FB3
and M1 with survival rates of 25.55+3.156% and
25.337 +£0.299%, respectively (Fig. 1).

Fig. 1 Percentage survival
of LAB isolates under
acidic conditions or in the
presence of bile salts. Each
assay was performed in trip-
licate. Means and standard
errors are presented. Means
within a column with dif-
ferent (number, lowercase
and uppercase) letters

are significantly different

(p <0.05) using one-way
ANOVA with Tukey test for
pairwise comparisons

Survival rate (%)

Molecular identification of LAB isolated
from Algerian fruits showed predominance of
Lactiplantibacillus plantarum species

The 10 isolates were identified by MALDI-TOF mass
spectrometry. This identification revealed the pres-
ence of a single dominant species, namely L. plan-
tarum. The identification of these strains was con-
firmed by 16S rDNA sequencing, which corroborated
the mass spectrometry identifications. A phyloge-
netic tree was constructed based on their 16S rDNA
sequences compared to related species obtained from
the NCBI database and generated using MEGA XI
software (Fig. 2). These ten strains were then selected
and analysed for their probiotic properties.

The isolated L. plantarum strains have remarkable
self-aggregation and cell surface hydrophobicity
properties

The 10 selected Lactobacillus strains showed the
highest auto-aggregation percentages after 4 h of
incubation (Fig. 3). The results showed that the
obtained auto-aggregation percentages ranged from
26.533+2.059% to 82.1+0.755%. The highest

W Acidity 2h
5 mm Acidity 4h
= Bile 4h

F2 F3 F8

F13 FB13 FB23 FB24 D21 M1 M2

Lactic Acid Strains
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OR502261.1 Lactiplantibacillus pentosus strain HBUR51208
KU366366.1 Lactobacillus plantarum strain M10
MZ503539.1 Lactiplantibacillus plantarum strain A5
OP799712.1 Lactiplantibacillus sp. strain MG 5
MN368066.1 Lactobacillus plantarum strain MG5281
MW479275.1 Lactiplantibacillus plantarum strain 16130
MT572996.1 Lactobacillus plantarum strain 225
PP215818.1 Lactiplantibacillus sp. strain ZYL13
PP383941.1 Lactiplantibacillus plantarum strain F13
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PP384174.1 Lactiplantibacillus plantarum strain M1

0
PP383940.1 Lactiplantibacillus plantarum strain FB13

PP384000.1 Lactiplantibacillus plantarum strain FB24

: PP384178.1 Lactiplantibacillus plantarum strain M2

PP384145.1 Lactiplantibacillus plantarum strain D21

d OR502161.1 Lactiplantibacillus plantarum strain HBUR51099
PP383982.1 Lactiplantibacillus plantarum strain FB23
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LC710462.1 Lactobacillus sp. strain CH4
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Fig. 2 Phylogenetic tree based on the 165 rDNA gene sequences of the isolates and related standard strains generated by the MEGA

XI software

percentage was recorded by L. plantarum M1 strain
isolated from white mulberry, with a rate of
82.1+0.755% after 4 h of incubation, which was sig-
nificantly higher (»p <0.05) than for the other strains.
As for the other strains, the L. plantarum D21 strain
showed an auto-aggregation rate of 71.733 + 1.986%.
Similarly, the hydrophobicity percentages of the
strains ranged from 52.5 +4.229% to 89.567 + 1.358%
(Fig. 3).

Lactobacillus strains form biofilm on
polystyrene tissue culture plates (TCP) in a strain
dependent-manner

The results shown in Fig. 3 demonstrate the abil-
ity of all strains (10) to adhere and form biofilms.
The measured absorbance at 630 nm ranged from
0.488+0.094 to 0.927+0.084, showing that 9 from
10 of the L. plantarum strains have a high adhesion
capacity according to the classification of Stepanovic
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et al. (2000) with a maximum adhesion capacity
of 0.927+0.084 for L. plantarum FB23 followed
by strain L. plantarum D21 with an absorbance of
0.916+0.167. However, strain L. plantarum F2
showed a moderate adhesion capacity with an absorb-
ance of 0.488 +0.094.

Principal component analysis (PCA) and hierarchical
clustering showed three clusters of L. plantarum
strains

The results of the PCA performed on the ten strains
of L. plantarum with 7 variables showed that 98.98%
of the total variation was distributed in 5 dimensions.
The two most representative dimensions are Dim 1
(55.44%) and Dim 2 (24.42%) (Fig. 4a).

The variables that have the most significant contri-
bution to the construction of the first dimension (Dim
1) and have higher quality representative coefficients
of variables (Cos 2) and are strongly and positively
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Fig. 3 Percentage of self-aggregation after 2 and 4 h of incu-
bation, hydrophobicity of the cell surface and adhesion to
96-well plystyrene microplates of L. plantarum. Each assay
was performed in triplicate. Means and standard errors are pre-

correlated with Dim 1 are adhesion on microplates,
hydrophobicity and acidity (2 h and 4 h). On the other
hand, variables such as bile and auto-aggregation (2 h
and 4 h) contribute to the formation of Dim 2. Hier-
archical Clustering (HCPC) was used to group related
strains so that a probiotic criterion results in the same
cluster. The individuals are grouped into three clus-
ters (Fig. 4b, c). The first cluster consists of 3 strains
(F2, F3 and FB13). These strains have the lowest
scores for adhesion to microplates and resistance to
acid and bile. On the other hand, the second cluster
contained two strains (FB24 and M2) and recorded
the lowest auto-aggregation rates. However, the third
cluster was composed of five strains of L. plantarum
(F8, F13, FB23, D21 and M1), which, in addition to

sented. Means within a column with different (number, lower-
case and uppercase) letters are significantly different (p <0.05)
using one-way ANOVA with Tukey test for pairwise compari-
sons

having the best rates of resistance to acid and bile,
had significantly (p <0.05) higher surface hydropho-
bicity, adhesion to microplates and auto-aggregation.
The PCA analysis allowed us to select the five strains
(F8, F13, FB23, D21 and M1) for further work.

The selected L. plantarum strains adhere remarkably
to human colon cells (Caco-2)

The five strains (F8, F13, FB23, D21 and MIl)
selected after the PCA analysis were tested for their
ability to adhere to human intestinal epithelial cells
(Fig. 5). Adhesion rates ranged from 2.467 +0.454%
t0 3.633+0.621% for strain L. plantarum D21, which

@ Springer
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Fig. 4 Principal component analysis (PCA) based on the pro-
biotic properties of selected L. plantarum strains performed on
FactoMineR. a. Projection of the 7 variables in the two-dimen-
sional space of Dim 1 and Dim 2. (1) Resistance to acid pH
after 2 h, (2) Resistance to acid pH after 4 h, (3) Resistance
to bile, (4) Surface hydrophobicity, (5) Self-aggregation after

also showed particularly high rates of self-aggrega-
tion and hydrophobicity.

The L. plantarum strains are safe, y-hemolytic and
non-cytotoxicity

The five L. plantarum strains tested were devoid of
any hemolytic activity (data not shown). In addition
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2 h, (6) Self-aggregation after 4 h, (7) Adhesion to microplate
b. Projection of the ten Lactobacillus strains in the two-dimen-
sional space of Dim 1 and Dim 2 ¢. Hierarchical grouping of
the Lactiplantibacillus plantarum strains in a three-dimen-
sional space d. Hierarchical classification of the ten L. plan-
tarum strains based on their tested probiotic properties

the results shown in Fig. 5, expressed as the mortal-
ity rate of Caco-2 cells in the presence of L. plan-
tarum strains compared to the control (Caco-2 cells
alone), showed that the mortality rates ranged from
23.687 +7.062% to 38.093+ 13.731%. The lowest
mortality rate was attributed to strain L. plantarum
F8, followed by strain L. plantarum D21 with a
mortality rate of (28.635+2.74%).
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The inhibitory properties of selected Lactobacillus
strains are due to the production of lactic acid and
probably bacteriocins

The five strains tested showed inhibitory activ-
ity against the two pathogenic target strains E. coli
ATCC 8739 and S. aureus ATCC 6538 using the
spot-in-lawn method. In addition, their culture super-
natants were tested using the well diffusion technique
before and after neutralization. Table 1 shows the
results of the antibacterial activity, indicating that
the native supernatants (pH 3.37-5.12) were active.

Table 1 Diameter of inhibition zones of the antibacterial
activity assays and Lactic acid production by Lactiplantibacil-
lus plantarum strains. Results are expressed as mean + standard

The diameters of the inhibition zones around the L.
plantarum strains colonies varied from 11.33+1.15
to 50.33 +£0.58 mm (spot method) and from 12.0+0
to 15.33 + 1.15 mm for the non-neutralized CFS (well
diffusion method). This activity disappeared com-
pletely after neutralisation of these CFS (pH=6.5).
The antimicrobial assay showed that there was
no inhibition with the neutralized CFS, suggesting
that the antibacterial activity was mainly due to the
lowering of pH and probably to the high produc-
tion of lactic acid. Indeed, the quantification of lac-
tic acid (Table 1) showed that the L. plantarum F8

deviation n=3, means with different lowercase and uppercase
letters were significantly different (p <0.05) based on Tukey’s
test

Strain Diameter of inhibition zones in millimeters (mm) Supernatants  Lactic Acid Quantification (g.I™")
H

Spot-on-lawn method Well-diffusion method & 8h 18h 24h

E. coli S. aureus E. coli S. aureus
F8 40.0+£20°  3333+0.58° 12.0+0° 13.33+1.15“ 3.47 12.88+0.337? 13.18+0.03 % 20.03+0.43¢
F13  5033+0.57° 4467+1.15° 12.67+231“ 1533+1.15¢ 3.12 0.26+0.01" 124440525 14.48+0.12%
FB23 450+1.09 36.0+2.07 15.33+£1.15¢ 14.0+£20¢ 3.49 1.12+£0.01% 12.54+0.44% 14.62+0.07%
D21 350+1.0" 2467+0.58" 14.67+1.15“ 13.33+1.15¢ 3.65 1.77+0.11¢  7.35+0.003* 9.11+0.014
M1 200+0° 11334115 12.67+1.15“ 14.67+0.58“ 3.37 1.77£0.03¢ 728+0.094 8.78+0.014
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strain produced a high amount of lactic acid, reaching
20.029+0.432 g.l‘l after 24 h of incubation at 37 °C
in MRS broth (Conda, Madrid, Spain). On the other
hand, the lowest production was recorded by the L.
plantarum M1 strain (8.782+0.01 g.1~") after 24 h of
incubation at 37 °C.

The search for genes encoding bacteriocins, as
performed by the BAGEL4 software, allowed the
localization of genes encoding several known bac-
teriocins in strain F13. This strain harbours several

W Gene names

B Predicted promoters

W Predicted terminators
Show or hide small ORFS

genes in the same region of interest, encoding no less
than six plantaricins, including plantaricin E, F, A,
N, J and K (Fig. 6a). Surprisingly, the software also
allowed the identification of additional genes encod-
ing the lacticin F subunit lafX, enterocin A, enterocin
P and enterolysin A (Fig. 6b,c,d), which are generally
found in other LAB species, especially those belong-
ing to the Enterococcus genera. In most cases, genes
encoding immunity and transport of these bacterioc-
ins were also identified. The genome analysis of the
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Fig. 6 Genetic organisation of bacteriocin gene clusters in L. plantarum F13 strain using the BAGEL4 web server, allowing identifi-
cation of contigs harboring plantaricin E, F, A, N, J and K a. enterocin A and lacticin F b. enterocin P c. enterolysin A d. genes
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other lactobacilli strains isolated in this study did not
allow the identification of potential genes encoding
bacteriocins (data not shown). As for the AntiSmash
software analysis, no other potential antimicrobial
compounds were found in the genomes of any of the
strains (data not shown). Of note, the M1 strain was
not retained for this analysis due to its lower perfor-
mance in the previous experiments.

Potential antioxidant activity of selected L. plantarum
strains

The antioxidant potential of the culture superna-
tants of L. plantarum strains was investigated using
DPPH and ABTS +radical methods. The culture
supernatants of the five L. plantarum strains showed
high antioxidant capacities. The results are shown in
Fig. 7. The ABTS +radical scavenging activity rates
varied from 32.9+2.38% (D21) to 50.06+6.47%
(FB23). For the DPPH method, the activity rates
ranged from 37.16+1.37% (M1) to 78.93+1.18%
(F8). The antioxidant activity was also evaluated with
intact cells using the DPPH method (Fig. 7). The

Fig. 7 Antioxidant activi- 100
ties of culture supernatants

and intact cells of Lactoba-

cillus strains as determined

by the 2,2-diphenyl-1-pic- b
rylhydrazyl (DPPH) method 80
and of culture supernatants
as determined by the
2,2-azino-bis(3-ethylbenzo-
thiazoline-6-sulfonic acid
(ABTS +) method. Means
within a column with dif-
ferent (number, lowercase
and uppercase) letters

are significantly different

(p <0.05) using one-way
ANOVA with Tukey test for
pairwise comparisons

60

40+

Antioxidant activity (%)
N

20+

F8

majority of the strains showed lower DPPH radical
scavenging percentages than those obtained with the
culture supernatant. The activity rates ranged from
19.8+0.17% (FB23) to 40.3 +2.59 (F13).

Discussion

This study aimed to provide new insights into the pro-
biotic effects and biotechnological potential of LAB
from fruits widely consumed in Kabylie, a mountain-
ous region in northern Algeria. Survival percentage
under acidic and bile salts conditions was used here
as the first criterion to qualify selected strains for
probiotic grade. Indeed, gastric fluid is known to be
highly acidic and the pH of the stomach is known
to fluctuate between 2 and 3 and can be as low as
1.5 during fasting (Dunne et al. 2001; Le and Yang
2018). Tolerance to bile salts is thought to be a
requirement for bacterial colonization and metabolic
activity in the host small intestine, which is weakly
basic with a concentration of 0.3% bile salts (Elbanna
et al. 2018). In light of this, the strains studied here,

M DPPH cells
@ DPPH supematant
b b mm ABTS supematant
2
12
1,2
a
1
AB
AB
A
F13 FB23 D21 M1

Lactic acid strains
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named F2, F3, F8, F13, FB13, FB23, FB24, D21, M1
and M2, showed a good level of resistance to acid
and bile, which is in good agreement with results
for other L. plantarum strains of plants origin (Vitali
et al. 2012; Barache et al. 2020a,b). At the molecu-
lar level, it has been reported that the resistance of L.
plantarum strains to low pH may be due to the proton
motive force (PMF)-dependent proton pump, which is
the major acid tolerance system for maintaining pH
homeostasis (Guan et Liu 2020; Wang et al. 2018).
Cell surface hydrophobicity and self-aggregation are
also important factors that allow probiotics to tightly
bind to epithelial cells and induce GIT coloniza-
tion (Darmastuti et al. 2021; Pan et al. 2017). In this
study, strain D21 was the one with the highest scores
for autoaggregation and hydrophobicity, which is in
accordance with the results obtained by Vanitha et al.
(2023), Buntin et al. (2017) on other L. plantarum
strains. Moreover, the results obtained in this study
in terms of resistance to acid pH and bile conditions,
as well as those related to surface properties such as
hydrophobicity, self-aggregation and adhesion to
microplates were combined, analysed using the PCA
method and allowed us to select only five strains F8,
F13, FB23, D21 and MI. Indeed, and considering
these interesting results in terms of acid and bile toler-
ance, as well as the high levels of hydrophobicity and
self-aggregation, the selected L. plantarum strains
could be good candidates for the formulation of pro-
biotics for gastrointestinal health. Their ability to
withstand acidic pH and bile allowing their use as oral
probiotic supplements or in fermented foods. Thereof,
strain D21 showed the best percentage of adhesion
to Caco-2 cells (3.633+0.621%), but also good per-
centages of hydrophobicity (89.567+1.358%) and
autoaggregation (71.733 + 1.986%), which overall can
reach those of the golden control Lacticaseibacillus
rhamnosus GG. Thus, all L. plantarum strains iso-
lated here were y-hemolytic and non-cytotoxic, which
is a characteristic of LAB and does not preclude fur-
ther study of this strain. In addition, LAB, especially
Lactobacillus, are known to exert inhibitory activities
against pathogenic and spoilage bacteria via competi-
tive inhibition, production of bacteriostatic or bac-
tericidal extracellular compounds (Fan et al. 2022).
These extracellular compounds include organic acids
mainly lactic acid but also hydrogen peroxide (H,0,),
carbon dioxide (CO,), diacetyl, ethanol, acetoin and
bacteriocins (Agriopoulou et al. 2020; Rocchetti
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et al. 2021). To elucidate the inhibitory properties
of the strains we have studied here, we investigate
for looking to bacteriocin-type molecules. However,
the results obtained suggest that the inhibitory prop-
erties observed are linked to the lowering of pH and
therefore to the production of lactic acid in the five
strains tested (F8, F13, FB23, D21 and M1). Meas-
urement of the amount of lactic acid as the primary
by-product of lactic acid fermentation produced by
strains F8, F13, FB23, D21 and M1 showed that these
strains were capable of producing up to 12 g.17! of
lactic acid, with the exception of strains D21 and M1,
which produced less than 9.20 g.17!. In this context
and at the molecular level, organic acids lower the pH
of the environment, which leads to the inhibition of
various microorganisms. The undissociated form of
the organic acid diffuses through the cell membrane
and dissociates into anions and protons, causing the
internal pH to decrease, resulting in the disruption of
the proton motive force, causing bacteriostasis and
ultimately cell death (Saelim et al. 2017). The anti-
bacterial activity of these strains, particularly through
organic acid production, makes them viable candi-
dates for food biopreservation. Indeed, these strains
could be incorporated into compatible food matrices
to improve the shelf life and safety of such products
by inhibiting the growth of spoilage and pathogenic
bacteria. We could focus solely on the role of organic
acids in the inhibitory properties of the strains we
have selected. However, analysis of the genome,
in particular that of strain F13, using Bagel 4 soft-
ware, enabled us to locate genes potentially coding
for bacteriocins known as plantaricin, enterocin and
enterolysin. The lack of detectable activity after neu-
tralizing the pH of the supernatant suggests that the
production or activity of these bacteriocins could be
pH dependent, thus consolidating the results reported
by Zacharof and Lovitt (2012).

The benefits of L. plantarum strains are numerous.
For example, their antioxidant properties could help
to prevent several diseases, including e.g., cardio-
vascular disease, gastrointestinal ulcers and diabetes
(Behera et al. 2018). Overall, the 5 selected strains,
namely F8, F13, FB23, D21 and MI, showed differ-
ences in the scavenging activities of the two free radi-
cals. The obtained DPPH scavenging rates were very
similar to those reported by Bhushan et al. (2021),
while the ABTS + radical scavenging rates were com-
parable to those obtained for Lactobacillus strains
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from camel’s milk (Mahmoudi et al. 2017). It should
be noted that this antioxidant activity is not only
present in the culture supernatant, but is also found
when intact cells are tested. In light of this, Ahire
etal. (2013) and then Barache et al. (2020a) reported
the ability of CFS of the lactobacilli strains to pos-
sess high DPPH scavenging activity, while intact
cells have lower DPPH activity. This could be related
to secretion or release of functional products such
as exopolysaccharides and lipoteichoic acid on the
cell surface, as well as antioxidant enzymes such as
superoxide dismutase (SOD), NADH oxidase (NOX),
and NADPH peroxidase (Zhao et al. 2023; Kim et al.
2022; Li et al. 2012).

Despite the interesting results obtained from the
in vitro assays performed in this study, there is a need
to strengthen them, especially regarding the probi-
otic aspects. While the characterized strains showed
promising properties in terms of acid and bile toler-
ance, adhesion and antimicrobial activity, further
studies in animal models are needed to assess their
survival, colonization and health benefits. In addi-
tion, in vivo studies would allow to assess potential
adverse effects and the overall impact on the gut
microbiota composition.

Conclusion

In this work, twenty-one LAB strains isolated from
Algerian fruits (white mulberry, prickly pear, dates
and figs) were tested for their probiotic activity and
biotechnological potential. Ten strains were selected
based on their resistance to acid and bile environ-
ments. Five strains (F8, F13, FB23, D21, and M1)
were further evaluated for hydrophobicity, autoag-
gregation, adherence to human Caco-2 cells, and
antibacterial and antioxidant activity. The results
obtained demonstrated the potential use of the iso-
lated L. plantarum strains for probiotic formulations,
biopreservation and biotechnological applications.
The strains’ resistance to acid pH and bile, their anti-
bacterial capabilities and their ability to produce anti-
oxidant compounds make them interesting candidates
for use in the food industry and for health applica-
tions. However, further in vivo validation and scale-
up studies are required to establish their efficacy and
practical applicability in real-world contexts, such
as in fermented foods or dietary supplements. This

work paves the way for the development of locally
sourced probiotics that can improve human health
while contributing to the preservation of food quality
in Algeria.

Acknowledgements Djamel Drider and Yanath Belguesmia
would like to thank CPER BiHauts Eco de France for support-
ing this project. Lylia Ouarabi, Samia Faradji-Hamma, Nacim
Barache and Ghania Zidi would like to thank the "Direc-
tion Générale de la Recherche Scientifique et Technologique”
(DGRSDT) and the Algerian Ministry of Higher Education
and Scientific Research (Algeria) for their support. The authors
would like to thank Dr. Mohamed Maky (Egypt) and Pr.
Giuseppe Spano (Italy) for critical reading of the manuscript.

Author contribution SHF and DD conceived and designed
the study. LO performed the research. LO, NB, GZ, and YB
analysed the data. DD and SHF contributed new methods and
models. LO and YB wrote the manuscript. All authors read and
approved the manuscript.

Funding The authors acknowledge the financial support
of “Direction Générale de la Recherche Scientifique et Tech-
nologique™ (DGRSDT) and Algerian Ministry of Higher Edu-
cation and Scientific Research (Algeria).

Data availability No datasets were generated or analysed
during the current study.

Declarations

Conflicts of interest The authors declare no conflicts of inter-
est.

References

Agriopoulou S, Stamatelopoulou E, Sachadyn-Krél M, Varza-
kas T (2020) Lactic acid bacteria as antibacterial agents
to extend the shelf life of fresh and minimally processed
fruits and vegetables: quality and safety aspects. Micro-
organisms 8(6):952. https://doi.org/10.3390/microorgan
isms8060952

Ahire JJ, Mokashe NU, Patil HJ, Chaudhari BL (2013) Anti-
oxidative potential of folate producing probiotic Lactoba-
cillus helveticus CD6. J Food Sci Technol 50(1):26-34.
https://doi.org/10.1007/s13197-011-0244-0

Ait Ouali F, Al Kassaa I, Cudennec B, Abdallah M, Bendali F,
Sadoun D, Chihib N-E, Drider D (2014) Identification of
Lactobacilli with inhibitory effect on biofilm formation by
pathogenic bacteria on stainless steel surfaces. Int J Food
Microbiol  191:116-124.  https://doi.org/10.1016/j.ijfoo
dmicro.2014.09.011

Ait Seddik H, Bendali F, Cudennec B, Drider D (2017) Anti-
pathogenic and probiotic attributes of Lactobacillus
salivarius and Lactobacillus plantarum strains isolated
from feces of Algerian infants and adults. Res Microbiol
168(3):244-254. https://doi.org/10.1016/j.resmic.2016.12.
003

@ Springer



65 Page 16 of 18

Antonie van Leeuwenhoek (2025) 118:65

Alegbeleye O, Odeyemi OA, Strateva M, Stratev D (2022)
Microbial spoilage of vegetables, fruits and cereals. Appl
Food Res 2(1):100122. https://doi.org/10.1016/j.afres.
2022.100122

Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers EW, Lipman DJ (1990)
Basic local alignment search tool. J Mol Biol 215(3):403—
410. https://doi.org/10.1016/S0022-2836(05)80360-2

Argyri AA, Zoumpopoulou G, Karatzas KAG, Tsakalidou E,
Nychas GJE, Panagou EZ, Tassou CC (2013) Selection
of potential probiotic lactic acid bacteria from fermented
olives by in vitro tests. Food Microbiol 33(2):282-291.
https://doi.org/10.1016/j.fm.2012.10.005

Barache N, Belguesmia Y, Ladjouzi R, Bendali F, Drider D
(2020a) Clusters of Lactobacillus strains from vegetal ori-
gins are associated with beneficial functions: experimental
aata and statistical interpretations. Foods 9(8):985. https://
doi.org/10.3390/foods9080985

Barache N, Ladjouzi R, Belguesmia Y, Bendali F, Drider D
(2020b) Abundance of Lactobacillus plantarum strains
with beneficial attributes in blackberries (Rubus sp.),
Fresh Figs (Ficus carica), and Prickly Pears (Opuntia
ficus-indica) grown and harvested in Algeria. Probiotics
Antimicrobial Proteins 12(4):1514-1523. https://doi.org/
10.1007/512602-020-09632-z

Behera SS, Ray RC, Zdolec N (2018) Lactobacillus plan-
tarum with functional properties: an approach to increase
safety and shelf-life of Fermented Foods. Biomed Res Int
2018:9361614. https://doi.org/10.1155/2018/9361614

Bendali F, Durand A, Hébraud M, Sadoun D (2011) Lacto-
bacillus paracasei subsp Paracasei: An Algerian isolate
with antibacterial activity against enteric pathogens and
probiotic fitness. J Food Nutr Res 50(3):139

Bhushan B, Sakhare SM, Narayan KS, Kumari M, Mishra V,
Dicks LMT (2021) Characterization of Riboflavin-Pro-
ducing Strains of Lactobacillus plantarum as Potential
Probiotic Candidate through in Vitro Assessment and
Principal Component Analysis. Probiotics Antimicro-
bial Proteins 13(2):453-467. https://doi.org/10.1007/
$12602-020-09696-x

Buntin N, de Vos WM, Hongpattarakere T (2017) Varia-
tion of mucin adhesion, cell surface characteristics, and
molecular mechanisms among Lactobacillus plantarum
isolated from different habitats. Appl Microbiol Bio-
technol  101(20):7663-7674.  https://doi.org/10.1007/
s00253-017-8482-3

Canak I. Markov K, Melvan E. Starevi¢ A. Zivkovié M,
Zadravec M, Pleadin J, Jakopovi¢ Z. Kostelac D, Frece J
(2018) Isolation and Characterisation of L. plantarum O1
Producer of Plantaricin as Potential Starter Culture for the
Biopreservation of Aquatic Food Products. Food Technol
Biotechnol. https://doi.org/10.17113/ftb.56.04.18.5707

Darmastuti A, Hasan PN, Wikandari R, Utami T, Rahayu ES,
Anggraini Suroto D (2021) Adhesion Properties of Lacto-
bacillus plantarum Dad-13 and Lactobacillus plantarum
Mut-7 on Sprague Dawley Rat Intestine. Microorganisms
9(11):2336. https://doi.org/10.3390/microorganisms9
112336

de Albuquerque TMR, Fernandes Garcia E, de Oliveira AA,
Magnani M, Saarela M, Leite de Souza E (2018) In Vitro
Characterization of Lactobacillus Strains Isolated from
Fruit Processing By-Products as Potential Probiotics.

@ Springer

Probiotics Antimicrob Proteins 10(4):704-716. https://
doi.org/10.1007/s12602-017-9318-2

De Simone N, Lopez L, Ciudad CS, Scauro A, Russo P, Alva-
rez-Buylla JR, Spano G, Martinez Fernindez B (2024)
Antifungal activity of Lactiplantibacillus plantarum Iso-
lated from fruit and vegetables and detection of novel anti-
fungal VOCs from fungal-LAB co-cultures. Food Biosci.
https://doi.org/10.13039/501100011033

Du G, Guo Q, Qiang L, Chang S, Yan X, Chen H, Yuan Y, Yue
T (2023) Influence of encapsulated Lactobacillus plan-
tarum and eugenol on the physicochemical properties and
microbial community of fresh-cut apples. Food Chem: X
17:100563. https://doi.org/10.1016/j.fochx.2023.100563

Dunne C, O’'Mahony L, Murphy L, Thornton G, Morrissey D,
O’Halloran S, Feeney M, Flynn S, Fitzgerald G, Daly C,
Kiely B, O’Sullivan GC, Shanahan F, Collins JK (2001)
In vitro selection criteria for probiotic bacteria of human
origin: correlation with in vivo findings. Am J Clin Nutr
73(2 Suppl):386S-3928. https://doi.org/10.1093/ajcn/73.2.
386s

Ejtahed HS, Mohtadi-Nia J, Homayouni-Rad A, Niafar M,
Asghari-Jafarabadi M, Mofid V (2012) Probiotic yogurt
improves antioxidant status in type 2 diabetic patients.
Nutrition 28(5):539-543. https//doi.org/10.1016/j.nut.
2011.08.013

El Hage R, Hernandez-Sanabria E, Van de Wiele T (2017)
Emerging trends in “smart probiotics™: functional consid-
eration for the development of novel health and industrial
applications. Front Microbiol 8:1889. https://doi.org/10.
3389/fmicb.2017.01889

Elbanna K, El Hadad S. Assacedi A, Aldahlawi A, Khider
M, Alhebshi A (2018) In vitro and in vivo evidences for
innate immune stimulators lactic acid bacterial starters
isolated from fermented camel dairy products. Sci Rep
8(1):1-15. https://doi.org/10.1038/541598-018-31006-3

Fan S, Xue T, Bai B, Bo T, Zhang J (2022) Probiotic Properties
Including the Antioxidant and Hypoglycemic Ability of
Lactic Acid Bacteria from Fermented Grains of Chinese
Baijiu. Foods (Basel, Switzerland) 11(21):3476. https://
doi.org/10.3390/foods 11213476

FAO/WHO (2002) Report of a joint FAO/WHO working group
on drafting guidelines for the evaluation of probiotics in
food. Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food
https://www.who.int/foodsafety/fs_management/en/probi
otic_guidelines.pdf

Guan N, Liu L (2020) Microbial response to acid stress:
mechanisms and applications. Appl Microbiol Bio-
technol 104(1):51-65. https://doi.org/10.1007/
s00253-019-10226-1

Hashemi SMB, Roohi R, Akbari M, Di Natale A, Conte F
(2023) Inactivation of Foodborne Pathogens by Lactiplan-
tibacillus Strains during Meat Fermentation: Kinetics and
Mathematical Modelling. Foods 12(17):3150. https://doi.
org/10.3390/foods 12173150

Hazards (BIOHAZ), EFSA Panel on Biological, Koutsou-
manis K, Allende A, Alvarez-Ordéiiez A, Bolton D,
Bover-Cid S, Chemaly M, Davies R, De Cesare A, Hil-
bert F, Lindqvist R, Nauta M, Peixe L, Ru G, Simmons
M, Skandamis P, Suffredini E, Cocconcelli PS, Fernin-
dez Escamez PS, Prieto Maradona M, Querol A, Suarez
JE. Sundh I, Vlak J, Barizzone F, Correia S, Herman L



Antonie van Leeuwenhoek (2025) 118:65

Page 17 of 18 65

(2020) Update of the List of QPS-Recommended Biologi-
cal Agents Intentionally Added to Food or Feed as Noti-
fied to EFSA 11: Suitability of Taxonomic Units Notified
to EFSA until September 2019. EFSA J 18(2):¢05965.
https://doi.org/10.2903/j.efsa.2020.5965

Hertzler SR, Clancy SM (2003) Kefir improves lactose diges-
tion and tolerance in adults with lactose maldigestion. J
Am Diet Assoc 103(5):582-587. https://doi.org/10.1053/
jada.2003.50111

Khushboo, Karnwal A, Malik T (2023) Characterization and
selection of probiotic lactic acid bacteria from different
dietary sources for development of functional foods. Front
Microbiol  14:1170725.  https://doi.org/10.3389/fmicb.
2023.1170725

Khusro A. Arasu MV, Sahibzada MUK, Salem AZM, Al-
Dhabi NA, Rivas-Caceres RR, Seidel V, Choi KC (2021)
Assessment on in vitro probiotic attributes of Lactoba-
cillus plantarum isolated from horse feces. J Equine Vet
107:103769. https://doi.org/10.1016/j.jevs.2021.103769

Kim S, Lee JY, Jeong Y, Kang CH (2022) Antioxidant activity
and probiotic properties of lactic acid bacteria. Fermenta-
tion 8(1):29. https://doi.org/10.3390/fermentation8010029

Kos B, Suskovi¢ J, Vukovi¢ S, Simpraga M, Frece J, Matosi¢
S (2003) Adhesion and aggregation ability of probiotic
strain Lactobacillus acidophilus M92. J Appl Microbiol
94(6):981-987. https://doi.org/10.1046/j.1365-2672.2003.
01915.x

Le B, Yang SH (2018) Probiotic potential of novel lactoba-
cillus strains isolated from salted-fermented shrimp as
antagonists for Vibrio parahaemolyticus. J Microbiol
(Seoul, Korea) 56(2):138-144. https://doi.org/10.1007/
512275-018-7407-x

Li S, Zhao Y, Zhang L, Zhang X, Huang L, Li D, Niu C, Yang
Z, Wang Q (2012) Antioxidant activity of Lactobacillus
plantarum strains isolated from traditional Chinese fer-
mented foods. Food Chem 135(3):1914-1919. https://doi.
org/10.1016/j.foodchem.2012.06.048

Mahmoudi I, Ben Moussa O, Hassouna M (2017) Symbiotic,
hypocholesterolemic and antioxidant effects of potential
probiotic Lactobacilli strains isolated from tunisian camel
milk. Adv Microbiol 7(4):328-342. https://doi.org/10.
4236/2im.2017.74027

Mao B, Yin R, Li X, Cui S, Zhang H. Zhao J, Chen W (2021)
Comparative Genomic Analysis of Lactiplantibacil-
lus plantarum Isolated from Different Niches. Genes
12(2):241. https://doi.org/10.3390/genes 1202024 1

Mikkili I, Vekateswarulu TC, Prabhakar KV, Peele A, Krupani-
dhi S (2018) Isolation and characterization of bacteriocin
producing Enterococcus casseliflavus and its antagonistic
effect on Pseudomonas aeruginosa. Karbala Int J Mod Sci
4:361-368. https://doi.org/10.1016/j.kijoms.2018.09.002

Mokoena MP, Omatola CA, Olaniran AO (2021) Applications
of lactic acid bacteria and their bacteriocins against food
spoilage microorganisms and foodborne pathogens. Mol-
ecules 26(22):7055. https://doi.org/10.3390/molecules2
6227055

Nacef M, Chevalier M, Chollet S, Drider D, Flahaut C (2017)
MALDI-TOF mass spectrometry for the identification
of lactic acid bacteria isolated from a French cheese: the
maroilles. Int J Food Microbiol 247:2-8. https://doi.org/
10.1016/j.ijfoodmicro.2016.07.005

Naeem M, Ilyas M, Haider S, Baig S, Saleem M (2012) Isola-
tion characterization and identification of lactic acid bac-
teria from fruit juices and their efficacy against antibiotics.
Pak J Bot 44:323-328

Oliveira P, da Cruz C, de Matos J, Nascimento YM, Tavares
JF, Leite E, de Souza H, Magalhaes IF (2020) Efficacy of
Potentially Probiotic Fruit-Derived Lactobacillus fermen-
tum, L. paracasei and L. plantarum to Remove Aflatoxin
M1 In Vitro. Toxins 13(1):4. https://doi.org/10.3390/toxin
513010004

Pan M, Kumaree KK, Shah NP (2017) Physiological Changes
of Surface Membrane in Lactobacillus with Prebiotics. J
Food Sci 82(3):744-750. https://doi.org/10.1111/1750-
3841.13608

Pieniz S, Andreazza R, Anghinoni T, Camargo F, Brandelli A
(2014) Probiotic potential, antimicrobial and antioxidant
activities of Enterococcus durans strain LAB18s. Food
Control 37:251-256. https://doi.org/10.1016/j.foodcont.
2013.09.055

Pinto M (1983) Enterocyte-like differentiation and polarization
of the human colon carcinoma cell line Caco-2 in culture.
Biol Cell 47:323-330

Rocchetti MT, Russo P, Capozzi V, Drider D, Spano G, Fiocco
D (2021) Bioprospecting Antimicrobials from Lactiplanti-
bacillus plantarum: Key Factors Underlying Its Probiotic
Action. Int J Mol Sci 22(21):12076. https://doi.org/10.
3390/ijms222112076

Rosenberg M, Gutnick D, Rosenberg E (1980) Adherence of
bacteria to hydrocarbons: a simple method for measur-
ing cell-surface hydrophobicity. FEMS Microbiol Lett
9(1):29-33. https://doi.org/10.1111/}.1574-6968.1980.
tb05599.x

Rossini K, Norena C, Cladera-Olivera F, Brandelli A (2009)
Casein peptides with inhibitory activity on lipid oxidation
in beef homogenates and mechanically deboned poultry
meat. LWT Food Sci Technol 42:862-867. https://doi.org/
10.1016/j.1wt.2008.11.002

Rousseaux A, Brosseau C, Bodinier M (2023) Immunomodula-
tion of B lymphocytes by prebiotics, probiotics and syn-
biotics: application in pathologies. Nutrients 15(2):269.
https://doi.org/10.3390/nu15020269

Saelim K, Jampaphaeng K, Maneerat S (2017) Functional
properties of Lactobacillus plantarum S0/7 isolated fer-
mented stinky bean (Sa Taw Dong) and its use as a starter
culture. J Funct Foods 38:370-377. https://doi.org/10.
1016/.j£.2017.09.035

Sharma K, Mahajan R, Attri S, Goel G (2017) Selection of
indigenous Lactobacillus paracasei CD4 and Lactoba-
cillus gastricus BTM 7 as probiotic: assessment of traits
combined with principal component analysis. J Appl
Microbiol 122(5):1310-1320. https://doi.org/10.1111/jam.
13426

Simons LA, Amansec SG, Conway P (2006) Effect of Lactoba-
cillus fermentum on serum lipids in subjects with elevated
serum cholesterol. Nutr Metab Cardiovasc Dis 16(8):531—
535. https://doi.org/10.1016/j.numecd.2005.10.009

Stepanovic S, Vukovic D, Dakic I, Savic B, Svabic-Vlahovic M
(2000) A modified microtiter-plate test for quantification
of staphylococcal biofilm formation. J Microbiol Methods
40(2):175-179.  https://doi.org/10.1016/50167-7012(00)
00122-6

@_ Springer



65 Page 180f 18

Antonie van Leeuwenhoek (2025) 118:65

Vanitha PR, Somashekaraiah R, Divyashree S, Pan I,
Sreenivasa MY (2023) Antifungal activity of probiotic
strain  Lactiplantibacillus  plantarum MYSN7  against
Trichophyton tonsurans. Front Microbiol 14:1192449.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2023.1192449

Vitali B, Minervini G, Rizzello CG, Spisni E, Maccaferri S,
Brigidi P, Gobbetti M, Di Cagno R (2012) Novel probiotic
candidates for humans isolated from raw fruits and vege-
tables. Food Microbiol 31(1):116-125. https://doi.org/10.
1016/5.fm.2011.12.027

Wang C, Cui Y, Qu X (2018) Mechanisms and improve-
ment of acid resistance in lactic acid bacteria. Arch
Microbiol ~ 200(2):195-201.  https://doi.org/10.1007/
s00203-017-1446-2

Zacharof M-P, Lovitt RB (2012) Bacteriocins produced by lac-
tic acid bacteria a review article. APCBEE Proc 2:50-56.
https://doi.org/10.1016/j.apcbee.2012.06.010

Zhang X, Esmail GA, Alzeer AF, Arasu MV, Vijayaraghavan
P, Choi KC, Al-Dhabi NA (2020) Probiotic characteris-
tics of Lactobacillus strains isolated from cheese and their

@ Springer

antibacterial properties against gastrointestinal tract path-
ogens. Saudi J Biol Sci 27(12):3505-3513. https://doi.org/
10.1016/j.5bs.2020.10.022

Zhao T, Wang H, Liu Z, Liu Y, Li DB, Huang X (2023) Recent
Perspective of Lactobacillus in Reducing Oxidative Stress
to Prevent Disease. Antioxidants 12(3):769. https://doi.
org/10.3390/antiox 12030769

Publisher’s Note  Springer Nature remains neutral with regard
to jurisdictional claims in published maps and institutional
affiliations.

Springer Nature or its licensor (e.g. a society or other partner)
holds exclusive rights to this article under a publishing
agreement with the author(s) or other rightsholder(s); author
self-archiving of the accepted manuscript version of this article
is solely governed by the terms of such publishing agreement
and applicable law.



Résumé

L’objectif de cette étude était d’isoler des bactéries lactiques de différents fruits algériens : le
mdrier blanc (Morus alba L.), la figue de barbarie (Opuntia ficus-indica), la datte (Phoenix
dactylifera L.), le raisin (Vitis vinifera) et le figuier (Ficus carica). Au total, 21 souches de
bactéries lactiques Gram positifs et catalase négative ont été obtenus. Le criblage initial a
montré que dix des vingt-et-une souches étaient tolérantes au pH acide et aux sels biliaires et
ont été identifiées comme des souches de Lactiplantibacillus (L.) plantarum par spectrométrie
de masse MALDI-TOF et séquencage de I'ADNr 16S. Les souches identifiées ont ensuite été
caractérisées pour leurs propriétés de surface telles que I'auto-agrégation, I'nydrophobicité et la
formation de biofilms. Les données obtenues ont ensuite été traitées statistiquement a l'aide de
I'analyse en composantes principales (ACP), aprés quoi seules cing souches ont été
sélectionnées pour une analyse plus approfondie. Ces cing souches, désignées L. plantarum F8,
F13, FB23, D21 et M1, se sont révélées sdres et capables d'adhérer aux cellules épithéliales
humaines de I'adénocarcinome colorectal Caco-2. En particulier, toutes ces souches étaient
actives contre Escherichia coli ATCC 8739 et Staphylococcus aureus ATCC 6538 grace a la
production d'acide lactique (jusqu'a 12 g.l-1) ou de bactériocines, a savoir les plantaricines, ou
leur combinaison. En outre, ces souches ont montré une forte activité antioxydante contre les
radicaux libres synthétiques 2,2-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) et 2,2-azino-bis : 3-éthyl-
benzothiazoline-6-sulfonique acide (ABTS+). La capacité des cinq souches probiotiques a
produire des exopolysaccharides a notamment été étudiée. Dans un premier temps, les
propriétés physicochimiques (humidité, cendres, lipides, glucides et protéines) des EPS ont été
déterminées. Ensuite, la composition en monosaccharides de ces EPS a été déterminée par
chromatographie sur couche mince (CCM) et par chromatographie liquide a haute performance
(HPLC). Les résultats ont montré que I'EPS était un polymeére de glucose. La caractérisation de
la structure et des groupes fonctionnels de I'EPS a été réalisée par spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (FT-IR). Les résultats ont révélé la présence de pics d'absorption
caractéristiques de la plupart des polysaccharides. L'absorption UV a également montré
I'absence d'absorption dans la plage de 250 et 280 nm. Les activités antioxydantes ont également
été étudiées. L'activité de piégeage du radical libre 2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) des
EPS s'est avérée étre de 87,285 + 2,815 % a 10 mg/ml pour I'EPS-FB23. Le pourcentage
maximal de piégeage de I'EPS-F8 était d'environ 77,43 + 2,07 % a 10 mg/ml pour l'acide 2,2'-
azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS). Pour l'analyse du pouvoir réducteur,
I'EPS-F8 a atteint une absorbance maximale de 0,903 + 0,074 a 20 mg/ml. Nos résultats ont
prouvé que les EPS des souches L. plantarum F8 et L. plantarum FB23 présentent de fortes
activités antioxydantes, ce qui suggére leur utilisation potentielle en tant qu'antioxydants
naturels dans des applications de promotion de la santé. Ces résultats démontrent I'importance
de ces souches de L. plantarum pour le développement de nouveaux aliments fonctionnels, de
probiotiques et de biopréservateurs. Cette etude approfondit et enrichit les connaissances sur
les lactobacilles issus de matrices végétales en se concentrant sur les propriétés fonctionnelles
de nouvelles souches de L. plantarum isolées a partir de fruits algériens. Avec l'intérét croissant
pour les conservateurs naturels et les probiotiques, les résultats de cette étude pourraient
contribuer au développement de nouveaux produits biotechnologiques visant a améliorer la
santé intestinale, a réduire les maladies d'origine alimentaire et a prolonger la durée de
conservation des aliments en empéchant leur détérioration.

Mots clés: Bactéries lactiques, activité antibactérienne, exopolysaccharide, fruits,
biopréservation, Lactiplantibacillus.



Abstract

The aim of this study was to isolate lactic acid bacteria from various Algerian fruits: white
mulberry (Morus alba L.), prickly pear (Opuntia ficus-indica), date (Phoenix dactylifera L.),
grape (Vitis vinifera) and fig (Ficus carica). A total of 21 Gram-positive and catalase-negative
lactic acid bacteria strains were obtained. Initial screening showed that ten of the twenty-one
strains were tolerant to acid pH and bile salts and were identified as Lactiplantibacillus (L.)
plantarum strains by MALDI-TOF mass spectrometry and 16S rDNA sequencing. The strains
identified were then characterised for their surface properties such as self-aggregation,
hydrophobicity and biofilm formation. The data obtained was then statistically processed using
principal component analysis (PCA), after which only five strains were selected for further
analysis. These five strains, designated L. plantarum F8, F13, FB23, D21 and M1, were found
to be safe and able to adhere to human Caco-2 colorectal adenocarcinoma epithelial cells. In
particular, all these strains were active against Escherichia coli ATCC 8739 and Staphylococcus
aureus ATCC 6538 through the production of lactic acid (up to 12 g.I-1) or bacteriocins, namely
plantaricins, or their combination. In addition, these strains showed strong antioxidant activity
against the synthetic free radicals 2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2-azino-bis: 3-
ethyl-benzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS+). In particular, the ability of the five probiotic
strains to produce exopolysaccharides was studied. Firstly, the physicochemical properties
(moisture, ash, lipids, carbohydrates and proteins) of the EPS were determined. Next, the
monosaccharide composition of these EPS was determined by thin layer chromatography
(TLC) and high performance liquid chromatography (HPLC). The results showed that the EPS
was a glucose polymer. Characterisation of the structure and functional groups of the EPS was
carried out by Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR). The results revealed the
presence of absorption peaks characteristic of most polysaccharides. UV absorption also
showed the absence of absorption in the 250 and 280 nm range. Antioxidant activities were also
studied. The 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging activity of the
EPSs was found to be 87.285 + 2.815% at 10 mg/ml for EPS-FB23. The maximum trapping
percentage of EPS-F8 was approximately 77.43 + 2.07% at 10 mg/ml for 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS). For the reducing power analysis, EPS-F8
reached a maximum absorbance of 0.903 + 0.074 at 20 mg/ml. Our results showed that EPS
from L. plantarum F8 and L. plantarum FB23 strains exhibit strong antioxidant activities,
suggesting their potential use as natural antioxidants in health-promoting applications. These
results demonstrate the importance of these L. plantarum strains for the development of new
functional foods, probiotics and biopreservatives. This study extends and enriches our
knowledge of lactobacilli derived from plant matrices by focusing on the functional properties
of new strains of L. plantarum isolated from Algerian fruit. With the growing interest in natural
preservatives and probiotics, the results of this study could contribute to the development of
new biotechnological products aimed at improving intestinal health, reducing food-borne
diseases and extending the shelf life of foods by preventing spoilage.

Key-words : Lactic acid bacteria, antibacterial activity, exopolysaccharide, fruit,
biopreservation, Lactiplantibacillus.
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indica), la datte (Phoenix dactylifera L.), le raisin (Vitis vinifera) et le figuier (Ficus carica). Au total, 21 souches de bactéries lactiques Gram positifs et catalase
négative ont été obtenus. Le criblage initial a montré que dix des vingt-et-une souches étaient tolérantes au pH acide et aux sels biliaires et ont été identifiées
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de l'adénocarcinome colorectal Caco-2. En particulier, toutes ces souches étaient actives contre Escherichia coli ATCC 8739 et Staphylococcus aureus ATCC 6538
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Abstract

The aim of this study was to isolate lactic acid bacteria from various Algerian fruits: white mulberry (Morus alba L.), prickly pear (Opuntia ficus-indica), date
(Phoenix dactylifera L.), grape (Vitis vinifera) and fig (Ficus carica). A total of 21 Gram-positive and catalase-negative lactic acid bacteria strains were obtained.
Initial screening showed that ten of the twenty-one strains were tolerant to acid pH and bile salts and were identified as Lactiplantibacillus (L.) plantarum strains
by MALDI-TOF mass spectrometry and 16S rDNA sequencing. The strains identified were then characterised for their surface properties such as self-aggregation,
hydrophobicity and biofilm formation. The data obtained was then statistically processed using principal component analysis (PCA), after which only five strains
were selected for further analysis. These five strains, designated L. plantarum F8, F13, FB23, D21 and M1, were found to be safe and able to adhere to human
Caco-2 colorectal adenocarcinoma epithelial cells. In particular, all these strains were active against Escherichia coli ATCC 8739 and Staphylococcus aureus
ATCC 6538 through the production of lactic acid (up to 12 g.I-1) or bacteriocins, namely plantaricins, or their combination. In addition, these strains showed strong
antioxidant activity against the synthetic free radicals 2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2-azino-bis: 3-ethyl-benzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS+).
In particular, the ability of the five probiotic strains to produce exopolysaccharides was studied. Firstly, the physicochemical properties (moisture, ash, lipids,
carbohydrates and proteins) of the EPS were determined. Next, the monosaccharide composition of these EPS was determined by thin layer chromatography (TLC)
and high performance liquid chromatography (HPLC). The results showed that the EPS was a glucose polymer. Characterisation of the structure and functional
groups of the EPS was carried out by Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR). The results revealed the presence of absorption peaks characteristic of most
polysaccharides. UV absorption also showed the absence of absorption in the 250 and 280 nm range. Antioxidant activities were also studied. The 2,2-Diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging activity of the EPSs was found to be 87.285 + 2.815% at 10 mg/ml for EPS-FB23. The maximum trapping
percentage of EPS-F8 was approximately 77.43 + 2.07% at 10 mg/ml for 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS). For the reducing power
analysis, EPS-F8 reached a maximum absorbance of 0.903 + 0.074 at 20 mg/ml. Our results showed that EPS from L. plantarum F8 and L. plantarum FB23 strains
exhibit strong antioxidant activities, suggesting their potential use as natural antioxidants in health-promoting applications. These results demonstrate the
importance of these L. plantarum strains for the development of new functional foods, probiotics and biopreservatives. This study extends and enriches our
knowledge of lactobacilli derived from plant matrices by focusing on the functional properties of new strains of L. plantarum isolated from Algerian fruit. With
the growing interest in natural preservatives and probiotics, the results of this study could contribute to the development of new biotechnological products aimed
at improving intestinal health, reducing food-borne diseases and extending the shelf life of foods by preventing spoilage.
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