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Introduction

Les plantes médicinales regroupent toutes les plantes dont 1‘un de leurs organes contient une
ou plusieurs substances chimiques, destinées a produire des activités pharmacologiques. Elles

représentent la forme la plus ancienne et la plus répandue de médication (Halberstein, 2005).

Les plantes du genre Artemisia (Asteraceae) sont utilisées comme plantes médicinales depuis
les périodes antiques (Proksch, 2005 ; Messai, 2011). Elles appartiennent a la famille des
Astéracées. Les especes d°Artemisia sont largement utilisées en médecine traditionnelle. Plus
de 300 espéces de ce genre se présentent principalement dans les zones arides et semi arides

d'Europe, d'Amérique, d'Afrique du Nord ainsi qu'en Asie (Nikolova et al., 2010).

L‘espeéce Artemisia herba alba est largement utilisée pour traiter les troubles digestives, les
ulcéres, les brilures, la diarrhée, .. .etc. Elle constitue 1°objet de plusieurs études qui déterminent
leurs propriétés biologiques, ainsi que leurs compositions chimiques (De Pascual et al .,1984 ;
Rauter et al ., 1989 ; Joao et al.,1998 ; Akrout et al., 2001, Memmi et al ., 2007 ; Sefi et al, 2010
; Akrout et al.2011). Un bon probiotique doit étre capable de tolérer les conditions hostiles du
tractus digestif, adhérer aux cellules de I'épithélium intestinal, ainsi que produire des substances
antimicrobiennes. De plus, il faudrait persister dans le tractus gastro intestinal suffisamment

longtemps pour présenter un effet bénéfique (Ma et al., 2018).

Par ailleurs, I’incorporation de probiotiques dans les matrices végétales peut étre une nouvelle
option pour protéger et améliorer leur survie, leur activité biologique et leur potentiel de santé
pendant la digestion gastro-intestinale (Rysavka et al., 2019 ; Fiocco et al., 2020). De méme, ce
type de formulation permettra d’avoir une bonne biodisponibilité des composées bioactifs de la

matrice végétale (Lippolis et al., 2023).

Dans ce travail, nous nous sommes proposés d’évaluer 1’effet de la combinaison de 1’infusion
de I'armoise avec probiotique ultrabiotique sur la survie des souches et la biodisponibilité des
composés bioactifs ainsi que leurs activités antioxydante et anti-inflammatoire aprés le passage
a travers les trois étages digestifs.

Pour développer cet aspect nous avons subdivisé notre travail en deux parties, une partie
bibliographique qui renferme une synthese sur l'armoise, les probiotiques et les matrices
vegétales comme source de protection et de véhicule des probiotiques .Une partie expérimentale
regroupant les méthodes utilisées pour la réalisation des différentes parties et les résultats
obtenus ainsi que leur discussion. Enfin, une conclusion générale, récapitulera les principaux
axes de cette etude avec les perspectives envisagées, afin de poursuivre et d’améliorer cette

thématique de recherche
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Chapitre 1. L’armoise

1.1.Généralités
Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéracées: c’est I’un des genres le plus répandu
et le plus étudié¢ de cette famille; il contient un nombre variable d’especes allant jusqu’a 400

especes (Mucciarelli and Maffei., 2002).

Il a eté rapporté que le genre Artemisia est riche en métabolites secondaires tels que les
flavonoides, les acides cafféoylquinic, les coumarines, les huiles essentielles, les stérols et les

acetylénes (Kundan et Anupam., 2010).

Les especes qui appartiennent au genre Artemisia possedent des propriétés thérapeutiques, elles
sont non seulement utilisées dans la médicine traditionnelle, mais aussi dans 1’industrie

alimentaire et pharmaceutique (Mirjalili et al. 2007).
1.2 .Origine:

L'Artémisia est le nom de guerre des armoises, il provient de celui de la déesse grecque de la
chasse Artémis, la diane des romains, patronne des vierges a cause des bienfaits de cette herbe.
Herba alba signifie herbe blanche. Plusieurs noms sont attribués a I'armoise blanche tels le thym
des steppes,absinthe du désert. En Afrique du nord et en moyen orient, on I'appelle

communément Shih"ou "Chih".

Figure 1: Aremisia herba-alba (Armoise blanche).
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I.3.Nomenclature de plant :

1.3.1 Nom scientifique :
Artemisia herba-alba Asso, Artemisia inculta Del., Seriphidium herba-alba (Asso) Sojak
1.3.2 Noms vernaculaires :

Tableau 1:Les noms vernaculaires de la plante armoise blanche selon les pays et

les régions
Francais Armoise blanche
Anglais Wormwood
Allemagne Wermut
Italie assenzio romano

I.4. Répartition géographique:

Les recherches sur la premiére apparition d’Artemisia, basées sur des études stratigraphiques
de fossiles de pollen et des données paléo-magnétiques suggerent que le genre est originaire
des zones arides & semi-aride du Plateau Tibétain (en Chine) de I'Asie centrale a la fin de
I'Eocéne (Miao et al. 2011) ou le Mi-Tertiaire (Wang, 2004). Les espéces d’Artemisia sont
caractérisées par une plasticité écologique remarquable, elles sont distribuées dans différents
environnements (depuis les zones arides et semi-arides et les steppes de 1’hémisphére nord
jusqu’aux zones humides) et sur des altitudes variables, allant du niveau de la mer jusqu'a 4000
m (Valles et McArthur, 2001). Certaines especes sont cosmopolites, d'autres sont endémiques

avec une aire de distribution assez restreinte (Vallés et al. 2011).

L’ Asie centrale constitue le foyer principal de la diversification et de la spéciation d'Artemisia,
avec des centres secondaires, situés dans I'lrano-Touranienne, dans la Méditerranée et dans
I'Ouest de I'Amérique du Nord (Vallés et McArthur, 2001; Pellicer et al. 2010; Garcia et al.
2011; Valles et al. 2011).

Artemisia herba-alba est une espéce caractéristique des zones arides du bassin méditerranéen
(Salido et al. 2004) (Figure 2). Au nord de la Méditerranée elle est relativement abondante dans

la Péninsule Ibérique, principalement dans le Centre, I’Est et le Sud-est de I’Espagne (Vallgs,

)
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1987). En Afrique du Nord, Artemisia herba-alba occupe des immenses étendues dans les zones
arides et semi-arides des pays du Maghreb (Algérie, Maroc et Tunisie) et s’é¢tend a I’Est vers la
Lybie et I’Egypte (Quézel et Santa, 1963; Ouyahya, 1987; Le Houerou, 1995; Ferchichi, 1997).

-
et 14 = Tl v
e - eRe g
Océan Atlantigue > . '%‘J r
Mer Méditerrande y
Algérie |
© ’ #
tibye Egypte
Sehare
occidental .
Légende :

O A spproomatne
. Présence sgnalee

Figure 2 : Distribution géographique d’Artemisia herba-alba dans le bassin méditerranéen

En Algérie, Artemisia herba-alba est distribuée dans les zones steppiques sur une bande longue
de 1200 km, allant de la frontiere Tunisienne jusqu'a la frontiere Marocaine et constituée des
hautes plaines steppiques de 1’Ouest et du Centre, de la cuvette du Hodna et des hauts plateaux
Constantinois (Figure 3). Ses limites vers le Nord s’étendent jusqu’a la bordure Sud de I'Atlas
tellien Orano-Algérois et le secteur de tell Constantinois, au Sud jusqu’a la région steppique
présaharienne (piémonts Sud de I’atlas saharien et plateau saharien Sud). Elle est présente aussi

dans le Hoggar a I’extréme Sud Algérien sur des altitudes allant jusqu’a 2000 m.
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Figure 3 : Distribution géographique d’Artemisia herba-alba en Algérie

1.5. Description botanique :

Artemisia Herba alba est une plante herbacée a tiges ligneuses et ramifiées, de 30 a 50 cm, trés

feuillées avec une souche épaisse. Les feuilles sont petites, blanches et laineuses avec un aspect

argenté. Les fleurs sont groupées en grappes, a capitules trés petites et ovoides de 1,5 a 3 mm

de diametre (Bezzal, 2010) (Figure 4).
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Figure 4 : Dessin de détail d‘aprés POTTER, 1981 d’A. Herba alba.
1.5.1. Partie souterraine

L‘armoise blanche présente une racine principale, épaisse et ligneuse, bien distincte des racines
secondaires, qui s‘enfoncent dans le sol comme un pivot. Le systéme racinaire a une extension

peu profonde avec un grand nombre de ramifications latérales particulierement

Abondantes entre 2 a 5 cm de profondeur mettant en relation cette forme de racine avec
1‘existence d“un court calcaire superficiel. Quand I‘armoise se développe dans une région plus
humide, ses racines pénétrent profondément jusqu‘a 40 a 50 cm et ne se ramifient qu‘a cette
profondeur (Pourrat, 1974).La biomasse racinaire diminue trés vite avec la profondeur et trés

peu de racines sont retrouvées a partir de 50 cm (Aidoud, 1983).
1.5.2. Partie aérienne

Elle est représentée par la partie ligneuse, la tige, les feuilles et les fleurs
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1.5.3. La tige

L‘armoise présente une tige principale tres épaisse, rougeatre, qui se ramifie et se prolonge par
de nombreuses tiges de plus en plus fines. Chaque tige se distingue par une taille allant de 30 a

50 cm (Bendahou, 1991) (Figure 5).

Figure 5 : Photographie de tige de 1‘espéce A. herba alba

1.5.4. Les feuilles et les rameaux

Les feuilles sont courtes, blanches laineuses, et argentés. Elles sont trés petites et entieres, ce
qui réduit considérablement la surface transpirante et permet ainsi a la plante de résister a la

sécheresse (Pourrat, 1974) (Figure 6).
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Figure 6 : photographie des feuilles et rameaux de 1‘espéce d°A. Herba alba

1.5.5. Les Fleurs

La floraison s‘effectue en automne a partir du mois de septembre. La fleur est formée
d‘inflorescences en capitules. Ces derniers sont tres petits, étroits (5 a 12 mm) ovoides a
involucres scarieux de contenant que 3 a 8 fleurs. Tous hermaphrodites. Ces capitules

pauciflores, en général homogames sont insérés directement sur 1‘axe et sans aucun support

(Ozenda, 1985) (Figure 7).

Figure 7 : photographie de la fleures de 1‘espece d*A. Herba alba

L'armoise herbe blanche est une plante ligneuse basse et toujours verte. Ses caractéristiques

morphologiques et physiologiques font d‘elle une espeéce bien adaptée aux conditions
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climatiques arides. Le dimorphisme saisonnier de son feuillage lui permet de réduire la surface
transpirante et d‘éviter ainsi les pertes d‘eau (Ourcival, 1992).Grace a son systéme racinaire
trés dense a la surface, 1‘armoise herbe blanche est capable de valoriser toute humidité
superficielle occasionnée par des petites pluies(Le Floc _h, 1989).Cette espece est ¢galement
capable d‘exploiter 1°‘humidité du sol jusqu‘a 50 cm de profondeur(Floret et Pontannier, 1982)
et peut profiter des fractures de la crotte, pour atteint profondeur proche d‘humidité, notamment

dans les sols a encrolitement calcaire.

I est rapporté que chez les plantes dgées d’A. herba-alba, la tige principale se divise en «
branches » physiologiquement indépendantes les unes des autres et susceptibles de mourir sans
entrainer la mort de la plante entiére (Evenari et al. 1980).

11 est rapporté que chez les plantes agées d’A. herba-alba, la tige principale se divise en «
branches » physiologiquement indépendantes les unes des autres et susceptibles de mourir sans

entrainer la mort de la plante entiere (Evenari et al. 1980).
1.6. Biologie

L'armoise herbe blanche est une plante ligneuse basse et toujours verte. Ses caractéristiques
morphologiques et physiologiques font d’elle une espece bien adaptée aux conditions

climatiques arides.

Le dimorphisme saisonnier de son feuillage lui permet de réduire la surface transpirante et

d’éviter ainsi les pertes d’eau. (Ourcival J M, 1992).

Grace a son systéme racinaire treés dense a la surface, I’armoise herbe blanche est capable de

valoriser toute humidité superficielle occasionnée par des petites pluies. (Le Floc’h E, 1989).

Cette espece est également capable d’exploiter I’humidité du sol jusqu’a 50 cm de profondeur
(Floret CH, et Pontannier R, 1982) et peut profiter des fractures de la croQte, pour atteindre les

poches d’humidité, notamment dans les sols a encrolitement calcaire.

EVENARI et coll. (1976), ont rapporté que chez les plantes agées d’Artemisia herba-alba, la
tige principale se divise en « branches » physiologiquement indépendantes les unes des autres

et susceptibles de mourir sans entrainer la mort de la plante entiere.(Evenari M et al., 1980)

La floraison de cette espece débute le plus souvent en juin mais les fleurs se développent

essentiellement a la fin de I'été.
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Lors des années pluvieuses et dans les sols qui lui conviennent, I'armoise herbe blanche présente

une forte production de graines et un pouvoir de régéneration élevé.(Nabli M A, 1989).
1.7. Classification de I’artemisia herba alba

Le genre Artémisia appartient & la famille des composés, il comprend environ 400 espéces
regroupées en quatre sections : Abrotanum, Absinthium, Seriphidium et dracunculus. La
classification de I'artémisia herba alba la plus utilisée dans la systématique du genre Artémisia
est celle donnée par Quenzel et Santa et que nous pouvons résumer comme suit dans le tableau

suivant:

Tableau 02 : classification de I’armoise blanche

Regne Végetal

EMBRANCHEMENT Phanérogames

SOUS EMBRANCHEMENT Angiospermes

CLASSE Dicotylédones gamopétales
SOUS CLASSE Gamopétal épiquyne isostermes
ORDRE Asterales

FAMILLE Synanthérées ou composées
SOUS FAMILLE Tubuliflores

TRIBU Anthemidées

GENRE Artémisia

ESPECE Artémisia herba alba

1.8. Usage d’Artemisia :
La plante est connue pour étre antipaludique, anti-inflammatoire, antitumorale, antidiabétique
et allélopathique. Les plantes du genre Artemisia (Asteraceae) sont utilisées en médecine

traditionnelle par de nombreuses cultures depuis I'Antiquité. Les tisanes de ces espéces ont été
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utilisees comme agents analgésiques, antibactériens, antiplasmodiaux et hémostatiques,
anthelminthiques, antidiarrhéiques et diurétiques, tandis que plusieurs extraits et huiles
essentielles ont présenté un certain nombre d'activités biologiques telles que antimicrobiennes
.De plus, certaines espéces du genre sont freqguemment utilisées pour le traitement de certaines
maladies telles que I'népatite, le cancer et les infections par des champignons, des bactéries et
des virus. Historiqguement, I'armoise a été un genre productif dans la recherche de nouveaux
composés biologiquement actifs. Des investigations phytochimiques ont montré que ce genre

est riche en sesquiterpenes, monoterpénes, flavonoides et coumarines.
1.9. Compositions chimiques

L‘armoise herbe blanche constitue un fourrage particulierement intéressant. En effet, la plante
présente un taux de cellulose beaucoup moins élevé que ne laisse préjuger son aspect (17 a 33
%).La matiere seche (MS) apporte entre 6 et 11 % de matiére protéique brute dont 72 % est

constituée d'acides aminés.

Le taux de B-caroténe varie entre 1,3 et 7 mg/kg selon les saisons. La valeur énergétique de
I‘armoise herbe blanche, trés faible en hiver (0,2 a 0,4UF/kg MS), augmente rapidement au
printemps (0,92 UF/kg MS) pour diminuer de nouveau en été (0,6 UF/kg MS) .En automne, les
pluies de septembre provoquent une nouvelle période de croissance et la valeur énergétique
augmente de nouveau (0,8 UF/kg MS) Les plantes de la famille des Astéracées, a laquelle
appartient I'armoise herbe blanche, ont fait l'objet de plusieurs études photochimiques par

intérét économique surtout pour leurs huiles essentielles.

La partie aérienne d‘A. Herba alba posséde des activités antioxydants significatives. En effet
cette partie de la plante est riche en composés doués d‘activité antioxydants tels que: les
flavonoides, les poly phénols et les tanins, ces différents constituants exercent ses actions
antioxydants en inhibant la production de 1‘anion su peroxyde, 1‘hydroxyle, comme ils inhibent

la peroxydation lipidique au niveau des microsomes (Bruneton, 1999).
1.10. Activité antioxydante

De nombreuses plantes médicinales contiennent de grandes quantités de composes
antioxydants, qui pourraient étre isolés et ensuite utilisés comme antioxydant pour la prévention
et le traitement des troubles liés aux radicaux libres. Dans une étude de Djéridane et al. (2006),
I’objet était 1’évaluation par une méthode chimique de la capacité antioxydante des composés

phénoliques issus de certaines plantes médicinales algériennes, y compris A. herba-alba. Ces
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plantes medicinales ont montré une plus forte activité antioxydante et une teneur importante en
composes phénoliques. Il a été noté dans cette étude que ces plantes algériennes sont de
puissants piégeurs de radicaux et peuvent étre considérées comme de bonnes sources
d'antioxydants naturels a usage médical et commercial (Djeridane et al. 2006). Un beeuf haché,
cru et cuit ont été traitées avec un extrait aqueux d’A. herba-alba, de romarin, de fenouil et de
crue a des niveaux de 5 mm de 10% (poids de matiére végétale par rapport a lI'eau) extrait pour
100 g de viande. Les patés ont été conservés au refrigérateur (4°C) pendant 16 jours et des
échantillons ont été prélevés a 4 jours d'intervalle. Les résultats ont montré que la viande cuite
était plus susceptible a la détérioration oxydative que la viande crue. En outre, A. herba-alba
avait un peu role moins efficace que les autres herbes. Dans une autre étude, 21 échantillons de
plantes ont été prélevés dans différents sites jordaniens et utilisés pour I'évaluation des
antioxydants. Le niveau de I’activité antioxydante, déterminé par les tests DPPH et ABTS
montre qu'Artemisia herba-alba avait une activité antioxydante modérée par rapport aux autres
plantes (Al-Mustafa et Al-Thunibat, 2008).

1.11. Composés polyphénoliques

La plante est riche en composés polyphénoliques, qui sont les meilleurs antioxydants,
flavonoides et tanins. Le terme flavonoide désigne une tres large gamme des composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols. Ils sont considérés comme des pigments quasi lents
universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois
des feuilles. Les principaux flavonoides isolés a partir de I'armoise herbe blanche sont : la
hispiduline, la cirsimaritine. Des flavonesglycosidiques comme la 3- rutinoside, quercétine et
isovitexine sont aussi mis en évidence (Moufid et Eddouks, 2012).L'acide chlorogéniqueest
isolé a partir d’ Artemisia herba-alba, au cours d‘une enquéte réalisée sur 49 especes de plantes
médicinales marocaines (Moubhajir et al, 2001).Dans une autre enquéte sur les principes actifs
antiulcérogénes d‘A. herba-alba, huit polyphénols et composants connexes ont été isolés (Kim
T-H et al, 2004).

1.12. Flavonoides de I'armoise herbe blanche

Ce sont des composés phénoliques qui contribuent a la pigmentation de la plante. Tres
ubiquitaires, certains d’entre eux jouent le role de phytoalexines, métabolites synthétisés par la

plante pour lutter contre divers parasitoses.

Les flavonoides sont rencontrés a 1’état libre (soluble) ou liés a un sucre (glycosides) dans le

liquide vacuolaire.
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La coloration des dérivés dépend des différentes substitutions de 1’atome d’hydrogeéne sur

divers cycles, de la formation de complexes avec les ions métalliques (Fe3+, Al3+) et du pH

Les principaux flavonoides isolée a partir de 1'Armoise herbe blanche sont I’hispiduline, la

cirsimaritine.

Des flavones glycosides comme la 3-rutinoside-quercétine et I’isovitexine ont été mis en

évidence chez des chémotypes du Sinai. (Saleh N et al. 1985).
1.13. Activiteé anti-inflammatoire :

L'inflammation est une réponse physiologique provoquée par des inducteurs exogenes tels que
des agents infectieux, des allergenes, ainsi que par des déclencheurs endogénes libérés par des
tissus/cellules stressés ou endommagés (Sousa et al. 2020). La réponse inflammatoire est un
processus impliquant des interactions complexes entre les molécules inflammatoires qui

incitent les tissus a répondre (Thangavelu et al. 2021).
. Préparation des infusions

L'étude des plantes médicinales commence par les procédures de pré-extraction et d'extraction,
qui constituent une étape importante dans le traitement des constituants bioactifs des matieres
vegétales (Azwanida et al., 2019). Les infusions fraiches sont préparées en faisant maceérer la
plante pendant une courte période avec de I'eau froide ou bouillante. Ce sont des solutions

diluées des constituants facilement solubles des plantes (Handa et al., 2008).
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I1.1. Définition des probiotiques

Le mot « probiotique » vient du grec et signifie « pour la vie ». Selon 1’Organisation Mondiale
de la Sant¢ (OMS) et I’Organisation des Nations Unies pour 1’alimentation et 1’agriculture
(FAO), les probiotiques sont définis comme des « microorganismes vivants qui lorsqu'ils sont
ingérés a une concentration appropriée, exercent divers effets bénéfiques sur I'hbtex»
(Markowiak et al., 2017 ; Roobab et al., 2019).

Ces dernieres années, de nouvelles définitions ont été ajoutées a la terminologie des
probiotiques, telles que « paraprobiotiques » (cellules mortes/inactivées de probiotiques) et «

postbiotiques » (métabolites sains de probiotiques) (Zendeboudi et al., 2020).
11.2. Criteres de sélection des probiotiques

Un bon probiotique doit étre non pathogéne et non toxique et rependre aux principaux critéres
de sélection de tout microorganisme probiotique potentiel, y compris la résistance a l'acidité
gastrique et aux sels biliaires, I'adhérence au mucus et/ou aux cellules épithéliales intestinales
et la production des substances antimicrobiennes (Shokryazdan et al., 2017). La FAO/OMS a
publié «les lignes directrices pour I'évaluation des probiotiques dans les aliments » qui ont établi
des normes y compris I'évaluation de la securité et de la fonctionnalité, ainsi la fonction
technologique (Figure 4) (Ma et al., 2018 ; de Melo Pereira et al., 2020)

11.2.1. Critéres fonctionnels associés a I'héte :

La capacité de tolérance au stress est un parametre de sélection, ainsi au moment de
I'administration, le probiotique doit étre résistant aux enzymes présentes dans la cavité buccale
('amylase et le lysozyme). Aprés ingestion, les cellules probiotiques sont confrontées a des
facteurs antimicrobiens dans I'estomac (pH bas, suc gastrique et pepsine) et dans les intestins
(pancréatine et sels biliaires). Par ailleurs, I'adhésion aux cellules épithéliales est liée a la fois a
la capacité d'auto-agrégation et aux propriétés hydrophobes de la surface cellulaire pour une
meilleure interaction entre les microbes et les cellules épithéliales humaines. Une fois adhérés
a l'intestin, les probiotiques produisent des composants antimicrobiens qui peuvent tuer les
bactéries pathogenes ou par d'autres mécanismes d'antagonisme probiotique comprenant, la
compétition pour les nutriments, la coagrégation avec des agents pathogénes et la stimulation

du systeme immunitaire (de Melo Pereira et al., 2020).
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Figure 8 : Approches utilisées pour la caractérisation des souches probiotiques (de Melo
Pereira et al., 2020)

11.2.2. Critéres sécuritaires :

Le risque d'infection lors de l'introduction de probiotiques vivants dans l'alimentation doit étre
évalué. La communauté : Européenne, des Etats Unis et du Canada ont été consacrées a
I'établissement de criteres pour I'évaluation de I'innocuité des probiotiques a usage humain, y
compris 1’isolement, l'identification taxonomique et l'absence de virulence, de toxicité et de
genes de résistance aux antibiotiques transférables. La plupart des probiotiques disponibles sur
le marché aujourd'hui sont d’origine humaine et ce afin d’augmenter la compatibilité et la survie
des probiotiques avec le tractus gastro intestinal. Pour la plupart des études, la production
d'entérotoxines et/ou l'activité hémolytique étaient les seuls tests utilisés pour I'évaluation de

I'innocuité des bactéries probiotiques (de Melo Pereira et al., 2020).
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11.2.3. Criteres Technologiques :

Les souches probiotiques doivent répondre aux exigences liées a la technologie de leur
production, ce qui signifie qu'elles doivent pouvoir survivre et conserver leurs propriétés tout

au long des processus de stockage et de distribution (Markowiak et al., 2017).
11.3. Données sur le probiotique ultrabiotique

Les principaux microorganismes probiotiques appartiennent au groupe des bactéries & Gram
positifs, tels que Lactobacillus, Bifidobacterium, Leuconostoc, Pediococcus, Enterococcus,
Streptococcus et Bacillus. La majorité d'entre elles sont des bactéries lactiques. Quelques Gram
négatifs, comme Escherichia coli Nissle, et les levures du genre Saccharomyces sont également

considérés comme probiotiques (Fiocco et al., 2020).

Ultrabiotique Immune Defense System est un complexe de 4 souches : Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium breve, qui
contient 4 milliards de micro-organismes vivants a la fabrication. Ce complexe est enrichi en

vitamine D3 et zinc pour contribuer au bon fonctionnement du systeme immunitaire.

Ultrabiotique est un complexe de probiotiques qui contribue a rééquilibrer la flore intestinale
et a renforcer les défenses naturelles de l'organisme. Les probiotiques sont des micro-
organismes vivants aux propriétes bénéfiques sur la santé. Certains d'entre eux aident a restaurer
la flore intestinale, premiere barriere de défenses naturelles de I'organisme et lui permettent
d'assurer ses multiples fonctions sur la digestion et I'absorption des nutriments et sur les
mécanismes de défenses naturelles. A la fabrication, chaque gélule d'Ultrabiotique contient 4
milliards de bactéries lactiques actives, ce qui correspond a une prise quotidienne de 8 milliards
de probiotiques. De plus, les probiotiques d'Ultrabiotique ont été sélectionnés pour leur
résistance a l'acidité gastrique, aux sels biliaires et pour leur fort pouvoir d'adhésion aux cellules

intestinales.

11.4. Survie des probiotiques au cours du transit gastro-intestinal

La viabilité des probiotiques est essentielle pour obtenir les bienfaits pour la santé associés a

leur consommation (Fiocco et al., 2020).

Lors de l'ingestion, la survie des probiotiques est mise a I'épreuve par les conditions
environnementales difficiles et uniques trouvées dans le tractus gastro intestinal de I'h6te. En

effet, un bon probiotique doit étre capable de tolérer I'acide gastrique, a l'activité perturbatrice
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des enzymes digestives et a la bile. Une fois le probiotiques atteint I'intestin distal, il trouvera
un autre facteur nuisible qui est la microflore indigene de compétition, donc; il doit adhérer a
I'épithélium intestinal, ainsi que produire des substances antimicrobiennes. De plus, il faudrait
persister dans le tractus gastro intestinal suffisamment longtemps pour présenter un effet
bénéfique (Ma et al., 2018 ; Fiocco et al., 2020).

Une fois arrivé au niveau intestinal, le principal avantage des probiotiques est I'effet sur le
développement du microbiote de maniére a assurer un bon équilibre entre les agents pathogenes
et les bactéries nécessaires au fonctionnement normal de lI'organisme (Markowiak et al., 2017).
Les Véritables cellules probiotiques sécrétent certaines substances telles que les bactériocines,
H202 et les acides organiques (acide butyrique, lactique et acétique) qui agissent comme des
agents antimicrobiens. L'activité antimicrobienne des probiotiques affecte également les agents
pathogenes en abaissant le pH, en agglutinant les agents pathogénes, en piégeant et en
métabolisant les substances toxiques ou en ajustant la mobilité de I'intestin et la production de
mucus dans l'intestin (Zendeboudi et al., 2020).

I1.5. Activité anti-inflammatoire et probiotique

Des études faites sur des animaux et des humains ont montré que les probiotiques peuvent avoir
un effet crucial sur la modulation des mécanismes immunitaires et inflammatoires. Les
probiotiques améliorent la différenciation des lymphocytes T en différentes voies favorisant ou
supprimant la réponse inflammatoire. De plus, les probiotiques en interaction avec les cellules
dendritiques et les macrophages peuvent offrir la production des niveaux inférieurs de TNF a,
réduisant I'état inflammatoire dans les maladies inflammatoires intestinales (Cristofori et al.,
2021 ; Vincenzi et al., 2021).

11.6. Activité anti-oxydante des probiotiques

Ces dernieres années, la recherche d'antioxydants plus sdrs et naturels a partir de ressources
biologiques pour remplacer les antioxydants synthétiques, a fait I'objet d'une grande attention
pour protéger le corps humain contre les radicaux libres et ralentir la progression de nombreuses
maladies chroniques (Mishra et al., 2015 ; Wang et al., 2017).

Lorsque le corps est dans un état de stress oxydatif, les probiotiques ont de fortes propriétés
antioxydants. La plupart ont des systémes pour piéger les radicaux libres (DPPH, O2-) qui sont

des systemes enzymatiques et non enzymatiques (Feng et al., 2020).
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Le systéeme enzymatique antioxydant est basé sur la capacitée des souches a piéger les radicaux
libres en produisant des enzymes antioxydantes qui dismutent les radicaux libres en O2 et
H202. En plus de la production d'enzymes antioxydantes, les probiotiques possédent un
mécanisme non enzymatique reposant sur la chélation des ions métalliques (Fe2+ et Cu2+)
(Feng et al., 2020).Ainsi la consommation d'antioxydant tels que les polyphénols et la
production des pigments organiques appelés caroténoides qui sont capables de bloquer les
réactions d'oxydation des radicaux libres (Averina et al., 2021).

Les principaux mécanismes employés par les bactéries probiotiques pour réduire le stress
oxydatif dans leurs propres cellules ainsi que chez les hotes comprennent (Figure 6) (Feng et
al., 2020 ; Averina et al., 2021; Sanchez et al., 2021) :

Chélation des métaux

Syntheése des enzymes et des composés aux propriétés antioxydant

Piégeage des ROS

Activation de la transcription des enzymes qui neutralisent les radicaux libres
Modulation de la composition spécifique du microbiote intestinal

Impact sur la perméabilité de la barriére intestinale
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Figure 9: Mécanismes de I'activité antioxydante des probiotiques (Feng et al., 2020)
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I11.1.Matrices alimentaires aux probiotiques

Si l'association entre les produits a base de lait et les bactéries probiotiques dominent toujours
le marché actuel des produits probiotiques, il existe une demande croissante pour de nouveaux
aliments probiotiques non laitiers , notamment des produits aux composés bioactifs contenant
les probiotiques. A ce titre, les entreprises agroalimentaires et pharmaceutiques ont lancé de
nouveaux produits contenant des extraits de plantes et des probiotiques (Latifova et al., 2022).
Ou une consommation réguliére de ces produits offre des avantages supplémentaires pour la
santé en diminuant le risque des maladies chroniques (da Cruz Rodrigues et al., 2019 ; De
Bellis et al., 2021 ; Pimentel et al., 2021 ; Leyva-Porras et al., 2023).

A ce jour, des études visant ’usage des microorganismes probiotiques associés aux matrices
vegeétales, car les surfaces des matrices végétales représentent une niche appropriée pour
héberger les cellules microbiennes, ou elles sont protégées du stress au cours du processus de
digestion (De Bellis et al., 2021 ; Sampaio et al., 2021).

L’efficacité d'une combinaison probiotique-plante porteuse dépend de la composition de la
matrice alimentaire, il convient de privilégier les matrices contenant des molécules aux
propriétés bénéfiques pour la santé comme les composés phénoliques qui sont capables de

moduler positivement le microbiote intestinal (De Bellis et al., 2021).
111.2. Effet synergétique de la combinaison

Ce jour, les études indiquent que les propriétés intrinseques de diverses matrices végétales
peuvent étre exploitées avec succes et améliorées en développant une association efficace avec
les probiotiques. Dans ce cas, l'activité bénéfique et I'efficacité du probiotique pourraient étre
également améliorées et modulées par les composants du support a base de plantes obtenant un
produit fonctionnel final dans lequel les propriétés bénéfiques pour la santé de la matrice

agissent de maniére synergique et celles de la souche probiotique (De Bellis et al., 2021).
I11.2.1. Survie des probiotiques :

La survie des cultures probiotiques dépend des étapes de transformation, de la matrice
alimentaire, de la souche probiotique et de la forme d'incorporation dans la matrice. Plusieurs
approches sont entreprises pour améliorer et maintenir les cellules microbiennes viables,
Comme le développement de combinaisons symbiotiques entre des aliments d'origine végétale
et des probiotiques. A ce titre, il existe des preuves pour confirmer cette relation bénéfique qui

ont montre 1’effet prébiotique des acides phénoliques, des flavonoides dans la stimulation de la
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croissance des bactéries probiotiques. Les résultats d’une étude effectuee sur l'effet des
différents extraits aqueux de plantes médicinales et aromatiques sur la viabilité de probiotique,
ont montré que les bactéries probiotiques maintenaient et méme amélioraient leur viabilité en
présence des extraits des différentes plantes (Akan et al., 2020 ; Sampaio et al., 2021 ; Pimentel
etal., 2021).

111.2.2. Biodisponibilité des composés bioactifs : Les propriétés médicinales des plantes
aromatiques sont attribuées a la présence de composés bioactifs, notamment les composés

phenoliques (Dogan et al., 2020).

Les polyphénols des aliments ont plusieurs effets potentiellement bénéfiques sur la santé
humaine. Il convient de noter que ces effets sont étroitement liés a leur biodisponibilité et leur
bioaccessibilité. La biodisponibilité est profondément influencée par la grande diversité des
structures chimiques des polyphénols et les biotransformations favorisées par le microbiote
intestinal (Lippolis et al., 2023).
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La totalit¢ de notre travail s’est 'effectué¢ au niveau du laboratoire de biologie de la faculté
sciences de la nature et de la vie a I'Université Amar thlidji_laghouat durant la période mars-
mai 2024.

11.1. Matériel

11.1.1. Matériel biologique : Pour la réalisation des différentes parties de notre étude, j’ai

utilisé ce qui suit :

Souches bactériennes : Ultrabiotique Immune Defense System est un complexe de 4 souches
. Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium

breve, je I'ai acheté a la pharmacie

Matrice végétale : J'ai utilisé la plante médicinale qui est I'armoise et elle a été cueillie dans la

région de Laghouat

Cellules épithéliales : Les cellules épithéliales du poulet ont été préparées au niveau du

laboratoire et elles ont servi pour le test de 1’adhésion in-vitro

Enzymes : Les enzymes suivantes ont été utilisées, il s’agit de la pepsine (2000U/ml), a-

amylase (75U/ml) et la pancréatine (100U/ml).

11.1.2. Produits chimiques et réactifs : Pour la réalisation des différents tests, j’ai utilisé ce

qui suit :

Sels : Chlorure d’aluminium (AICI13), Chlorure de calcium CaCl2 (0.5M et 0.3M), Chlorure de

potassium KCI (0.5M), Chlorure de sodium NaCl (2M), Bicarbonate d’ammunium NH4
(CO3)2 (0.5M), Carbonate de sodium Na2CO3 (7.5%), Sulfate ferreux FeSO4, Chlorure de
magnésium MgCI2(H20)6 (0.15M), Phosphate de potassium monobasique KH2PO4(0.5M).

Tampons : Tampon phosphate, Tampon phosphate salin PBS.

Acides et Bases: Acide trichloro-acétique (TCA), Acide ascorbique, acide gallique, HCI
(6M), NaOH (1M).

Réactifs et autres : Folin-Ciocalteu (10%), DPPH, Peroxyde d’hydrogene, Sels biliaires.
Sucre : dextrose
11.1. 3. Appareillage : Notre étude a nécessité ce qui suit :

Agitateur magnétique chauffant

E



Autoclave, Four pasteur, Etuve

Balance électronique, Balance analytique, Balance de précision
Centrifugeuse Sigma

Spectrophotometre UV-VIS UV-1900i

Vortex, pH-métre

Réfrigérateur, Microscope optique

Evaporateur rotatif

Chauffe-ballon

I1. Matériel et Méthodes
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11.2. Méthodes

11.2.1. Préparation de I’infusion de I’armoise, analyse phytochimique, activités

antioxdants et antiinflammatoire
11.2.1.1.Préparations de I’infusion de I’armoise :

Pour la préparation de I’infusion, la plante médicinale qui est I'armoise a été cueillie dans la
région de Laghouat. Afin de simuler la préparation domestique d'infusion de 1’armoise et une
fois que I'eau distillée (200 mL) a atteint 100 °C(avec quelques modifications de moi), 1g de
I'armoise a été immédiatement immergé dans le liquide pendant 10 min sans chauffage.

L’infusion de I’armoise a été conservé a température ambiante pour refroidissement jusqu’a la

réalisation du test (Jilani et al. 2015).

Figure 11 : L’infusion de I’armoise Figure 10 : L’armoise blanche

11.2.1.2. Analyses phytochimques de I’infusion : Il s’agit de la détermination de la

composition en deux composes bioactifs, les polyphénols totaux et flavonoides totaux.

11.2.1.2.1. Teneur en polyphénols totaux : On a mesuré la quantité totale de polyphénols dans
I'armoise en utilisant la méthode Folin Ciocalteu. On a mélangé 1 ml de I'infusion de I'armoise
diluée dix fois avec 1 ml de Folin Ciocalteu a 10 %, on a incubé pendant 5 minutes, puis on a
ajouté 1 ml de carbonate de sodium (Na2CO3 a 7%). Tout a été mis en incubation a température

ambiante dans I'obscurité pendant une heure. On a mesuré I'absorbance des echantillons a 765
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nm en utilisant un spectrophotomeétre. En utilisant la courbe d'acide gallique, on a calculé la
concentration en polyphénols en utilisant pg d'équivalent acide gallique (EAG) par mL

d'infusion de I'armoise (Wang et al. 2022).
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Figure 12 : Les tubes d'essai de la teneur totale en polyphénols

11.2.1.2.2. Teneur en flavonoides : La teneur en flavonoides de I’infusion a été déterminée
selon la méthode décrite par Benhamada et al. (2020). On a mélangé 1 ml de I'infusion avec 1
ml de chlorure d'aluminium a 2% et on a incubé tout cela pendant 30 minutes dans I'obscurité
et a tempeérature ambiante. Apres ce temps d'incubation, on a mesuré I'absorbance a une
longueur d'onde de 430nm. La quantité a été calculée en utilisant la courbe d'étalonnage avec

de la quercétine.
11.2.1.3. Activité antioxydante

11.2.1.3.1. Capacité antioxydante totale (TAC) : Un volume de 0.3 ml de I’infusion a été
mélangé avec 3 ml d’une solution du réactif composé de I’acide sulfurique 0.6 M, phosphate

de sodium 28mM et molybdate d’ammonium 4 Mm. Les tubes ont été vissés et incubés a

95°C pendant 90 min. Apres refroidissement, 1’absorbance des solutions a été mesurée a 695

nm, l'acide ascorbique a été utilisé comme standard (Houas et al. 2022).

ﬂ
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Figure 13 : Les tubes d'analyse d’infusion antioxydante totale

11.2.1.3.2. Détermination de I'activité de piégeage des radicaux DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl) : L'activité de piégeage des radicaux DPPH a été déterminée selon la méthode
décrite par Tong et al. (2014) et Latifova et al. (2022) 1ml de I’infusion a été ajouté a 1 ml d’une
solution méthanolique fraichement préparée du 2,2-diphényl-2-picryle hydrate de hydrazyl
(DPPH). Le mélange a été vortexé pendant 30 s et incubé a I'obscurité pendant 30 min. La
valeur d'absorbance a été mesurée a 517 nm et la capacité d'inhibition a été obtenue en utilisant

la formule suivante :

1%= [(DO contréle — DO blanc eéchantillon)/ DO contréle] x 100

Avec :
Controle : DPPH +méthanol

Blanc de I’échantillon : infusion + méthanol

s
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Figure 14 : DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de

couleur violette foncée

11.2.1.3.3. Réduction du fer (FRAP): Le pouvoir réducteur du fer (Fe3+) dans I’infusion a été
déterminé selon la méthode décrite par Bougandoura et al. (2013). 1ml de I’infusion diluée dix
fois) avec quelques modifications de moi )a été mélangé avec 2.5ml du tampon phosphate 0.2
M (pH 6.6) et 2.5ml d’une solution de ferricyanure de potassium K3Fe(CN)6 a 1%. L’ensemble
a été incubé au bain-Marie a 50°C pendant 30 min. Ensuite, 2.5ml d’acide trichloroacétique a
10% a €été ajouté pour stopper la réaction, puis les tubes ont été centrifugés a 3000 rpm pendant
10min. Un aliquote (2.5ml) de surnageant est combinée avec 2.5ml d’eau distillée et 0.5ml
d’une solution aqueuse de FeCl3 a 0.1%. La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel s’est
faite 2 700nm. L’acide ascorbique est utilis¢é comme standard et 1’absorbance a ét¢ mesuré dans

les mémes conditions que 1’échantillon.
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Figure 15 : Réduction du fer (FRAP) Figure 16 : dosage de Reduction du fer (FRAP)

11.2.1.4. Activité Anti-inflammatoire in-vitro : Nous avons utilisé la méthode de stabilisation
de la membrane HRBC avec quelque modification. Une quantité du sang frais a été prélevée a
partir des volontaires sains (la personne ne doit pas étre sous traitement antibiotique ou anti-
inflammatoire) et mélangée a un volume égal de solution d'Alsevers stérile (2% dextrose, 0.8
% de citrate de sodium, 0.5 % d'acide citrique et 0.5% d'acide citrique et 0.42 % de NaCl dans
de I'eau distillée). Le mélange obtenu a été centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min. Ensuite, les
cellules stimulées obtenues ont été lavées deux fois avec de 1’eau physiologique (Shakila et al,
2022).

Une suspension a 30% (v/v) a été préparée avec une solution de 1’eau physiologique (3ml sang
dans 27ml I’eau physiologie), puis 1ml de cette derniére a été melangé avec 1 ml de
I’échantillon. Le contrdle a été préparé en utilisant Iml d’eau distillée avec 1ml de sang. Tous
les mélanges de dosage ont été incubés a 56 °C pendant 30 min, puis centrifugés a 2000 rpm
pendant 5 min. La teneur en hémoglobine de chaque surnageant a été estimée par
spectrophotométrie a 560 nm (Shakila et al.2022).

1%= [(DO contrdle — DO échantillon)/ DO contréle] x 100

3
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Figure 17 : tubes de sang

11.2.2. Evaluation de quelques aptitudes probiotiques des souches in vitro

11.2.2.1. Résistance aux pH gastrique : La capacité des isolats a survivre en présence de pH
acide a été étudiée selon la méthode décrite par Divyashree et al. (2021) avec une légere
modification. 1ml d’ultrabiotique a été centrifugé a une vitesse de 10000 rpm pendant une durée
de 10 min. Deux fois, les culots ont été nettoyés avec du tampon phosphate salin (PBS a pH
7.2). Les culots ont été élevés de maniére distincte dans du bouillon MRS adapté aux diverses
valeurs de pH2, 3, 4 et 5,8 sont mélangés avec du HCI, puis incubés a 37 °C pendant 2 heures.

Une fois incubé, on a mesuré la densité optique a une longueur d'onde de 620 nm.

Le pourcentage de survie a été calculé par la comparaison des valeurs de la DO de la culture
dans le bouillon MRS aux différents pH :

% de survie = (DO MRS pH acide / DO MRS pH 5.8) x100
Avec : pH acide (pH2, pH3, pH4 et pH 5,8)

11.2.2.2. Résistance aux sels biliaires : Pour estimer la tolérance d’ultrabiotique aux sels
biliaires, le protocole de Mulaw et al. (2019) a été appliqué. Une culture jeune d’ultrabiotique
a été centrifugée a une vitesse de 10 000 rpm pendant une durée de 10 minutes. On a lavé les
culots a deux reprises dans le tampon phosphate salin (PBS a pH 7.2). Aprés avoir mis en
suspension les culots cellulaires dans le tampon PBS, on a placé 1 ml de cellules bactériennes

a
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préparées dans deux tubes a essais contenant 6 ml de PBS. Le premier a été ajouté 0,3 % de
sels biliaires, tandis que le deuxiéme a été utilisé comme témoin (sans sels biliaires). Tout cela
a eté incubé a une température de 37°C pendant 4 heures. Une mesure de la densité optique a
620 nm a été utilisée pour évaluer la resistance de la souche aux sels biliaires, et le taux de

survie a été mesuré.
% de survie = [DO sels biliaires/ DO Témoin] x 100

11.2.2.3. Hydrophobicité des surfaces cellulaires: Selon la méthode modifiée de Dell’ Anno
et al. (2021), Apres avoir récupéré le culot bactérien (culture de 18 heures) par centrifugation a
10000 rpm/10min, J’ai réalisé I'évaluation de I'hydrophobie de surface. J’ai procédé a deux
lavages successifs avant de le remettre en suspension dans 6 ml de Tampon phosphate de

magnésium. Puis, On a modifié la densité optique a 450nm (DO initiale).

On atesteé trois solvants : le xyléne, le chloroforme et le toluene. Chaque suspension bactérienne
a été ajoutée a 2 ml de chaque solvant. Tous les tubes ont été incubés pendant 10 minutes a une
température de 37°C, puis agités pendant 2 minutes. Aprés 30 minutes d'incubation a
température ambiante, la suspension a été stérilisee. Mesure de la densité optique de la phase
aqueuse a 450 nm.

On calcule I'nydrophobicité de la surface cellulaire (H%) en utilisant I'équation ci-dessous :
Hydrophobicité (%) = 100 x (DO initial — DO final)/ DO initial

11.2.2.4. Auto-agrégation et Co-agrégation: Le test d'auto agrégation a été effectué selon la
technique décrite par Darmastuti et al. (2021) avec des modifications mineures. J’ai cultivé
’ultrabiotique sur un bouillon MRS pendant 18 heures a une température de 37 °C, puis
centrifugées (10000rpm/ 10 minutes). Le substrat a été enlevé et les cellules ont été rincées a
deux reprises. L'absorbance de la suspension initiale a été mesurée en utilisant une solution
saline tamponnée au phosphate (PBS pH 7.2), puis en la répandant dans 6ml du méme tampon
avec une agitation de 10 secondes. Apres une incubation a 37°C pendant 4 heures, on a réévalué
I'absorption de la suspension bactérienne formée a l'aide d'un spectrophotometre a 620nm.

On a calculé les pourcentages de propriétés d'auto-agrégation en utilisant les formules suivantes

Autoagrégation (%) =1 — (At/A0) x 100

La suspension cellulaire de souche pour le test de co-agrégation a été préparée de la méme fagon

que pour le test d'auto-agrégation. Les quantités de suspensions cellulaires d’ultrabiotique et de

" |




Il. Matériel et Méthodes

la souche test (Escherichia coli ATCC 3569 ou autre) doivent étre égales (2 ml).On a vortexé
Pseudomonas aeruginosa ATCC2753(C) ou Staphylococcus aureus ATCC29522 (A)) pendant
10 secondes et on les a incubés a 37°C pendant 3 heures avec une agitation. Le mélange (Amix)

a été évalué a une longueur d'onde de 620 nm apres 3 heures d'incubation.

Enfin le pourcentage de co-agrégation a été calculé a I'aide de I'équation suivante (Sohn et al.
2020) :

Co-agrégation % = [(ALactobacillus+Atest) — Amix] / [(ALactobacillus+ Atest)] x100

11.2.2.5. Capacité d’adhésion aux cellules épithéliales : Nous avons testé I'adhésion de
souche aux cellules épithéliales de poulet comme décrit par Reuben et al. (2020) avec des

modifications selon les étapes suivantes :

Préparation de cellules épithéliales : les cellules épithéliales du poulet ont été fournies par

Pr. Idoui puis diluées jusqu’a la dilution 10-4 .

Préparation des cellules bactériennes : Le culot bactérien d’une culture de 18h a été récolté
par centrifugation a 6000 rpm pendant 10 min ; suivi par deux lavages par le PBS, le culot a
été repris dans 2ml de méme tampon suivis d'une observation a 1’aide d’une cellule de

mallasses pour confirmer que le nombre est approximativement de 108 cellules/ml.

Réalisation de test : On a mélangé 1 ml de la culture bactérienne avec 1 ml de la dilution 10-
4 de la suspension des cellules épithéliales préparées, puis on a effectué une
filtration.incubation a une température de 37°C pendant une durée de 45 minutes. On a
effectué un frottis coloré en utilisant du cristal violet 0.1% pendant 5 minutes. On évalue
I'adhésion en utilisant un microscope optique a caméra (Gx100).

Le test est considéré positif si le nombre de cellules adhérées est supérieur a 15.
11.2.3. Activité antioxydante de souche in vitro
11.2.3.1Résistance a la toxicité du peroxyde d’hydrogéne (H202 Scavenging Activity) :

L’évaluation de la résistance a la toxicité du peroxyde d’hydrogene a été faite selon la méthode
décrite par Kumari et al. (2020) avec des modifications mineures. On a ensemenceé la souche
dans le tampon phosphate salin PBS avec des concentrations de 0.4, 0.7 et 1.0 mM d'H202 et

on les a incubées a temperature ambiante pendant 6h. Suite a l'incubation, on a mesuré

" |




Il. Matériel et Méthodes

I'absorbance a une longueur d'onde de 620 nm afin d'évaluer la croissance cellulaire. On a
calculé le pourcentage de la survie des lactobacilles endommagés par I'H202 en utilisant la

formule suivante :
Taux de survie (%) = [Ae /At] x 100
Avec :

Ae : absorbance de 1’échantillon ;

At : absorbance du témoin.

11.2.3.2. Piégeage des radicaux libres 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) : La
centrifugation des cultures bactériennes de 18h a été effectuée a une vitesse de 6000rpm pendant
10 minutes afin de récupérer les cellules bactériennes. Les culots ont été lavés a deux reprises
et suspendus dans le tampon phosphate. Pour rendre le nombre de bactéries normal (107-108
UFC/mL), on a mélangé 1 ml de la préparation bactérienne avec 1 ml du réactif DPPH (0,1
mM). Ensuite, on a laissé la solution a température ambiante dans l'obscurité pendant 30
minutes, puis on a mesuré I'absorbance a 517 nm. Les cellules et I'éthanol étaient présents dans

le tube témoin (le blanc).
L'activité antioxydante a été calculée a I'aide de la formule suivante (Kim et al., 2021) :
Avec :

AE : Absorbance de I’échantillon ;

AB : Absorbance du blanc ;

AC : Absorbance du contrdle.

11.2.4. Survie d’ultrabiotique dans des solutions simulées a celles du tube digestif

11.2.4.1. Préparation des solutions meres des liquides simulés de la digestion : Une digestion
simulée composeée des phases orale, gastrique et intestinale et de fluides de digestion simulée a
été préparée comme indiqué dans le tableaul. Toutes les solutions utilisées pour la digestion
simulée ont été autoclavées a 120°C pendant 15min (Valerio et al., 2020).

S
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Tableau 3 : Composition des solutions simulées a la digestion (Valerio et al., 2020).

Solution mere Solution mere Solution mere
ajoutée pour ajoutée pour ajoutée pour
préparer préparer préparer
500ml (LS) 500ml (LG) 500ml (L)
KCI (0.5M) 15.1 ml 6.9 ml 6.8 ml
KH2PO4 (0.5M) 3.7ml 0.9 ml 0.8 ml
NaHCO3 (1M) 6.8 ml 12.5ml 42.5 ml
NaCl (2M) / 11.8 ml 9.6 ml
MgCI2(H20)6(0.15M) 0.5 ml 0.4 ml 1.1 ml
NH4(CO3)2 (0.5M) 0.06 ml 0.5ml /
HCI 0.06 ml 1.3 ml 0.7 ml

LS : Liquide salivaire ; LG : Liquide gastrique ; LI : Liquide intestinal.

11.2.4.2. Protocole expérimental de la digestion bucco-gastro-intestinale in vitro: La
procédure de digestion in vitro a été développée selon le protocole de Barros et al. (2020). Le
systéeme comprenait trois phases séquentielles a savoir la phase orale, la phase gastrique et la

phase intestinale (Figure 18).
Le protocole a pour but de:

e Tester la viabilité et la survie de la souche aux conditions bucco- gastrointestinales.

o Tester 'effet d’infusion (matrices alimentaires comme véhicules de la bactérie
probiotique) sur la viabilité et la survie de la souche aux mémes conditions de la
digestion.

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

dans les mémes conditions.

3
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5 ml de I'infusion de la menthe.

\ U ] =i Phase orale.

3.5 ml de liquide salivaire simulé (SSF) +
Incubation 37 <: 0.5 ml de I'alpha amylase + 25 pL. de CaCl,

°C/2 min
(0.3 M) + 975ul de 'eau distillé.
" —_—

{

Sml de la phase orale.
—8
3.75 ml du liquide gastrique + 0.8 ml de la Phase

| pepsine + 2.5 ul CaCl; (0.3) + 0.1 ml de — Gastrique.
PHCI (1M) + 0.3475ml de I’eau distillé.
-

{ T |
- N

Sml de la phase gastrique
Y \eZpgnauver ) |  —
2.76 ml de liquide intestinal simulé (SIF) + 1.25 ml de la

pancréatine + 0.625ml des sels biliaire + 10 Ul de CaCly
+0.0375ml de NaOH + 0.3275ml de I'eau distillée. S—

N

Incubation 37
°C/2h

Phase

Figure 18 : Modele de digestion in vitro (Valerio et al., 2020).

11.2.5. Effet de la digestion sur la biodisponibilité des polyphénols, des flavonoides,

P’activité antioxydant et anti-inflammatoire de I’infusion

Aprés chaque étape de digestion, nous avons effectué ce test sur l'infusion en mesurant les
polyphénols et les flavonoides. On a utilisé les mémes méthodes mentionnées précédemment
dans les parties 11.2.1 ; 11.2.1.3 et 11.2.1.4.

11.2.6. Effet de la digestion sur la survie, la viabilité et I’activité antioxydante, de souche
in vitro

11.2.6.1 Evaluation de la survie et la viabilité d’ultrabiotique: L'évaluation de la survie est
basé sur une comparaison du nombre de bactéries viables apres chaque phase de digestion, avec

le nombre initial. Deux tests ont été réalisés :

Intestinale.

ﬂ
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Mesure de la densité optique : Chaque échantillon de chaque phase de digestion a été soumis

a une lecture spectrométrique a 620 nm.

Le dénombrement direct sur boite de Pétri :

Dans un tube & essai contenant 9 ml d'eau physiologique stérile, on a prélevé 1 ml de chaque
phase de digestion avec une pipette stérile, afin d'obtenir une dilution de 10-1.

Des lors, nous repétons la méme opération afin d'atteindre la dilution 10-7. On a étalement
100ul de la dilution 10-6 et 10-7 de chaque phase sur des boites de Pétri contenant de la gélose
MRS. Finalement, les colonies bactériennes ont été comptées apres 48 heures d'incubation a
une température de 37°C en utilisant la formule suivante (Wang et al., 2021) :

Nombre UFC/ml=X2 CV (n1+ 0. 1n2) @
Avec :

v" C: Nombre de colonies sur boites de chaque dilution retenue ;

v" V : Volume de la suspension bactérienne déposée sur boite (ml) ;
v" nl: Nombre de boites correspondant a la plus faible dilution ;

v" n2 : Nombre de boites correspondant a la plus forte dilution ;

v d: Correspond a la plus faible dilution.

11.2.6.2. Evaluation de I’activité antioxydant et anti inflammatoire : Aprés la phase orale,
gastrique et intestinale, deux activités ont été évaluées en utilisant les tests déja mentionnés
dans les Parties 11.2.2 et 11.2.3.

11.2.7. Effet de la digestion sur la survie, I’activité antioxydant et anti-inflammatoire de

L’ultrabiotique en présence de I’infusion in vitro

Dans cette section, nous avons examiné l'impact de I’armoise en tant que matrice alimentaire
sur la viabilité, la survie, ainsi que l'activité antioxydante et anti-inflammatoire du mixte
(probiotique + matrice végétale) aprés chaque étage de la digestion. Les méthodes employées
sont celles suivantes
expliquée dans les sections 11.2.1.3, 11.2.1.4 et 11.2.2.

Dans le méme but, une évaluation des polyphénols et des flavonoides a été effectuée apres
chaque étape digestive en utilisant les protocoles mentionnés dans la section 11.2.1.2.

11.2.8. Analyse statistique

L’analyse statistique des résultats est faite pour des expériences réalisées au moins deux fois

par Microsoft Excel 2013. Ces résultats sont présentés comme une moyenne + écart type.

e
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111.1Qualité et activités biologiques de I’infusion de I’armoise
111.1.1. Composition phytochimique

111.1.1.1. Teneur en polyphénols totaux : L'équation de la régression linéaire a été utilisee
pour calculer le contenu phénolique total de I'échantillon de I'armoise en se basant sur la courbe
d'étalonnage établie par I'acide gallique (y=0.0264 x -0.0025 et R=0.99).

Selon les résultats obtenus, la quantité totale de polyphénols dans I'infusion de I'armoise est de
50.525+0.48 mg EAG/g. Notre conclusion est conforme a celle des recherches menées par
Brown et ses collégues (2019), qui ont constaté que la quantité totale de composés phénoliques
était de 53.22 et 23.99 mg EAG/g d'échantillon pour les infusions aqueuses d’autres plantes.Les
phénols présents dans les extraits éthanoliques étaient supérieurs a ceux des infusions
aqueuses.Les résultats obtenus ont été expliqués par I'impact des éléments qui impactent le
contenu. L'extraction phénolique dépend de différentes facteurs tels que I'espéce de plante, les
conditions environnementales, la technique et les solvants utilisés (Lupsor et al. 2019 ;
Milutinovi et al. 2021).

111.1.1.2. Teneur en flavonoides : Le terme flavonoide fait référence a une variéte tres
étendue de composés naturels de la famille des polyphénols (Bouyahya et al., 2017). Notre
étude a révélé une concentration en flavonoides de 13,08+0,005 mg EQ/g. qui est inférieure a

celle trouvée dans les autres études.
I11.1.2. Activité antioxydante de I’armoise

111.1.2.1. Capacité antioxydante totale (TAC) : On a calculé la capacité antioxydante totale
et on I'exprime en pg d'acide ascorbique équivalent par millilitre (ug EAA/ml) en utilisant la

courbe d'étalonnage avec I'équation de la régression linéaire (y=0.0029 x +0.0986 et R=0.96).

Une activité antioxydante totale de 105.265+0.46mg EAA/g a €té découverte. Les extraits de
plantes ont une activité antioxydante basée sur leurs compositions chimiques.Les composés
phénoliques et flavonoides présents dans I'armoise jouent le role de donneurs d'hydrogéne ou
d'électrons pour les radicaux peroxydes, ce qui empéche la formation de peroxyde tout en
réduisant les dommages oxydatifs en capturant les radicaux libres. Donc, il serait possible
d'utiliser le contenu phénolique total pour détecter rapidement l'activité antioxydante (Hejina
etal., 2021).

111.1.2.2. Activité de piégeage de radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) :

L’activité antioxydante de I’infusion de I’armoise et de 1’antioxydant standard (Trolox) vis-a-
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vis du radical DPPH a été évaluée a 1’aide d’un spectrophotométre en suivant la réduction de
ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPH¢) a la couleur jaune
(DPPH-H) mesurable & 517nm. Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution

de I’absorbance induite par des substances anti radicalaires (Bougandoura et al., 2013).

Le pouvoir antioxydant de I'infusion testée a été démontre par les résultats, avec un pourcentage
d'inhibition de 94+0.01%. En raison de leur capacité a céder I'nydrogéne, les molécules
antioxydantes comme les polyphénols et les flavonoides reduisent et décolorent le DPPH
(Bougandoura et al., 2013).

111.1.2.3. Pouvoir réducteur du fer (FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power) : Les
extraits de plantes contiennent des réducteurs qui réduisent le complexe ferricyanide Fe3+ a la
forme ferreuse Fe2+. Ainsi, on peut évaluer le Fe2+ en mesurant et en étudiant. Dans le milieu
réactionnel a 700nm, on observe une augmentation de la densité de la couleur bleue
(Bougandoura et al., 2013).

Les résultats obtenus ont montré que 1’infusion de I’armoise a une activité a réduire le fer égale
a115.965+1.09 mg/g. Le pouvoir réducteur de 1’infusion est probablement di a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés phenoliques qui peuvent servir comme donneur
d’électron. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et
inactivateurs des oxydants, donc ce sont des indicateurs significatifs de 1’activité antioxydante

potentielle (Bougandoura et al., 2013).
111.1.3. Activité anti-inflammatoire de I’infusion

La méthode utilisée pour déterminer l'activité anti-inflammatoire in vitro est la méthode de
stabilisation membranaire des globules rouges. C'est parce que la membrane des globules
rouges est semblable a la membrane lysosomale qui a une influence sur le processus
inflammatoire. La taille de I'némolyse qui se produit est utilisée comme parameétre de mesure
pour déterminer la présence d’une activité anti-inflammatoire. L’activité anti-inflammatoire
peut étre vu a partir de la diminution de I'absorbance dans la solution d'essai. Donc, plus la
valeur d'absorbance est petite, plus I'némolyse qui se produit est petite, plus l'activité

antiinflammatoire est élevee (Khairinisa et al., 2022).

L’infusion de 1’armoise a montré une activité anti-inflammatoire de 50+0.001%.1’armoise a
présenté des caractéristiques anti-inflammatoires réduisant la production et la sécrétion de

cytokines proinflammatoires , Hejina et al. (2021) et Dogan et al. (2019) ont montré que les
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composés polyphénoliques étaient responsables d’une activité anti-inflammatoire par la

suppression de l'inflammation.
111.2. Evaluation de quelques aptitudes probiotiques d’ultrabiotique in vitro :

111.2.1. Résistance aux pH gastrique : Les cellules probiotiques doivent survivre dans les
conditions acides de I'environnement gastrique (Rajam et al., 2022). D’apreés les résultats
illustrés dans la figure, nous remarquons la diminution du taux de survie en fonction de
I’abaissement de pH (pH4, 3 et 2) dont I’ultrabiotique a présenté des taux de survie respectifs
de 74+0.007%, 63+£0.006% et 50+0.001%

Les résultats de 1’étude menée par Joghataei et al. (2019) sur ’effet des sucs gastriques sur la
viabilité des Lactobacillus ont montré que la souche ont conservé leur viabilité apres exposition

aux conditions gastrique acides et le taux de survie variait entre 21% et 96%.
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Figure 19. Taux de survie d’ultrabiotique aux différents pH

111.2.2. Résistance aux sels biliaires : L’intestin humain contient des sels biliaires, dont la

concentration varie généralement entre 0.3 % ~ 0.5 % (Chen et al., 2020).

Les résultats de la résistance aux sels biliaires ont montré que la souche d’utrabiotique ont un
taux de survie éleve estimé a 82+0.001% dans un milieu similaire a celui duodénal (0.3% sels

biliaires)
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Figure 20. Survie d’ultrabiotique en présence de 0.3% de sels biliaires

111.2.3.Hydrophobicité des surfaces cellulaires : L'hydrophobicité a été évaluée en utilisant
la capacité de la souche d’ultrabiotique a adhérer aux trois solvants ; le xyléne, le touléne et le
chloroforme. Les résultats obtenus(%) de la souche de L’ultrabiotique sont présentés

graphiquement dans (la figure)
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Figure 21. Hydrophobicité (%) de la souche d’ultrabiotique

Apres une heure d’incubation, 1’ultrabiotique a montré un un pourcentage d’hydrophobicité

identique au xylene, toluene et au chloroforme de 88%z0.01.

Dans notre étude, 1’ultrabiotique est présenté une forte affinité pour le chloroforme, toluéne et

le xyléne, indiquant que les souches sont hydrophobes.

La capacité hydrophobe et hydrophile est définie a partir des protéines et des polysaccharides
présents a la surface des cellules bactériennes. Le xyléne étant un solvant apolaire, aide a
déterminer I'hydrophobicité de la surface cellulaire tandis que le chloroforme est un solvant
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acide polaire, qui détermine la capacité du donneur d'électrons de la surface cellulaire
bactérienne (Gohil et al., 2023). Ces solvants attribués aux groupements carboxyliques et aux
interactions acide-base de Lewis a la surface cellulaire (Ren et al., 2012).

111.2.4. Auto-agrégation et Co-agrégation : La capacité d’auto-agrégation est suggérée pour
favoriser la colonisation de l'intestin humain, prévenir les infections pathogénes et moduler la
muqueuse colique (Isenring et al., 2021), tandis que la capacité de co-agrégation est suggérée
pour prévenir la colonisation de I'intestin humain par des bactéries pathogénes (Singhal et al.,
2021).

% D'auto-agrégation
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Figure 22. Pourcentage d’auto-agrégation de la souche d’ultrabiotique.

Dans notre étude, la souche d’ultrabiotique est un pourcentage d’autoagrégation de 66
10.001%.Par comparaison aux résultats de I’étude réalisée par Sohn et al. (2020) qui ont montré
que la plupart des souches avaient des valeurs d'auto-agrégation entre 13% et 63%, cela suppose

que nos résultats sont meilleurs.

Cette forte adhérence peut indiquer que cette souche a une bonne capacité de colonisation, qui
peut étre liée a leurs propriétés de surface. Différents déterminants de surface ont été signalés
comme étant impliqués dans l'interaction des lactobacilles avec les cellules épithéliales

intestinales, y compris les forces passives, les interactions électrostatiques et I’hydrophobicité
(Bah et al., 2019).

Concernant la co-agrégation, nos résultats ont montré que L’ultrabiotique avait une meilleure
capacité de co-agréger avec E.oli (76%z0.07), Tandis que la capacité de co-agrégation avec S.
aureus et P. aeruginosa, les taux étaient de 65+0.02% avec S. aureus et 76£0.02% avec P.

aeruginosa.
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Figure 23. Co-agrégation (%) d’ultrabiotique avec trois souches tests.

D’aprés 1’étude d’Anandharaj et al. (2015), toutes les souches probiotiques testées
présentaient un taux de co-agrégation avec E. coli qui variait de 19 % a 68 %. En outre, les
Lactobacillus ont montré une inhibition significative contre toutes les souches pathogénes

testées avec différents profils d'inhibition.

111.2.5. Capacité d’adhésion aux cellules épithéliales du poulet : La capacité des lactobacilles
a adhérer a I'épithélium intestinal pour I'établissement d'une colonisation antérieure est associée
a I'exclusion des pathogenes entériques affectant ainsi de maniére bénéfique la santé de I'néte
(Renetal., 2012 ; Guo et al., 2023).

La figure 5 représente 1’observation microscopique ou le test est considéré comme positif car

le nombre de cellules de L’ultrabiotique adhérentes est supérieur a 15.

L'adhésion microbienne aux cellules épithéliales est un processus de contact complexe
impliquant deux membranes, qui dépendent de la composition chimique et physicochimique de
la surface cellulaire de la souche probiotique. Ce comportement dépend de I'équilibre des
interactions électrostatiques et de Van der Waals sur la surface cible, mais des études ont
suggeéré que les composants extracellulaires bactériens et la composition environnante peuvent

influencer I'adhésion (De Melo Pereira et al., 2018).

E



I11. Résultats et Discussion

Figure 24. Photomicrographie de 1’adhésion d’ultrabiotique aux cellules épithéliales du
poulet (Gx100).

111.3. Détermination de l'activité antioxydante de L’ ultrabiotique

Les dosages chimiques peuvent étre subdivisés en différentes méthodes d'évaluation de
I'activité antioxydante : celles basées sur l'activité de piégeage d'un radical libre stable (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) et la capacité de la réduction du fer (FRAP : Ferric Reducing
Antioxidant Power).

111.3.1.Piégeage des radicaux libres 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) :
L’ultrabiotique ont été examinées pour leurs capacités in vitro a tolérer le stress oxydatif ainsi
que pour leurs potentiels antioxydants par le dosage chimique du DPPH (Wang et al., 2012).
D’aprés les résultats obtenus, les pourcentages de piégeage des radicaux libres exercé par

L’ultrabiotique était de 84+0.008 %

Certains probiotiques produisent des composés bioactifs qui peuvent réduire le stress oxydatif
semblable a I'acide teichoique dans la membrane cellulaire et au peptidoglycane dans la paroi
cellulaire (Won et al., 2021)

111.4. Effet de la digestion buco-gastro- intestinale sur I’infusion de ’armoise

L’objectif de notre travail se focalise sur I’'impact de la digestion gastro-intestinale in vitro sur
la teneur en composés phénoliques et sur ’activité antioxydant et ’activité anti-inflammatoire

de I’infusion de I’armoise.
111.4.1. Effet sur la teneur en polyphénols et en flavonoides :

L’effet de la digestion buccogastro-intestinale sur la bioaccessibilité des composés actifs

(polyphénols, flavonoides) de I’infusion de 1’armoise est présenté dans les figures ci-dessous.

41
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Figure 25. Effet de la digestion sur la teneur en polyphénols et en flavonoides

D’aprés les données des figures, nous remarquons qu’apreés digestion orale, gastrique et
intestinale, une diminution de la teneur en polyphénols dont nous enregistrons respectivement
des teneurs de 14.75+ 0.48 ; 13.955+0.31 et 8.425+£0.10 mg EAG /g et en flavonoides 2.65+0.05
; 2.4+0.56 et 1.285+0.04 mg EQ/qg. Le constat est une perte en ces composés bioactifs et celui
est déduit par comparaison aux témoins polyphénols et flavonoides qui étaient respectivement
de 50.525+0.48 mg EAG/g et 13.08+0.05 mg EQ/g

Ces résultats montrent que la digestion in vitro affecte significativement (P<0.05) la teneur en
composées phénoliques depuis la phase salivaire passant par la phase gastrique jusqu’a la phase

intestinale.

La diminution de la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides lors de la digestion in vitro
peut étre due & la sensibilité de ces composés bioactifs aux conditions de I’environnement du
tractus digestif (pH, oxygene dissous résiduel et espéces réactif a I’oxygene) ou a leur structure
et a leur localisation dans la matrice alimentaire. Le comportement différent des composés
phénoliques, au cours du trajet digestif est influencé par des interactions entre polyphénols et
enzymes digestives (a-amylase, pepsine et protéase) qui sont responsables de cette distinction.
Par ailleurs, certains auteurs suggérent que la transition des polyphénols du milieu gastrique a
I’intestinal provoque certains changements structurels et conduit a la dégradation et la
diminution de la teneur en ces composes bioactifs. De plus, la faible teneur en polyphénols

totaux et en flavonoides dans la phase intestinale s’explique par 1’auto-oxydation sous-alcaline

j
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de ces composés qui est due principalement a leur sensibilité au pH alcalin de I’intestin. Par
ailleurs, I'apport en polyphénols est strictement lié aux notions de bioaccessibilité et de
biodisponibilité. A cet égard, la libération des polyphénols de la matrice alimentaire au cours
de la digestion gastro-intestinale (bioaccessibilité) aura un impact significatif sur la
biodisponibilité (Catalkaya et al., 2020).

111.4.2. Effet sur I’activité antioxydant de I’infusion:

Les activités antioxydantes (Capacité antioxydant totale, Activité de piégeage des radicaux 2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH), Pouvoir réducteur du fer) de I’infusion de I’armoise ont
été déterminées apres chaque étage digestif. Les résultats sont illustrés dans les figures ci-

dessous.
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Figure 26. Effet de la digestion sur I’activité antioxydant totale (TAC)
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Figure 27. Effet de la digestion sur le pourcentage d’inhibition du radical DPPH
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Figure 28. Effet de la digestion sur le pouvoir réducteur de fer

D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons que la capacité antioxydant totale (48.025+3 .4
; 37.33£0.9 ; 2.505+1.4) mgEAA/g ’activité de piégeage des radicaux DPPH (67+0.01%,
34%+0.04;14%+0.02) et le pouvoir réducteur du fer (98.145+4.17, 88.89+3.66,
20.74+0.5)mgEAA/g de I’infusion ont diminué respectivement au cours du passage dans le
tractus gastro intestinal comparativement a celles trouvées avant la digestion et qui étaient de
105.265 mgEAA/g ; 94% et 115. 965 mgEAA/g respectivement.

Selon les résultats, l'activité antioxydante est significativement influencée par la digestion au
niveau des trois niveaux digestifs (P<0.05). Les activités antioxydantes diminuent apres la
digestion, ce qui peut étre dd a l'instabilité des polyphénols dans les conditions de digestion.Il
est possible que cela ait un impact sur les caractéristiques antioxydantes de ces composés
bioactifs, car leur activité antioxydante repose sur la structure des polyphénols produits lors de
la digestion gastrointestinale. De plus, il est possible que la baisse des propriétés antioxydantes
soit associée a l'instabilité des polyphénols face aux variations de pH lors de la digestion.
Plusieurs fois, lI'activité antioxydante différe considérablement dans les milieux acides/alcalins

par rapport aux milieux neutres (Laib et al., 2021).

111.4.3. Effet sur Pactivité anti-inflammatoire : Les résultats de I’activité anti-inflammatoire
de I’infusion de I’armoise apres la digestion bucco-gastro intestinale sont illustrés par la figure

ci-dessous.
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Figure 29. Effet de la digestion sure ’activité anti-inflammatoire

D’apres les résultats obtenus, I’activité anti-inflammatoire a diminuée de 51+0.001% pour
atteindre 45+0.001% apres digestion orale, 39+0.001% apres digestion gastrique et 25+0.001%
apres digestion intestinale. Ces résultats indiquent que la digestion intestinale affecte I’activité

anti-inflammatoire de I’infusion de 1’armoise de la phase orale jusqu’a la phase intestinale.

111.5. Effet de la digestion buco-gastro- intestinale sur L’ultrabiotique

111.5.1. Effet de la digestion sur la survie et la viabilité des L’ultrabiotique : D’apres les
résultats obtenus, nous notons qu'apres 2 minutes d'incubation, L ultrabiotique était
résistantes aux conditions similaires de la digestion orale, le nombre des cellules viables de la
souche était de 6.94x109 UFC/mI. Apres la digestion gastrique, une diminution du nombre
de cellules viables de souche a été observée, ou nous avons compté 0.7675x 109. La souche
ont atteint 1’intestin a la fin de la digestion avec un nombre de cellules viables égale a 0.1785x
109 UFC/ml, re. Cela montre que le nombre de cellules a été affecté par les conditions

hostiles et cela par comparaison au nombre initiaux de témoin avec 45.5x 109.

111.5.2. Effet de la digestion sur I’activité antioxydante des souches : Nous avons testé I’effet
de la digestion sur I’activité antioxydant de la souche ultrabiotique. Les résultats du taux
d’inhibition des radicaux libres (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) sont illustrés dans la figure ci-

dessous.
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Figure 30. Effet de la digestion sur le pourcentage d’inhibition du radical DPPH
D’aprés les résultats de cette figure et aprés les trois phases de la digestion bucco-
gastrointestinal, le taux d’inhibition des radicaux libre du DPPH a connu une diminution pour
la souche ultrabiotique avec des pourcentages de 42+0.007% ; 24+0.014% et 10+£0.0007% et
de 24+0.05%, comparativement a leur taux initiaux qui étaient de 60+£0.001 % (avant la
digestion). Ces résultats montrent clairement qu’il y a une forte perte en capacité d’inhibition

de radical libre.

111.6. Effet de la digestion sur la biodisponibilité des polyphénols et flavonoides, I’activité

antioxydant et anti-inflammatoire de la combinaison « I’armoise-souche »
111.6.1.Effet de la digestion sur la biodisponibilité des polyphénols et flavonoides :

Les résultats des dosages apres les phases de digestion lors de la combinaison souche-infusion

sont illustrés dans les figures ci-dessous.
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Figure 31. Effet de la digestion sur la teneur en polyphénols et en flavonoides
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D’apres les résultats obtenus, nous remarquons une diminution de la teneur en polyphénols
apres le passage dans chaque étage digestif pour la combinaison infusion-souche ultrabiotique
avec 12.06 +0.11 mg EAG/g (témoin) ; 6.22+0.31 mg EAG/g (étage orale),3.87+£0.10 mg
EAG/g (étage stomacal) et 1.19 £0.05 mg EAG/g (étage intestinal).

De méme pour les flavonoides, leurs teneurs ont diminué apres chaque phase (5.865 +£0.4 ; 4.83
+0.02; 1.085+0.007; 0.6 £0.05 mg EQ/Q), cette teneur était inférieure a celle de I’infusion seule
avec 13.08 +0.05 mg EQ/g (témoin), 2.65 +0.05 mg EQ/g (étage orale), 2.4+0.05 (étage
stomacal) et 1.285 £0.04 mg EQ/qg (étage intestinal).

A travers ces résultats, nous constatons que la fraction biodisponible aprés la digestion
intestinale de I’infusion de I’armoise est plus importante que celle obtenue apres la digestion
simulée des combinaisons Souche — infusion. Sur la base des résultats obtenus, il apparait que
I’association de la souche avec 1’infusion apres la digestion affecte la biodisponibilité des

composées phénoliques.

La diminution des composeés phénoliques peut étre la conséquence de la dégradation phénolique
au cours de la digestion par les enzymes digestives (Chen et al., 2017). Cependant, le
probiotique est capable d’influencer la biodisponibilité des polyphénols et des flavonoides par
I'nydrolyse (Catalkaya et al.,2020), car ces derniéres peuvent exercer une fonction prébiotique

et augmenter la population des probiotiques (De Souza et al., 2019).
111.6.2. Effet de la digestion sur ’activité antioxydante:

Les résultats des activités antioxydants (DPPH, Fer, TAC) de la combinaison aprés la

digestion bucco-gastro intestinale sont illustrés dans les figures ci-dessous.
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Figure 32. Effet de la digestion sur le pourcentage de DPPH
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Figure 34. Effet de la digestion sur I’activité antioxydante totale

Selon les résultats obtenus, il est observé que l'activité antioxydante (capacité antioxydante
totale, activité de piégeage des radicaux 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH), pouvoir
réducteur du fer) de la combinaison souche-infusion est plus élevée que celle de l'infusion

pendant les trois phases digestives.

La capacité antioxydant totale de la combinaison souche-infusion avant digestion était de
73.885 +£0.24 mg EAA/g avec ['ultrabiotique, elle est supérieure a celle de la combinaison
avec ultrabiotique apres digestion buccale, stomacale et orale, ou nous notons 58.02+3.90,
25.955+0.48 et 14.575 +£2.9 mg EAA/g avec I'ultrabiotique. De méme, la capacité antioxydant
totale de la combinaison souche-infusion est supérieure a celle de I’infusion avec 48.025 £3.41,

37.33+0.97 mg EAA/g aux cours des trois phases respectives de la digestion.

Le pouvoir réducteur du fer de la combinaison souche-infusion avant digestion était de 184.59
+ 0.72 mg EAA/g avec la souche ultrabiotique. Il est supérieure a ceux de la combinaison
souche-infusion apres digestion avec 122.445+7.12 mg EAA/g, 82.97+0.5 mg EAA/g et 49.63

mg EAA/g+1.5 avec ultrabiotique. Par ailleurs, il est supérieure a ceux de I’infusion aux cours
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des trois phases de la digestion avec 98.145 mg EAA/g en phase orale, 88.89 mg EAA/g en

phase stomacale et 20.74 mg /g en phase intestinale.

La capacité de piégeage des radicaux libres de DPPH de la combinaison souche-infusion avant
digestion étant de 84+0.007 % avec ultrabiotique, donc, supérieure a ceux de la combinaison
souche -infusion avec apres digestion orale 55+0.007%, 43+0.001% en phase stomacale et
2040.007% en phase intestinale. Par ailleurs elle est a la fois supérieure a celles de I’infusion

seule (67%, 34%, 14%), a celles de la souche seule (42%, 24%, 10%).

En se basant sur les résultats obtenus, nous constatons que 1’association souche-infusion affecte

positivement 1’activité antioxydant apres la digestion.
111.6.3. Effet de la digestion sur I’activité anti-inflammatoire :

D’aprés les résultats de la figure ci-dessous, nous constatons que ’activité anti-inflammatoire
de l’infusion avant digestion était de 51+0.007% et elle devient apres les digestions orale,
stomacale et intestinale respectivement de 45+0.007%, 39+0.007% et 25+0 .0001%, ce qui
témoigne une amélioration comparativement a celles de la combinaison souche — infusion qui
étaient de 58+0.007%, 47+0.007% et 34+0.0001%.

Ces résultats suggerent que la combinaison des souches avec 1’infusion aprés la digestion
affecte positivement 1’activité anti-inflammatoire. Les résultats de Prete et al. (2020) et
Moraadi et al. (2019) ont montré que la combinaison des plantes médicinales et des
probiotiques avait un effet positif sur I’inflammation.
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Figure 35. Effet de la digestion sur I’activité anti-inflammatoire de la combinaison
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111.7. Effet de la digestion sur ’activité de piégeage d’H202 de I’association « I’armoise-
souche »Les résultats de I’activité de piégeage d’H202 de la combinaison aprés la digestion

buccogastro intestinale sont illustrés dans les figures ci-dessous.
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Figure 36. Effet de la digestion sur I’activité de piégeage de H202 de la combinaison

D’apreés les résultats obtenus, I’activité de piégeage d’H202 de la combinaison souche-infusion
a diminuée pour atteindre 0.31+0.002, 0.1615+0.001, 0.1035+0.004 avec 0.4% H202,
0.325+0.001, 0.147+0.005, 0.098+0.007 avec 0.7% H202 et 0.315+0.002, 0.1545+0.001,
0.0535+0.007 avec 1% H202 respectivement apres les trois phases de digestion par rapport a
celles du témoin qui étaient respectivement de 0.27+0.0001, 0.174+0.0001 et 0.085+0.0005.




Conclusion



Le fait de combiner les préparations probiotiques et I'armoise en tant que symbiotiques permet
d'améliorer leurs propriétés lors de leur passage dans le tractus intestinal. Dans ce but, nous

cherchons a évaluer I'effet synergique de cette combinaison dans les mémes circonstances.

Selon les résultats, il a été démontré que lI'armoise contient une grande quantité de composés
bioactifs tels que les polyphénols totaux et les flavonoides, et qu'elle a de bonnes activités
biologiques. De plus, la souche ultrabiotique présente de bonnes propriétés probiotiques, telles
gu'une tolérance au pH gastrique, une résistance aux sels biliaires (0.3%), une bonne
hydrophobicité, une activité d'agrégation et de co-agrégation, ainsi qu'un pouvoir d'adhésion
aux cellules épithéliales avant d'étre digérée. De plus, leur efficacité antioxydante (capacité a
capturer les radicaux libres 2,2-diphéényl-1-picrylhydrazyl (DPPH)) a été démontrée tant avant
qu'apres la digestion. De fait, l'association des probiotiques avec une infusion et leur
introduction dans un liquide simulant la digestion a démontré une survie efficace des souches

d'ultrabiotiques, avec une diminution des composés impliqués.

Selon notre étude, I'association des probiotiques avec I'armoise a été confirmée comme un
moyen polyvalent pour préserver les souches probiotiques contre les troubles gastro-
intestinals et accroitre leurs activités antioxydantes et anti-inflammatoires dans les mémes
conditions.

Les conclusions de notre étude offrent de nouvelles perspectives, nous suggérons :

« Elaborer des méthodes pour préserver les souches et I'armoise dans le systéme digestif
(encapsulation).

* Un test in vivo pour évaluer la survie et la viabilité de cette combinaison de souches, ainsi
que leur profil antioxydant et anti-inflammatoire.

* La création d'aliments fonctionnels tels que I'utilisation de I'armoise en infusion avec des

probiotiques pour combattre les maladies.
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Résumé

L’objectif de notre travail était d'étudier la biodisponibilité des composés bioactifs présents
dans l'infusion de 1’armoise, ainsi que d'évaluer son activité antioxydante et anti-inflammatoire
dans des conditions simulées de digestion. De plus, nous avons déterminé quelques aptitudes
probiotiques de la souche d’ultrabiotique, ainsi que leur survie et leurs activités antioxydantes
et anti-inflammatoires avant et aprés la digestion. Enfin, nous avons évalué l'effet de la
combinaison bactérie-infusion sur la biodisponibilité des composés bioactifs de I’armoise, ainsi
que sur la survie de souche et les activités antioxydantes et anti-inflammatoires pendant la

digestion bucco-gastro-intestinale.

Les résultats ont montré que la combinaison bactérie-infusion a augmenté le taux de survie des
souches probiotiques, et amélioré les activités antioxydantes et anti-inflammatoires de la souche
et de ’armoise a la fois. Cependant, nous notons une diminution de la biodisponibilité des

composés phénoliques lors de leur passage a travers les différents étages digestifs.

Mots clés : I’armoise, ultrabiotique, composés bioactifs, digestion, survie, activités

biologiques.

Abstract

The aim of this study was to analyze the bioavailability of bioactive compounds present in
artemisia infusion and to evaluate its antioxidant and anti-inflammatory properties under
simulated digestion conditions. We also examined some probiotic characteristics of an ultra-

biotic strain, along with its survival and biological activities before and after digestion.

The results indicate that the combination of artemisia infusion and probiotic strains enhances
the survival of probiotics and boosts their antioxidant and anti-inflammatory activities.
However, a decrease in the bioavailability of phenolic compounds was observed as they passed
through the different stages of the digestive process.

Keywords: artemisia, ultra-biotic, bioactive compounds, digestion, survival, biological

activities.
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