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Titre du mémoire : contrble de qualité des différents yaourts proQisds produits en
Algérie.

Résumeé:

Durant 5 mois d’étude, un totale de 40 échantilldes3 marques nationales de
produits probiotiques commercialisé dans la vilee Laghouat, ont fait I'objet d’analyses
bactériologiques et de I'étude comparative dansémoire.

Nous avons utilisé des milieux de cultures dégrtsle journal officiel Algérien pour
le dénombrement des germes totaux, la flore lagtajues bactéries probiotiques ; et des tests
statistiques pour comparer entre 3marques de geopibiotiques.

Les résultats de dénombrement sur milieu MRS ef7 M1 les résultats de
comparaison par le test student montrent que leytr&ro-X contient la concentration la plus
élevé de probiotiques par rapport aux autres nearquuis le produit Pro-Z ensuite le produit
Pro-Y par ses deux formes.

Le non respect de la concentration en charge g@tighe de la troisieme marque pro-
Y serait expliguée par la rupture de chaine freitbu la non disponibilité des ferments
lactiques et la souche probiotique pour la fabiecatie ces produits.

Mot clés: produits probiotiques, flore lactique, MRS, MPCA.



Dédicaces

Je dédie ce modeste travail :

A mes chers parents pour leur patience, leur amour, leur soutient et leurs
encouragements Sans votre amour et votre soutien je ne serais jamais arrivé ld
ou je suis. Je vous aime qu_Allah vous protége et vous garde pour moi. Je vous
offre ce modeste travail en témoignage de tous les sacrifices et [immense

tendresse dont vous avez toujours su me combler.
Vraiment aucune dédicace ne saura exprimer mon grand amour, estime et

respect que j'ai pour vous.
A mon cher et unique frére Abderrazak
A toutes et tous les membres de ma famille
A mes chéres copines(fatima Khadija hayet Amira Amina Messouda

et djoumana ....) qui n'ont pas cessé de m'encourager.
A ma tente zineb et son mari pour leurs

Encouragements et pour leurs aides.

Et a tous mes camarades de Microbiologie Appliquée.

Meriem




Remerciements

Nous remercions notre créateur Allah, Grand et Miséricordieux, Le tout
Puissant pour le courage qu’il ma donné pour mener ce travail a terme.
1:8°2°2:8:8:0:8-2-8:8:9:4
Je commence par exprimer ma profonde reconnaissance et mes vifs remerciements
a Mr CHETATHA Mohamed qui ma proposé ce théme et qui ma honoré en
acceptant de diriger ce travail, pour ses encouragements, ses conseils, sa
disponibilité et surtout pour sa patience dans [encadrement de ce mémoire.
Merci de m’avoir guidé avec patience et d avoir consacré autant d heures pour les
corrections de ce manuscrit, veuillez trouver ici toutes les expressions de ma

profonde gratitude et mes profonds respect.

Je tiens a exprimer ma trés grande considération, et mon profond respect d
Monsieur BECHOUR Mourad, Je suis fiére que vous me fassiez ['honneur pour
avoir accepté la présidence de jury de soutenance de cette mémoire. je vous
remercie vivement pour toutes les fois que vous avez passés avec patience
extréme a me diriger, guider tout au long de mes années d étude . Je vous
remercie pour votre modestie mais aussi pour votre partage du savoir et
large disponibilité. Veuillez trouver ici toutes mes expressions de profonde
gratitude et mes sentiments de respect.

Je wvous serai reconnaissante pour le reste de ma vie.

Nos remerciements vont également a Monsieur RAHMANI Mokhitar pour son

aide, et ses précieux conseils.




Mes remerciements sont adressés également aux membres du Jury qui ont

pris sur leur temps et ont bien voulu accepter de juger ce modeste travail :

Je tiens a exprimer ma trés grande considération, et mon profond respect d
Monsieur Karantar Kamel pour avoir accepté de juger ce modeste travail. Vous
trouvez ici toutes mes expressions respectueuses. jJe ne peux que sincerement vous

exprimer mon respect et ma gratitude.

Mes remerciements vont également a toute ['équipe du Laboratoire en particulier

les ingenieures du laboratoire surtout Aouissi Fatima .

Au terme de la réalisation de ce travail, il m’est difficile d’établir [a liste des

personnes qui m'ont aidée un jour, les personnes qui m'ont rendu service, les

personnes qui m’'ont donné conseil ...

Que tous ceux qui ont été impliqués de prés ou de loin dans la réalisation
de ce travail, trouvent ici [expression de ma profonde gratitude : sans votre

contribution, il m’aurait été impossible de mener a bien ce travail

Merci a tous de me permettre de me lancer dans de nouveaux defis ...

Merci




TABLE DESMATIERES

TABLE DES MATIERES Pages

Remerciements I
Dédicace I
Table des matieres 11l
Liste des figures Vv
Liste des tableaux VI
Liste d’abréviations VI
INTRODUCTION 1

Partie | : Synthése bibliographique

CHAPITREI . Généralités sur les probiotiques

1.1 Historique

1.2. Les différentes souches probiotiques applisjudans l'industrie
alimentaire

1.3. Exemple de Micro-organismes probiotiques 5
1- Le genrd._actobacillus 6
2- Lactobacillus bulgaricus 6
3- Lactococcus et streptococcus. 7
4- Le genrd_euconostoc 7
5- Les bifidobactéries 8
6- Levures probiotiques 8

1.4. Lignes directrices pour I'évaluation des m@ganismes probiotiques 9
1.4.1. Difficultés réglementaires 10
1.4.2. Textes réglementaires algériens 11
1.5. Caractéristiques des probiotiques 11
1.6. Critéres de sélection des souches probiotiquasdes a ’lhomme 12
1.6.1. Propriétés fonctionnelles 12
1.6.1.1. Survie au cours du transit digestif 12
1.6.1.2. Activité antimicrobienne 12
1.6.1.3. Colonisation et adhésion aux cellulessiitiales 13
1.6.2. Propriétés technologiques 13
1.6.2.1. Viabilité et stabilité des microorganismes 13
1.6.2.2. Propriété acidifiante 13
2. Criteres technologiques 14
2.1. Critéres technologiques de sélection des ssugiobiotiques 14
2.1.1. Résistance a l'acidité gastrique 15
2.1.2. Tolérance aux sels biliaires 15
2.1.3. Résistance aux antibiotiques 15
3. Les Bifidobactéries comme bactéries probiotiques 16
3.1. Généralités sur les bifidobactéries 16
3.1.1. Taxonomie 16
3.1.2. Ecologie 17
3.1.2.1. Implantation chez le nouveau né 18
3.1.2.2. Origine de la colonisation 19
3.1.2.3. Facteurs influencant la colonisation 19
3.1.2.3.1. la prématurité 19
3.1.2.3.2. le mode d'allaitement 19

3.1.2.3.3. L’environnement 19




TABLE DESMATIERES

3.2. Propriétés phénotypiques

3.2.1. Morphologie

3.2.2. La composition de la paroi cellulaire

3.3. Propriétés physiologique

3.3.1. Température optimal

3.3.2. Sensibilité au pH

3.3.3. Anaérobiose

3.4. Besoins nutritionnels

3.4.1. Besoin en acides aminés et source de carbone

3.5. Les facteurs bifidogéenes

3.6. Potentiel d'application des Bifidobactériessles produits laitiers
CHAPITREII : Les probiotiques et leurs effets bénéfiques saafdé
1. Application clinique (traitement et régime)

1.1. Les probiotiques en pathologie digestive

2. Application des probiotiques dans le domainmaititaire

2.1. Les yaourt probiotiques

2.2. Aspect nutritionnel et thérapeutique du yaautifidus

3. Effets bénéfiques des probiotiques sur la damtéaine

3.1. Mécanismes d'action des probiotiques

3.2. Les principaux effets bénéfiques sur la sdaténdte

3.2.1. Soulagement de la constipation

3.2.2. Améliorer I'utilisation du lactose par l'argsme

3.2.3. Prévention ou le raccourcissement de laeddes diarrhées
3.2.4. Contrdle des infections intestinales lgdi cobacter pylori
3.2.5. Diminution des allergies alimentaires

3.2.6. Réduction du taux de cholestérol sanguin

4. Effets probiotiques des Bifidobactéries

Partie Il : Matériels et méthodes

1. Lieu de I'étude

1.1 Matériels

1.1.1 Matériel de laboratoire

1.1.2 Matériels biologiques : Yaourt probiotiques

2. Echantillonnage

3. Les milieux d’isolement et de dénombrement @efldre lactique et
probiotique

4. Conditions des cultures

5. Préparation des échantillons a dénombrer

5.1. Principe de dilution

5.1.1. Préparation de la dilution mere

5.1.2. Préparation dedilutions en série

5.2. Dénombrement en masse sur gélose PCA

5.3. Dénombrement de la flore spécifique du yaourt
6. Conservation des Souches

7. Détermination de la morphologie

7.1. Examen macroscopique

7.2. Examen microscopique

8. Identification biochimique

8.1. Détermination des caractéres physiologiques

20
20
21
21
21
22
22
22
22
22
23

24
25
26
26
27
28
28
29
30
30
30
31
31
32
32

34
34
34
34
34
35

36
36
36
36
37
37
38
42
42
43
43
43




TABLE DESMATIERES

8.1.1. Production de catalase
8.1.2. Test de croissance dans les conditionslé®sti

Partie Il : Résultats et discussions

1. Résultats des testes de confirmation

1.1. Aspect morphologique

1.2. Résultats microscopiques

1.3. Résultats de la coloration du Gram

2. étude comparative

2.1. Calcule des moyennes

2.2. Comparaison de la charge probiotique surdes milieux de culture
2.3. Comparaison entre les différents types deyiregrobiotiques

2.4. Représentation graphique de la comparaisogaiests Probiotiques
3. Evaluation de la charge bactérienne probiotique

4. Principaux constats

5. Limites de I'étude

Conclusion

Références bibliographiques

Annexes

Uaile

Abstract

Résumer

43
43

44
44
44
45
45
40
48
51
52
53
53
54
55
56
70




Liste des figures

Liste desfigures pages

Figure 1. Metchnikoff, zoologiste russe et directeur skrvice microbiologie

a l'institut Pasteur. 3
Figure 2. Henry Tissier, médecin pédiatre francais. 3
Figure 3. Micrographie au MEB deactobacillus 5
Figure 4. Observation microscopique tlactobacillus bulgaricus. 7
Figure 5. Micrographie au MEB deStreptococcus Thermophilus. 7
Figure 6. Micrographie au MEB delLactococcus lactisubsp. diacetylactis 7
Figure 7. Micrographie au MERIes Leuconostoc lactis 8
Figure 8. Micrographie au MEB de bactéries du geBidobacterium 8
Figure 9. Micrographie au MEB d'une levure du genre Sacehgoes. 9
Figure 10 : Micrographie au MEB deBifidobactérium lactis. 20
Figure 11. Observation microscopique d&fidobacterium adolescentis. 20
Figure 12. Micrographie au MEBBIfidobacterium sp 21
Figure 13. Micrographie au MEBBIifidobacterium breve 21
Figureld. Présentation des principaux effets bénéfiquesatis aux

probiotiques. 30
Figurel6. lieu et condition de travail 36
Figurel7. Autoclave automatique 37
Figurel8. Bain-marie 38
Figure 19. La jarre d’anaérobiose 38
Figure20. Incubateur de 37°C. 38
Figure2l. Boites pétries ensemences. 39
Figure22. compteur de colonies. 39

Figure23. Protocole expérimentale pour le dénombrement flerialactique et 41
probiotique dans le yaourt.

Figure24. Tubes de MRS Broth 42
Figure25. Streptococcus thermophilesLactobacillus bulgaricugolorés au

bleu de Méthyléne et observés au microscope. 45
Figure26. Observation microscopique de bactéries, a I'étas fcontenues dans

le yaourt. 45
Figure27. Observation microscopique des souches de Bifidébas avec (G
x1000). 45
Figure28. Observation microscopique des souches de Bifidébas avec (G
x1000). 45
Figure29. Aspect microscopique des Lactobacilles avec (G 8100 45
Figure30. Observation microscopique des Lactobacilles &&2ex1000). 45
Figure3l. Observation microscopique &reptococcus thermophilasec (G
x1000) 46
Figure 32. Histogramme représentant la comparaison dedegetbactérienne
probiotique d’échantillon Pro-X Aromatisé sur lesis milieux de culture. 48
Figure 33. Histogramme représentant la comparaison dedayetbactérienne
probiotique d’échantillon Pro-X Nature sur les $raiilieux de culture. 48
Figure 34. Histogramme représentant la comparaison dedegetbactérienne
probiotique d’échantillon Pro-X Liquide sur lesigonilieux de culture. 49
Figure 35. Histogramme représentant la comparaison dedayetbactérienne
probiotique d’échantillon Pro-Y Aromatisé sur lesis milieux de culture. 49

Figure 36. Histogramme représentant la comparaison dedegetbactérienne
probiotique d’échantillon Pro-Y Liquide sur lesig milieux de culture. 50




Liste des figures

Figure 37. Histogramme représentant la comparaison dedeyetbactérienne 50
probiotique d’échantillon Pro-Z Aromatisé sur lesig milieux de culture.

Figure 38. Histogramme comparatif des déférents produitsiptiojues sur 52
milieux de cultures.

Figure 39. Streptococcus thermophilus 74
Figured0. Lactobacillus acidophilus 74
Figure4l. Bifidobacterum longum 74
Figured2. Trouble sur bouillon MRS 74




Liste des tableaux

Liste des tableaux Pages

Tableaul. Certaines descriptions et définitions des probias citées au cours

des années 4
Tableau 2. Les espéces utilisées comme probiotiques 5
Tableau 3. Critéres de sélection utilisés pour le scregui@s probiotiques 14
Tableau 4. Quelques souches probiotiques et leurs effetgaks 25
Tableau 5. exemple de quelques souches probiotiques uslidaes des

fabricants de yaourts 27
Tableau 6. Valeur nutritionnelle du lait et du yaourt 29
Tableau 7. Echantillonnage des produits probiotiques. 35
Tableau 8. Conditions expérimentales pour le dénombremena dlere lactique

du yaourt. 39
Tableau 10. Moyennes et les ESM obtenues des échantillonsnalérés sur

milieu PCA. 46
Tableau 11. Moyennes et les ESM obtenues des échantillonsnalérés sur

milieu MRS. 47
Tableau 12. Moyennes et les ESM obtenues des échantillonsnalérés sur

milieu M17. a7
Tableau 13. Résultats de comparaison par le test de stu@snyaburts

probiotiques sur milieu PCA. 51
Tableau 14. Résultats de comparaison par le test de stu@snyaburts

probiotiques sur milieu MRS. 51
Tableau 15. Résultats de comparaison par le test de stu@snyaburts

probiotiques sur milieu M17. 52




Liste des abréviations

AFNOR : Agence Francaise de Normalisation
ADN : Acide Désoxyribonucléique

ARN : Acide Ribonucléique

ATP : Adénosine Triphosphate °C: Degré Celsius

B. : Bifidobacterium
LAB: Lactic Acid Bacteria

CO2: gaz carbonique

°C : degreé celsius

CE : Conformité Européenne

°D : degré dornique

1 : micron

ng: microgramme

pl: micro litre

ESM : Erreur Standard Moyenne

FAMT : Flore aérobie mésophile totale

FAO: Food and Agriculture Organisation of the unitedions
Fig: Figure

g: gramme

ISO : Organisation International de Normalisation
JORA: Journal officiel de la république algérienne
Kg: Kilogramme

Lb. : Lactobacillus

MEB : Microscope Electronique a Balayage

mg: milligramme

min: minute

ml: millilitre

NaCl : Chlorure de sodium

NaOH : hydroxyde de sodium

OMS: organisation mondiale de la santé ou (WHO)
02 : Oxygene

pH : potentiel d’hydrogene

PM : pois moléculaire

Pro- : probiotique

p/v : poids /volume

sp. : Espéce

St. : Streptococcus

Subsp: sous espece

s. second

T°: Température

Tab: Tableau

UFC: unités formant colonies

Ul : Unité Internationale

Vol : volume

WHO: World Helth Organization ou (OMS)

YES: Yeast Extract Sucrose

% : pour cent




Introduction

I ntroduction

Le vyaourt est un lait fermenté , qui est obtepar le développement des
bactéries lactiqueStreptococcus thermophilus et Lactobacillus delbrueckii  subsp.
bulgaricus, qui doivent se trouver vivantes dans ledpib fini, a raison d'au moins 10

millions de bactéries par gramni@€odex Stan 243-2003).

Il existe d’autre types de laits fermentés, Entrigeales bio-yoghourts qui sont des
laits fermentés a base du lait de vachedeuchévre ou de brebis ou dautre lait
selon les régions fermentés par des bifidobasté ou /et par lesLactobacillus
acidophilus ,et Lactobacillus casel) , souvent en association avec les ferments durtyaou
gu’ils lui donnent une saveur assez douce. Cedgdait fermenté est classé dans la catégorie
des produits probiotiquéSuler-Akin et Akin ,2007).

Aussi, différentes souches sont utilisésmme probiotiques dans [lindustrie
alimentaire Bifidobacterium animalis,Bifidobacterium bifidum ,Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium longum) (Mercenier et al ., 2003)Les genres microbiens les plus utilisés
comme probiotiques sohfctobacillus ,Bifidobacterium et Streptococcus (Holzapfel et al.,
1998; Mercenier et al., 2003)

Les probiotiques sont des microorganismes vivadoitsqu’ils sont consommeés en
guantités adéquates, ont un effet bénéfique Ila santé de [I'héte Gluarner et
Schaafsma, 1998).

Il a ainsi été suggéré que la prise quotitkede probiotiques doit étre comprise
entre 108 et 10° unités formant colonie pour avoir un effet. Pomettre au point des
produits laitiers probiotigues aux effets détnés chez I'homme garantissant aux
consommateurs une satisfaction totale en tedeebénéfices santé et besoin nutritionnel,
il est donc indispensable de conserver vdieerenforcer la viabilité et la fonctionnélit
des souches durant toutes les étapes decddbn et de stockage des produits.

Cependant, les procédés de préparation et fabacation perturbent
significativement les fonctions probiotiques atonc la qualité des produits finis
commercialisés d'un point de vue technologique fat d’étre considérées comme de
potentiels probiotiques, les souches sélectinémivent montrer une capacité a




Introduction

survivre dans des milieux hostiles a forte teren acides biliaires et en oxygéne et au

pH acide.

L’objectif de ce travail est pour évaluer la fldaetique probiotique, en effectuant des
analyses bactériologiques comparatives de différgmes de produits probiotiques de trois
firmes industrielles laitieres commercialisée emékie sous le label “probiotique . Pour

atteindre cet objectif ce travail répond aux questisuivantes :

Existe-il des microorganismes probiotiques dasspreduits?
Quelle est la concentration bactérienne probiotigiables dans le produit finis ?

Quelle est la souche utilisée dans chaque produit?

Ce mémoire s’articule sur deux chapitres. En congaseinpar le premier qui est : des
généralités sur les probiotique, historique, daéinj et les microorganismes probiotiques ; le
deuxieme chapitre traite I'application des prolgjods dans le domaine médical et agro-
alimentaire.

Dans les deux parties qui suivent nous présentdesnmateriels et les méthodes mis
en ceuvre dans ce travail. L’'autre partie est cogsaaux résultats et discussion que nous

avons obtenus, nous terminerons cette étude paranmudusion et des perspectives.




Généralité sur les probiotiques

1. Les probiotiques :
1.1. Historique :

Le terme probiotique a bénéficié de plusieurs difims qui ont évolué dans le
temps en fonction des connaissances scientffigete des avancées technologiques ; la
notion de probiotiques a été développée grace travaux de Metchnikoff en 1907
(Metchnikoff, 1907). Ce prix Nobel suggérait que la bonne santé dbngévité des
paysans bulgares étaient dues a leur consaoommale produits laitiers fermentés.
Pour lui, la consommation dectobacillus influengait positivement la microflore
intestinale, diminuait la « putréfaction » s | activités toxiques microbiennes. Il a
ainsi proposé lingestion de bactéries lactiquesir réduire les désordres intestinaux

et améliorer I'hygiene digestive, et donc augteel’espérance de vie.

Le terme “probiotique” est un mot relativernenouveau qui signifie “en
faveur de la vie” et qui est actuellementlisé pour désigner des bactéries
associées a des effets bénéfiques chez I'honaneles animaux. L'observation
originale du role positif joué par quelguesctéries sélectionnées est attribuée a Eli
Metchnikoff, d’origine russe, lauréat du Prioté&l qui travaillait a I'Institut Pasteur au
début du siecle dernier et qui a suggéré que flendance des microbes intestinaux vis-
a-vis des aliments rend possible l'adoptiomntbsures pour modifier la flore dans
nos corps et remplacer les microbes dangerquee des microbes utiles”
(Metchnikoff, 1907).

A cette époque, Henry Tissier, pédiatre fagca observé que les selles des
enfants souffrant de diarrhée contenaienh (petit nombre de bactéries
caractérisées par une morphologie partimlieen forme de Y. Ces bactéries
“bifides” étaient au contraire abondantdez les enfants saingigsier, 1906). A
son avis, ces bactéries pourraient étre adindeis aux patients souffrant de diarrhée
pour aider a rétablir une flore intestinale saine.

¥ 35 &
= el

Figurel. Metchnikoff, zoologiste russe et irecteuiFigure 2. Henry tissier, médecin pédiatre francais, il

du service microbiologie a l'institut Pasteums  a administré les bifidobacteries aux patients qui

en évidence le mécanisme de la phagocytose. soufrent de troubles intestinales.




Généralité sur les probiotiques

Une des premiéres définitions des probiotiquesmme « facteurs promoteurs
de croissance produits par des microorganisneesté propose par Lilly et Stillwell en
1965. Depuis ce temps, la définition du termebjmitique a été modifiée a plusieurs

reprises Ait-Belgnaoui et al ., 2005; Lamoureux, 2000).

En 1989, Roy Fuller a mis l‘accent sur tkemande de viabilité des
probiotiques et introduisit I'idée qu'ils avaiemh effet bénéfique sur I'hoté&(arner et
al ., 2009. La FAO et I'OMS (2002), ont établi récemmenhés lignes directrices pour
l‘'utilisation du terme « probiotiques » dans d&iments et formulent la définition suivante
. « les probiotiqgues sont des microorganismes ¥évani lorsqu‘ils sont administrés en
guantités adéquates, exercent une action bénéfiqua santé de I'h6te qui les ingere».

Tableaul. Certaines descriptions et définitions des probias citées au cours des années (Vasiljevic et
Shah, 2008).

Année Description Source

1953 Probiotics are common in vegetable food as vitapanematic substancesKollath
enzymes and possibly other substances connectieditat processes

1954 Probiotics are opposite of antibiotics Vergin

1955 Deleterious effect of antibiotics can be preveriggrobiotics therapy Kolb

1956 A Substance secreted by one microorganism whichutdtes the growth gf Lilly and
another Stillwell

1973 Compounds that build resistance to infection inttbst but do not inhibit the Fujii and Cook
growth of microorganisms in vitro

1974 Organisms and substances that contribute to intdstiicrobial balance Parker

1992 Live microbial feed supplement which beneficialffeets the host animal byFuller
improving microbial balance

1992 Viable mono-or mixed of live microorganisms whicppéed to animals of Havenaar and
man have a beneficial effect on the host by improvhe proprieties of thgHuisint'veld
indigenous microflora

1996 Live microbial culture or cultured dairy producthieh beneficially] Salminen
influences the health and nutrition of the host

1996 Live microorganisms which, upon ingestion exédsefits beyond inheren Schaafsma
basic nutrition

1999 Microbial cell preparations or components of migablcells that have aSalminen,
beneficial effect on the health and well-beinghad host Ouwehand,

Benno and Lee

2001 A preparation of or a product containing viablefired microorganisms in Scherezenmeir
sufficient number which alter the microflora ( bynplantation or| and de Vrese
colonization) in a compartment of the host andHat exert beneficial health
effect in this host

2002 Live microorganisms that when administrated in adég amount confer FAW/WHO

health benefit on the host




1.2. Les différentes souches probiotiques appliquées datiindustrie alimentaire :

Généralité sur les probiotiques

Les microorganismes les plus communément utilisésnte probiotiques viennent des

genresLactobacilluset Bifidobacterium D’autres souches bactériennes comme

EnterococcuslesStreptococcust les Escherichiasont aussi utilisées Tableau 2.

Tableau 2 Les espéces utilisées comme probiotiques (Hfdkapal., 1998; Mercenier et al., 2003).

les

L

actobacillus

Bifidobacterium

L. delbrueckii

S

ubsp.bulgaricus

Bifidobacterium brévé

Autres bactéries
lactiques

Non bactéries
Lactiques

Saccharomyces sp

rr—rrrr—rrr—Lwrrrr—

. acidophilus
. amylovorus
. caseli

. crispatus

. delbrueckii
ubsp. bulgaricus
. fermentum
. helveticus

. gallinarum

. gasseri

. johnsonii

. paracasei

. plantarum

. reuteri

. rhamnosus
. salivarius

. adolescentis
. animalis

. bifidum

. breve
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1.3. Exemple de Micro-organismes probiotiques Parmi les principales bactéries

lactiques probiotiques utilisées on trouve:

1- Le genreLactobacillus:

Le lactobacillus est le genre principal de la féeniles Lactobacillaceae, il contient

de nombreuses espéces qui sont des agents denknfation lactique intervenant dans de

nombreuses industridgseph-P, 1998)ll s’agit en général de batonnets non flagellés, n

sporulés , avec absence de catalase maisipanfee pseudo-catalase est détectée,
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Gram positifs faisant partie des BAL. Elles samportantes pour I'industrie alimentaire,

notamment dans les fermentations laitief@sr(ieu, 2008, 1zquierdo, 2009.

Elles sont des bactéries anaérobies (maidodérantes) et obtiennent leur
énergie du métabolisme fermentatif, mais efpesivent survivre en présence d’oxygene
grace a leur activité peroxydase capable d’inactieeperoxyde d’hydrogéne. Elles ont
également la capacité de survivre a des pH aciagies lés milieux gu’elles acidifient par la
production d’acide lactique.

Cette capacité a produire de l'acide lactique domwe lactobacilles un avantage
compétitif dans les environnements riches mutriments, ce qui peut en partie
expliquer leur potentiel probiotiq@ait-Belgnaoui, 2009.

Une grande variété de lactobacilles satitisées comme probiotiques,
parmis les quellesactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, cka@bacillus
rhamnosus, Lactobacillus delbrueckii subsp bulgagisont les espéces les plus étudiées
(Izquierdo,2009.

Figure 3. Micrographie au MEB dd actobacillus Source: institut-rosell-lallemand.com

2. Lactobacillus bulgaricus:

Comme le montre la (figure 8. Bulgaricusest un bacille Gram positif,
immobile, asporulé, micro-aérophile. Il est isadé&s forme de batonnets ou de chainettes.
Il possede un métabolisme strictement fermentaiee production exclusive d’acide
lactique comme principal produit final a partir dexoses de sucres par voie d’Embden
Meyerhof. Il est incapable de fermenter les perstdde bulgaricusest une bactérie
thermophile, trés exigeante en calcium et en Magnést sa température optimale de
croissance est d’environ 42 °C. Cette bactérie elenessentiel dans le développement
des qualités organoleptiques et hygiéniques dury@darty-Teyssetet al, 2000)
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N

Figure 4. Observation microscopique dlactobacillus bulgaricusSource: institut-rosell-lallemand.com

3. Le genreLactococcus et Streptococcus:

Ce sont des genres anaérobies facultatifs, généeatemicro- aérophiles et trés
exigeants au point de vue nutritiong@uiraud, 2003). lls rassemblent des coques homo-
fermentaires, produisant en majorit¢é de l'acidetidae. Les especes initialement
regroupé es dans le gemteeptococcusnt été redistribuées au sein de ces genres leslon
homologies de leurs ARN ribosomiques I&8hleifer ; Kilpper, 1987).

Le genrelLactococcusest formé de bactéries dont les cellules en fatmeoques (figure
2), sont associées par paire ou en chainettesngeidar variable, ce sont des bactéries
homo-fermentaires ne produisent que de I'acidedaetL(+) (To, 2010).

Le genre Streptococcus Les cellules de streptocoques sont des uesq ou
coccobaciles chimioorganotroph@orrieu et Luquet, 2008). Généralement groupées

en paires et surtout en chaines, de longwauable.

Figure 5. Micrographie au MEB deStreptococcus Figure 6. Micrographie au MEB delactococcus
Thermophilus. lactis subsp. diacetylactiéTeuber et Geis, 2006)

Source: institut-rosell-lallemand.com
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4. Le genreLeuconostoc :

lIs rassemblent les coques lenticulaires en pameshainettes, mésophiles, qui
possédent un caractére hétérofermentaire marqeé pavduction d’acide lactique
(isomere D), de CO2 et d’éthanol. Certaines espemascapables de fermenter le citrate
ce qui leur conféere une activité aromatique impadaD’autres synthétisent des dextrines
en présence d’accharose. Ce genre comporte 6 sgpé&sentes majoritairement dans les
produits végétaux, mais elles sont également isaléas les produits laitiers. lls
participent a la fermentation des produits végé{dirhel fedrighi., 2005).

- [

Figure 7. Micrographie au MERJes Leuconostoc lacti®evoyod J.J. et Francoise Poullain,
1988).

5. Les bifidobactéries :

Les bifidobactéries sont des batonnets aux forragses (bifide ou ramifié) dont la

caractéristique principale est une forme enDr(g et al., 2000)

Les bifidobactéries sont des bacilles anaérobi&saan positif non sporulés. Les
cellules sont de morphologie variables selon lgemilde culture larpent, 1997, les
bacilles peuvent étre isolés en amas, en pairendborme de Y Rrescott et al, 2003
figure 3 leurs conditions optimales de croissareeifient a température entre 37°C et
41°C et a des pH compris entre 6.5 et(B€ardovi, 1986),son habitat est essentiellement
le tube digestif humain ou animal, la variété humagst présente dans le tube digestif de

'enfant d et e I'adulte ; elle peut étre utilisgmmme probiotiqueQGristian, 2008).

Les especes les plus utilisées comme probiotiqgoesBifidobacterium lactiset

Bifidobacterium longunfDong et al., 2000)
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Figure 8. Micrographie au MEB de bactéries du geBiedobacterium Source:
microbewiki.kenyon.edu/index.php/Bifidobacter.

6. Levures probiotiques:

Sont des champignons microscopiques de types lulaets ou présentant dans
leur cycle biologique une phase unicellulaire préf#yante l(eclere et al, 1994 Elles
forment un groupe des micro-organismes probiotiggesame les Saccharomyces
(Delarras, 2007, le Saccharomyces boulardést le probiotique le plus documenté en

clinigue Anonyme, 2014.

Figure 9. Micrographie au MEB d'une levure du genre Sacahgoes.Source: M. Bastide / S. Jouvert

1.4. Lignes directrices pour I'évaluation des microrganismes probiotiques :

Une grande variété de produits probiotiquegt@ développée et mise sur le
marché ces dernieres années. Cependant, lets edftribués a bon nombre de ces
produits ne sont pas soutenus par une pedidin scientifigue adéquate.
Les produits de qualité médiocre doivent é&eahcés car ils discréditent les autres aux
yeux des non spécialistes. Par conséquent, ikestssaire d’établir des critéeres rationnels
Pour le criblage et la sélection des microorganssimendidats, sans oublier d’évaluer
I'efficacité des souches sélectionnées sur I'Hommneec des essais cliniques controlés
(FAO/WHO ,2002).

Le rapport de la FAO/WHO (2002) a établi da#éres et une meéthodologie

a utiliser pour I'évaluation des probiotiques.
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a. Désignation du Genre/Espéce/Souche :

Il est nécessaire de connaitre le genre et I'esgécéa souche utilisée, car les
effets probiotiques sont spécifigues a la cheu microbienne. Le probiotique doit
porter un nom reconnu scientifiquement et sontitieation doit étre effectuée a l'aide de
méthodes récentes et valides combinant les teétsopfpiques et génotypiques.

b. Dépistage des probiotiques potentiels pared tests in vitro :

les tests in vitro sont réalisés afin de deieer les mécanismes par les quels
les microorganismes probiotiques exercent leuiestsebénéfiques. |l est recommandé
d’utiliser des tests spécifiques a la cible et apgés pouvant corréler avec les résultats
des essaiS in vivo.

Les principaux tests in vivo réalisés pour étudks probiotiques sont :
-Résistance a l'acide gastrique,

-Résistance aux acides biliaires,

-Adhérence au mucus et/ou cellules épithélialesdines,

-Activité antimicrobienne contres les bactérieseptiellement pathogénes,
-Capacité de réduire I'adhésion des pathogéenesatixces,

-Activité de I'hydrolyse sur les sels biliairesgdociation des sels biliaires)
c. Etudes in vivo sur des animaux et humain:

Afin de confirmer ou valider les résultats desgastvitro, il serait nécessaire de
réaliser des essais in vivo sur des animaux dedédice ou de préférence sur des sujets
humains dans des conditions expérimentalesopppes. En général, une méthode
standard d’évaluation clinique des probiotiquesnprend les phases suivantes :
+Phase 1 : consistant a évaluer l'innocuité de lelse probiotique
+Phase 2 : permet d’étudier I'efficacité d’un prdimae par comparaison a un placebo
+Phase3 : permet de comparer des probiotiques avdcaiiement standard (condition
spécifique).
+Phase 4 : consisterait a surveiller I'utilisatianptobiotique (effets produits)

1.4.1. Difficultés réglementaires :

Bien que les scientifigues continuent d'étudie de débattre le potentiel des
effets santé des probiotiques, il y a unamegd'intérét par les régulateurs et les
membres de l'industrie sur la significationae&e du terme «probiotique».

Les réglementations gouvernementales differemt plays a I'autre, toutefois le statut
des probiotiques en tant que composante d’'un atimest pas établi actuellement a

I’échelon internationalNlarcel et al., 2008.
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Sur le plan international, les approchesslégives varient beaucoup en
fonction des pays: tandis que certains payswente Japon ont établi des
réglementations méticuleuses, d’autres états ddisotes a formuler des déclarations par
le biais d’'organismes gouvernementaux (eg.les Etais) ou de promouvoir des rapports
scientifiques de consensus (ce qui était leled8JE) (Marcel et al., 2008.

Cette facon de faire est due a I'absence d’'unenidiéfi juridique des aliments
fonctionnels. En effet, certains pays considergme les aliments fonctionnels
constituent une catégorie a part et doivelonc étre réglementés. D’autres, en
revanche, ont limité leur intervention laréglementation des allégations
alimentaires, considérant que les autres aspectEagoverts par la Iégislation alimentaire
générale. Sans oublier enfin ceux qui ne se s@épeore prononcés a ce sujet tels que
I'Algérie (Marcel et al., 2009.

1.4.2. Textes réglementaires algériens :

Les textes réglementaires algériens relatifs dwetgiroduits dérivés se limitent aux
aspects qui touchent a la qualité hygiénique sanitaire de ces aliments.
Actuellement, il n'y a aucune législation natde qui traite du sujet des aliments
fonctionnels ou les probiotiques. Cependant, iistexun nombre de textes qui concernent
I'étiquetage des aliments. C’est I'ensemble deeteutilisés comme références pour la
réalisation des analyses de controle de tgugdar le Centre Algérien de Contrle
de la Qualité et de 'Emballage (CACQE) de la Waage Jijel, concernant le lait et
dérivés ainsi que I'étiquetage des denrées atmires.

Selon Tlarticle no.3 dudécret executif n° 03-318du 4 Chadbane 1424
correspondant au 30 septembre 2003 modifiant eplétamt le décret exécutif n° 89-147
du 8 aodt 1989.

1.5. Caracteéristiques des probiotiques :

De fagon plus spécifique, pour qu’'un microorganisms®it considéré comme

étant potentiellement probiotique, il doit présefee caractéristiques suivantes:

-Etre un habitant naturel de I'intestin (originenaine);

-Etre capable de coloniser le milieu intestinarspgter et se multiplier;

-Adhérer aux cellules intestinales et exclure aun@ I'adhérence des pathogénes;

-Avoir un métabolisme actif et produire des substaninhibant les pathogénes (acides,
H.O,, bactériocines,...);

-Non invasif, non carcinogene et non pathogene(GRAS

-Etre capable de co-agréger pour former une florenale équilibrée;
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-Absence de toxicité;

-Possibilité de production en grande échelle;
-Possibilité de cryoprotection;

-Résistance a la bile et au mucus intestinal (i

Les microorganismes probiotiques doivent égaldmétre technologiquement
adaptés a interagir dans les produits alimentaieésqu'ils conservent a la fois la viabilité
et I'efficacité dans les produits alimentairésur une échelle commerciale) pendant
et aprés la consommation. Les probiotiquisvent étre capables de survivre aux
applications industrielles (par exemple la $fammation des produits laitiers) et aussi
étre en mesure de croitre ou survivre a rdesaux élevés dans le produit a la fin
de la durée de conservatigrarnworth, 2008).

1.6. Critéres de sélection des souches probiotiquésstinées a ’lhomme

Les probiotiques doivent étre capables d’'exedeurs effets bénéfiques sur
I'héte par leur croissance et/ou leur activit@gibe corps humaigCollins et al., 1998;
Morelli, 2000).

Toutefois, c’est la spécificité de l'action, gon la source du microorganisme,
qui est importante. En effet, il est trésffidle de confirmer la source d'un
microorganisme. Les nourrissons naissent sansaude ces bactéries dans l'intestin, et
I'origine de la microflore intestinale n'a pas étdtierement élucidée. C’est leur aptitude a
rester viables sur le site cible et a étre effisagai devrait étre vérifiee pour chaque
souche potentiellement probiotiquies(ineo, 200).

1.6.1. Propriétés fonctionnelles

Afin d’étre conformes a la définition des piatigues, les microorganismes
doivent survivre, persister temporairement dansaetus digestif et montrer une activité
qui doit se traduire par des effets positifs rpbhote.

Les exigences fonctionnelles des probiotiqdeent étre établies a I'aide de tests in
vitro qui se référent souvent a des propriétésdvizetnes, telles que :
1.6.1.1. Survie au cours du transit digestif

Plus de deux litres de suc gastrique avec un pblefagiont sécrétés par les cellules
qui tapissent l'estomac chaque jour, fournissard barriere acide contre I'entrée de
bactéries viables dans le tractus gastro-intdstina
L'effet du pH gastrique sur la viabilité ddmctéries en empéchant la colonisation
bactérienne de lintestin gréle est bien iét(8imon et Gorbach, 1987; Heatley et
Sobala, 1993).
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Par conséquent, tout organisme probiotique doiirave tolérance élevée a I'acide
pour survivre dans I'estomac.
La bile est le second facteur importagui influence le pourcentage de
survie des microorganismes probiotiques. Lex @acides biliaires synthétisés dans
le foie a partir du cholestérol est estimé @300 ml / jour.
Ces acides sont sécrétés par la vésicule biliaines de duodénum, apres la prise
alimentaire par un individu.

Les sels biliaires hydrolases (BSH ) catalyséntdrolyse des sels biliaires.
L'hydrolyse des sels biliaires est médiée [ difféerents genres de la microflore
intestinale, y compris Lactobacill§sundeen et Savage, 1990; Christiaens et al.,

1992; Gopal et al., 1996 Bifidobacterium(Grill et al., 2000a).

1.6.1.2. Activité antimicrobienne

Les bactéries probiotiques doivent essentiellemmaihtenir de bonnes conditions
sanitaires au niveau du tractus digestif, il estodionportant qu’elles soient aptes a inhiber
le développement des germes indésirables soit :
-Par la production des substances antagonidéesype bactériocines ou autres tels
gue les acides organigues et le peroxyde d’hydmge
-En empéchant l'adhésion des germes pathogauescellules de la paroi intestinale
(Simon et al., 2005).

1.6.1.3. Colonisation et adhésion aux cellules istinales :

Il est généralement convenu que les bactéries qtiqbes doivent adhérer au
mucus intestinal ou aux cellules épithélialemsdde but de persister dans [lintestin.
La capacité des BAL a adhérer aux surfacesmlegieuses empéche leur évacuation
rapide par la contraction intestinale et apé®ulement péristaltique du digeste, et
pourrait également conférer un avantage coeotiel.

Un grand nombre de recherches ont été meaébécran des bactéries probiotiques

pour leur capacité a se fixer aux cellules intedtis (Goktepe et al., 2005

1.6.2. Propriétés technologiques :
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Plusieurs aspects technologiques doivent étregorisompte dans la sélection des
probiotiques pour conférer de bonnes propriétésaales au produit fini, tels que :

1.6.2.1. Viabilité et stabilité des microorganismes

Pour exercer leur effet bénéfique sur latéarles probiotiques doivent
survivre en grand nombre au procédé de fabricatd a la période d’entreposage au
froid qui s’ensuit. Il est en effet généralemenma qu’un nombre minimal dé0’
cellules viables par gramme de produit est néaesgeur exercer un effet probiotique.
Cependant, la stabilité physique et génétigue dellules ainsi que toutes les
propriétés nécessaires pour exercer leursfdiignsur la santé doivent également étre

assuréeslZquierdo,2009).

1.6.2.2. Propriété acidifiante :

La fonction acidifiante est la plus recheehdes bactéries lactiques qui a
pour effet une production importante d’acide itaot conduisant a une acidification
rapide et durableJpnes, 2001

Les conséquences d’ordre physicochimique et miotodique sont récapitulées
d’apres Surta et al.,1998 : coagulation du, ldid synérese du caillé et la
solubilisation du calcium micellaire, elle paipe aux qualités organoleptiques des

produits laitiers fermentés et inhibe la croissasheenicroorganismes nuisibles.

2. Criteres technologiques :

2.1. Criteres technologiques de sélection des soestprobiotiques :

Les probiotiques présentent des propriétés qui gamables selon I‘'espéce ou la
souche microbienne. Il est nécessaire de conraigenre et I'espéce de la souche utilisée
car les effets probiotiques sont spécifiques @leclse microbienne.

La non pathogénicité (innocuité) des soucless un critere trés important, les
souches

ayant le statut GRAS (Generally Regarded 2afe) sont d'ailleurs a favoriser.
Toutefois, le critere de viabilité ou de dardemeure essentiel dans la sélection des

probiotiques qui doivent parvenir vivantes site de leur action, a savoir l'intestin,
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et donc reésister aux différents mécanismes dendéf de I'h6te. Les bactéries étant
administrées par voie orale, il faut gu‘ellesnfraissent les obstacles majeurs du transit
digestif : le pH acide, les sels biliairess enzymes pancréatiquéslillette et al.,
2008; Lamoureux, 2000; Percival, 1997).

Ainsi parmi les critéres de sélection la viabili@ certains processus industriels
comme la fabrication et stockage réduisent la kighides souches. Cette perte constitue
un fardeau économique pour les fabricanGudgimonde et Sanchez, 20)2 les
probiotiques peuvent étre ajoutés a des produisdgs cellules fraiches ou lyophilisées.
Les niveaux élevés de la population, entre etulesllmicrobiennes par ml, doivent etre
dans les produits probiotiquésos et al, 2008.

La capacité de la souche a etre cultivée au grantbre, concentre, stabilisé et
incorporée dans un produit final avec de bonneprtgs sensorielles, le cas échéant, et
d’etre stable, a la fois physiologiguement et géuément, jusq’a la fin de la durée de

conservation du produit et au niveau du site aetifs I'hote Lundeen et Savage, 2013).

Le tableau 3 rapporte les critéres les plus utpér la sélection des probiotiques.

Tableau 3 Critéres de sélection utilisés pour le screedieg probiotiques (Nousiainen et al., 2004).

Critéres

But cherché

Résistance a l'acidité gastrique

Survie pendant le passage par lI'estomac et duodénum

Résistance aux sels biliaires

Survie pendant le passage par l'intestin gréle

Production d'acide (a partir de
glucose et lactose)

Production (de barriére acide) efficace dans Bitirie

Adhésion au mucus et/ ou aux
cellules épithéliales humaines

Colonisation efficace, réduction des sitd'adhésion
des pathogénes a la surface

Production de substances
antimicrobiennes

Inhibition du développement des germes pathogénes

Résistance a la chaleur

Survie pendant le processus de transformation

Bonnes propriétés technologiques

Stabilité, croissance sur une large échdliejs dans le
produit, résistance aux bactériophages
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2.1.1. Résistance a l'acidité gastrique :

La survie des bactéries dans le suc gastrique dégereur capacité a tolérer les
bas pH.

Le temps de passage peut étre d‘'une heure a dugatres selon I'individu et son
régime. Par Conséquef@dmmor et Mayo, 2007).

La sécrétion d’acide gastrique constitue un méoamide défense primaire contre
les microorganismes les plus ingérBeiine et al, 200), Avant d’atteindre le tractus
intestinale et exercant I'effet bénéfique sur lddes bactéries probiotiques doivent
d’abord survivre dans I'estomaldwaz et al, 2011)qui sécrete de I'acide chlorhydrique,
plus de deux litres de suc gastrique est sécrégigue jour lorelli, 2000) ou pH peut
étre aussi faible que 1,5 aMdurad et Nour-eddine 2006, toutefois , la survie des
souches de bactéries dans le jus gastrique hurasinme indication plus précise de la
capacité des souches a survivre au passage asttastomac lawaz et al, 2011
2.1.2. Tolérance aux sels biliaires :

Les acides biliaires sont synthétisés dans le dojartir du cholestérol et sont
sécrétés a partir de la vésicule biliaire dansuedénum sous la forme conjuguée (500 a
700 ml/j) Ounne et al, 200}, La concentration de sel de bile peut étre aglesiée que
1,5 a 2%(p/v) dans la premiéere heure de la digestibpeut diminuer par la suite a environ
0,3% (Nawaz, 201) en raison de l'activitt microbienne, qui entrainee vaste
modification chimique (déconjugaison, dés hydrotigla la déshydrogénation, et
glcuronidation) dans le colognne et al, 200}, aussi certains composants des aliments
peuvent réduire I'effet toxique de la bile sur iero-organismesNawaz et al, 201} La
capacité a survivre a l'action des sels biliaired en absolu besoin de bactéries
probiotiques, et elle est généralement variée-gpexifiquement et souvent observée entre
les souches probiotiques potentiell@agmola et al, 2001)et donc la tolérance des probe
aux sels biliaires a été initialement associée@daence de I'activité d’hydrolase des sels
biliaires(Houssain et al, 201p
2.1.3. Résistance aux antibiotiques :

Les bactéries lactiqgues sont naturellement résetaa beaucoup d‘antibiotiques
grace a leurs structure et physiologie. Les traxdaiXemmerman et al. (2003) ont montré
gue 68.4% des probiotiques isolés ont unesta@sie a un antibiotique ou plus.

Dans la plus part des cas la résistance n‘estrgasniissible, cependant, il est possible que

le plasmide codant pour la résistance aux antdues soit transféré a d‘autre espéeces et
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genres. C'est une raison significative pouroisth des souches manquantes du
potentiel de transfert de résistatfibenohue, 2004).

L'utilisation d’antibiotiques comme agents thénajigues produit un climat dans
lequel les consommateurs et les fabricants cherade alternativesShinde, 2012. La
résistance aux antibiotigue est un critere importpaur les souches bactériennes
probiotiques, un effet bénéfique de souches rédesagu’ils peuvent étre Co-administrés
avec des antibiotiques thérapeutiques pour leetraaht des maladie®€tsuriyawawong
et Khunajakr, 2011), une telle résistance peut étre facilement téagsh d’autre souches,
soit des altérations du génome existant ou pasfiées du matériel génétique entre les
cellules par les plasmides ou des bactérioph@@esez-Gil et al, 200), dans la plus part
des cas des probiotiques la résistance n’est @asnissible, cependant, il est possible que
le plasmide codant pour la résistance aux antdues soit transféré a d’autre espéeces et
genre. C’est une raison significative pour choilgs souches manquantes du potentiel de
transfert de résistancelddef, 2013.

3. Les bifidobactéries comme bactéries probiotiques :
3.1. Généralités sur les bifidobactéries :
3.1.1. Taxonomie

Les bifidobactéries ont été découverts paupreémiere fois dans les féces
infantiles nourris au lait maternel par Tissie9{Q), qui a isolé une bactérie avec une
forme étrange et caractéristique de Y et paeke Bacillus bifidus communisCette
bactérie était anaérobie, Gram positive et a&ad#veloppé de gaz pendant sa croissance.
Depuis leur premiere description, la classifama de ces bactéries n'a cessée d'étre
révisée passant du genre Bacillus, a celui algeBoidesGastellani et Chalmers,

1919, Lactobacillus (Hollande ,1920, Bifidobacterium(Orla-Jensen ,192%, Bacterium
(Lehmann etNeumann, 1927, Tissieria Pribram, 1929), NocardiaVuillemin,

1931, Actimomyce (Nannizzi, 1934, Actinobacterium{Puntoni, 1937 et
CorynebacteriunfOlsen, 1949.

En raison des similitudes entre lesidbliactéries et les bactéries du
genreLactobacillts, ils ont été inclus dans ce genre comme classidies la 7™ édition
du manuel de Bergey'’s de la bactériologie détertiviegBreedet al., 195).Dehnert
(1957) décrit I'existence des biotypes multiples iéidobactéries et a proposé un
arrangement pour la différenciation entre $esiches basées sur leurs modeles de
fermentation d'hydrate de carbone. Duranmi@me année Cummins et al. ont

examiné la composition de la paroi cellulaire tiesigurs souches de bifidobactérie et ont
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conclu que ces bactéries sont différentes déesoles bactéries Gram positifs
préecédemment examinées. La classification taximeoe des bifidobactéries était donc
a revoir et le sujet a été relancé deveau a I'investigation.

En 1963, Reuter a effectué des tests bidgnies et sérologiques sur des
souches debifidobacteries isolées des feces d'enfants et d'adultes et a péopo
I'arrangement suivant pour lidentification de dexctéries: des bactéries aux formes
bacillaires, anaérobie, Gram positif, ressemblaient des lactobacilles, excepté la
variabilité morphologique, elles fermentent dé&ucose en produisant de I'acide acétique
et de l'acide lactique d'un rapport 2:1 et fermeintd sucres additionnel des sucres déja
étudiés.

En 1970, Scardovi et al ont commencés appliqué intensivement le
procédé d'hybridation ADN-ADN afin d'évalueta validité des especes de
bifidobacteries précédemment décrite et padentifier de nouveaux groupes de
séquences ADN homologique parmi les soucheds gisolaient dans des diverses
niches écologiques. Cette technique d’identifica est une avance significative en
bactériologie déterminative et a aidé a résoudree grande partie de la confusion
précédemment rencontré quand a la diftéagion d'espéce de Bifidobacterium
qui a été faite principalement sur le prd@kmentaire d'hydrate de carbone.

Dans la 8 édition du manuel de Bergey du déterminate la bactériologie

(Rogosa, 1971 les bifidobacteries ont été classifiéesisdde genre Bifidobacterium

en utilisant le méme nom proposé par Orla-Jensen

Le genre a comporté huit espéces; il a été indars la famille des Actinomycetaceae
d'ordre Actinomycetales.

Avec ['utilisation des techniques de la biologieléuulaire (I'analyse des
séquences des ARNr 16S, l'analyse des séqueesegénes codant pour la protéine
du choc thermique de 60 kDa (Hsp60), @ont G+C d’ADN), on dénombre
aujourd’hui 31 especes de bifidobactérgediderses origine€(zéby, 2007..

3.1.2. Ecologie
Les bifidobactéries sont des habitants nagudd la flore intestinale humaine.

Ces microorganismes sont les bactéries inwe8nmajeures chez les bébés nourris

au lait maternelRasic et Kurmann ,1983.
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B. breve et B. infantis sont des espece typiqueb@bgs nourris au lait maternel ou aux
formules lactées pour nourrissons tandis diebifidum, B.catenulatum, B. longum et
B. pseudocatenulatusont présents dans les féces des nouveau-nédathsules feces
d'adulte.

B. adolescentis a été isolés seulement dans les tBadulte.

L'habitat des bifidobactéries n'est cependant gstsaint a l'intestin. Quelques espéces
commeB.bifidum, B.breve ou B. longum biovar infantigeuvent également coloniser le
vagin de la femme.

Chez les animaux quelques espéces sont appa@mmune présence spécifique.

B. merycicum et B. ruminantiusont isolés des bovins.

B. choerinum , B. psychraerophilum et B.thermagidioom subsp. porcinum sont
présents chez les porcs.

B. gallinarum et B.pullorunsont associés aux volailles.

B. cuniculi, B. saeculare et B. magnwont isolés des lapins.

B. asteroides ,B. coryneforme et B. indicgont hébergés dans l'intestin des abeilles.

En revancheB. animalis subsp. animalis,B. boum,B. longBnpseudolongum,

B. thermophilum sont isolés de diverses especes animales.

Bifidobacteriumtsurumienseune nouvelle espece isolée par Okamoto et alQ8)2@es
plaques dentaires des hamsters nourris duranesiaiaes avec une alimentation riche en
sucres.
Parmi les 24 espéces de Bifidobacterium aujourdduonnues, 9 sont isolées
essentiellement chez 'homme, a savoir:
B.bifidum, B.longum, B.infantis, B.breve, B.adodedis, B.angulatum, B.catenulatum,
B.pseudocatenulatum et B.dentium.
Ces especes sont préconisées par certains auteur8tge recherchées en tant que témoins
de contamination fécale humaine dans les eauxudises (Rensik et Levin, 1981b;
Mara et Oragui, 1983).

Les méthodes d'hybridation ADN-ADN ont permis a r8osai (1986) de bien
différencier ces especes de celles d'origine punearemale.
Chez I'hnomme, elles colonisent les cavités naesadt principalement le colon, le vagin et

la bouche Rasic et Kurmann, 1983).
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3.1.2.1. Installation chez le nouveau né

Il est généralement admis que jusqu'au moment dwiksance, le faetus baigne
dans un environnement parfaitement stérile. Ameaglssance, la colonisation bactérienne
du tractus digestif est trés rapidédqro, 1900b; Mitsuoka,1974; Bezirtzoglou, 1985).

48 heures aprés la naissance, le colon contiertodex 101° bactéries par gramme de
selles correspondant principalement a des entéeies; des staphylocoques et des
streptocoqueg\itsuoka, 1974; Bezirtzoglou, 1985Moreau et coll., 1986).

Les bifidobactéries n'apparaissent qu'entre le ideux et le cinquiéme jour
(Mitsuoka et coll., 1974)et deviennent dominantes0(® a10'* par gramme de selles) a
peine une semaine apres la naissance.

Elles atteignent 99 % de la flore fécale tandis lgugux des autres bactéries (coliformes,
lactobacilles, entérocoques) diminue considérabhémmes de 1000 fois-(isel, 1951;
Mayer, 1956; Hoffman, 1966).

Les anaérobies telles que Bacteroides et Clostnidilautres bactéries putréfiantes
sont énormément réduites et peuvent disparaitre.
3.1.2.2. Origine de la colonisation

La flore bifide buccale du nourrissoBdrgholm, 1902; Harrison et coll., 1958
semble trés proche de la flore vaginale (Leves QL#59a; Walch, 1956) ou fécale de la
femme et est constituée principalemenBdéreve, B. longum et B. adolescentis
Cependant, les espéces isolées chez I'enfant respondent pas nécessairement a celles
de sa mereBezirtzoglou, 1985) Blaurock (1940) cultivant la flore vaginale dente
soixante femmes, avait déja mis en éviddBckifidumdans 95% des cas.

Il est donc évident que la colonisation orale duveau-né puisse provenir de la flore
vaginale au moment de I'accouchement.

Les mains des sage-femmes et des accouchées rdprammt également des
modes de diffusion de B. bifidurBlaurock, 1940.

- Mutai et Tanaka (1987) observent dans la boueh23dnouveaux-nés, 10 minutes apres
la naissance par voie basse, des Bifidobacteriufropionibacterium, Bacteroides
Peptostreptococcud-usobacterium, Enterococcus, Lactobacillus et Eottacteriaceae
alors gu'apres césarienne chez8 des 9 nouveauétnésds, ils n'isolent que des

Propionibacterium et des Enterococcus.
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3.1.2.3. Facteurs influengant la colonisatian

Outre le mode de naissance qui, hous venons deireimervient directement sur
la rapidité d'invasion des bifidobactéries, d'aufeeteurs influencent cette colonisation:
3.1.2.3.1. La prématurité: est une cause de difficulté d'implantation désl@bacterium
en raison d'un manque de récepteurs et/ou de atshstndogénes alors que les
entérobactéries et les Bacteroides colonisentefaeiht le colon Rrisel, 1951; Mayer,
1956; Hoffmann, 1966; Stark et Lee, 1982; Stevense coll., 1985.

3.1.2.3.2. Le mode d'allaitementMayer et Moser (1950) qui isolaie®.bifidum de
colostrum et de lait de femme avant toute tétéeluant la possibilité de contamination

par la bouche de I'enfant. lls admettent des langrésence dans la glande mammaire mais

cette hypothese reste inexpliquée, sauf peut-@treipe mauvaise identification du genre
bactérien isolé due a la pauvreté des méthodeétdetibn a cette époque.
3.1.2.3.3. L’environnement:

Le pays, I'hn6pital et méme le service dans lequeual’accouchement influent sur
la rapidité de colonisation par les Bifidobacterigtsur les especes présentes.

Les biotypes retrouvés varient également danarigseMitsuoka et coll. (1974), en 1974,
isolaient essentiellemem®. infantisdes selles de nourrissons japonais mais dix ars pl
tard, c'esB. brevequi est reconnu espéce dominante.

De nombreuses observations permettent de pensed'equéronnement, et en
particulier les habitudes obstétricales et théragees (utilisation de plus en plus
fréquente des antibiotiques), jouent un rdle nogligéable dans la colonisation des
nouveaux-nés par les bifidobactéries.

Il semblerait méme que des conditions d'’hygieéng stéictes freinent l'implantation des
Bifidobacterium(Simhon., 1982; Yoshioka et coll., 1984; Lundquistteoll., 1985).

3.3. Propriétés phénotypiques

3.3.1. Morphologie:

Les membres du genrBifidobacterium montrent des formes bacillaires qui
développent des ramifications donnant des formres ¢, Y, X (figures10,11,12,13)
Cependant, leur polymorphisme dépend principatfem#du milieu de culture et des
conditions de croissance. Les niveaux de élydglucosamine, qui est impliqué
dans la synthese de peptidoglycanes, ectafit I'embranchement des
bifidobactéries. Tandis que des niveaux pluss kde N-glucosamine et d'acides

aminés produisent la forme plus fortement amthée, les milieux favorables et
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riches en éléments de croissance produisentfdemes bacillaires plus longtemps.
Les colonies constituées par les bifidobactérsont lisses, convexes, crémes ou
blanches, scintillant et de la régularité molleslcellules deB. angulatum montrent
l'arrangement de V ou de palissade, tandis lgse cellulesB. animalis montrent la

portion centrale agrandie.

B. asteroidesexposés des arrangements a la forme éfmle communs Shah et
Lankaputhra, 2002).

'5-4

Figure 10.Micrographie au MEB de Figure 11.Bifidobacterium adolescent{®ar:1Qum)

Bifidobactéruim lactigWGO, 2008). (Anonyme, 2008).

Figure 13.Micrographie au MEB de
Bifidobacterium sp(Bar: Jum) (Biavati Bifidobacterium breve(Bar: Jum). (Anonyme,
et al., 2000). 2006).

3.3.2. La composition de la paroi cellulaire :

La paroi cellulaire des bifidobactéries a wtructure spécifigue aux bactéries
Gram Positive. Elle est constituée d'une é&maisouche de muréine peptidoglycanes)
entremélée de longues chaines de polysaccharidsis caie de protéines et d'acides
lipoteichoique Les acides aminés qui composenbéeses des tétrapeptides du muréine
différent parmi les espéces et/ou les souateda méme espece, de ce fait ermettant
leur différenciation(Lauer et Kandler, 1983; Tamime et al., 1995)

Habituellement, L-alanine, acide D-glutamique, rithine et D-alanine composent les
tétrapeptides, mais I'ornithine peut étre remmagar la lysine dans quelques souches
(Klein et al., 1998).
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Les acides lipoteichoique forment des liaisons alex chaines de polysaccharide
sont considérés important pour l'adhérence desleslla la paroi intestinale. Plusieurs
especes de bifidobactéries ont des lipoglycansiversgs structures, avec L-alanine au
lieu de D-isomere habitu@wasaki et al., 1990).

3.4. Propriétés physiologique :

3.4.1. Température optimal :

La température optimale pour la croissance Hiislobactéries est de 37- 41 °C,
alors qu’aucune croissance ne se produit en-desi®ug0 °C et au-dessus de 46 °C, a
I'exception deB. thermophilum, B. thermacidophilum subsp. Theidophilum et B.
hermacidophilum subsp. porcinugui sont capable de croitre aux états modéném
thermophiles (47°C, 49,5°C et 46,5°(Gcardovi et al., 1979 ; Dong et al., 2000 ;
Zhu et al., 2003) et B.psychraerophiluncultive a température de 4°CSinpson et al.
,2009.

Les bifidobactéries d'origine humaine révelemte croissance optimale entre
36°C et 38°C, tandis que les bifidobactérie®origine animale démontrent une
croissance optimale entre 41°C et 43°C. kaissance a 45°C semble distinguer

entre les espéces animales et humattesh 1997 ; Gavini et al., 1991

3.4.2. Sensibilité au pH :

Bifidobactéries sont des micro-organismes non amddstants. L'optimum pH est
entre 6,5 et 7,0. Aucune croissance n'estgistrée a pH plus bas que 4,5 et plus
fortement qu’a 8,5. SeulemeBtthermacidophilum subsp. Thermacidophilamne
croissance retardée a pH Bofig et al., 200D etB. animalis subsp. animalet B.
animalis subsp. lactis peuvent survivre exposer au pH 3,5 pendanugdse
(Matsumoto et al., 2004).

3.4.3. Anaérobiose

Les bifidobactéries sont anaérobies. Cependantsensibilité a ['oxygene
parmi les espéces differe selon leur origiseit humaine ou animale. Les especes
d’origine humaine sont plus sensibles que dspéces d’origine animale. L’exposition

a lair pendant 4 jours a une températuee 20°C permet la survie de beaucoup
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d'espéces d'origine  animale (B.pseudolongum subsp. pseudolongum et B.
thermophilunm) (Beerens et al., 20Q0

Bifidobacterium psychraerophiluultive faiblement en aérobios&irfipson et
al . ,2004 et B. animalis subsp lacticapable de croitre en présence d'une concemtratio
d'oxygene. Keile et al., 1997; Masco et al., 2004).

3.5. Besoins nutritionnels :

- Besoin en acides aminés et source de carboree Bifedobactéries sont des
microorganismes aux exigences nutritionnelles @gvéa cystéine et la cystine sont des
sources essentielles d'azote pour les bifidobast@éRavula et Shah, 1998)Certaines
especes de bifidobactéries peuvent aussi utilserskls d'ammonium comme source
d'azote $cardovi, 1986). Ces especes, lorsqu’elles croissent sangcesaliazote
organique, rejettent des taux considérableacidés aminés dans le milieu. Par
exempleB. bifidumpeut produire jusqu'a 150 mg/litre de thiéen En général, les
acides aminés les plus souvent produits $atdnine, la valine, l'acide aspartique

et la thréonine Matteuzzi et al., 1978).

3.6. Les facteurs bifidogénes

Les facteurs bifidogénes peuvent étreigdés sous le nouveau concept
des prébiotiques, qui sont définis en t tagu'ingrédients non digestibles qui
affectent avantageusement I'héte en stimuladgtecivement la croissance et/ou
l'activité¢ d'un, ou un paroi cellulai{fPetschow et Talbott, 1990; Tamura, 1983; Glick
et al., 1960. Toutefois, cet apport exogene de N-acétylghizosamine n'est pas
représentatif des autres bifidobactéries. Ddes lait et le colostrum d'origine
humaine, d'autres glycoprotéines, telles geieNtacétyle-glycosamine, le N-acétyle-
galactosamine et le N-acétyle-mannosamine, été¢ identifiées comme étant des
facteurs bifidogenesModler ,1994).

Le lactulose s'est avéré un facteur efficpoar la croissance de Bifidobacterium

et il est également appliqué dans une dgawariété d’aliment comme facteur
bifidogéne ou comme ingrédient fonctionnel pda reglementation intestinale. Le
lactulose est aisément métaboliseée par toldss especes de Bifidobacterium qui

résident dans la région intestinale huméirerada et al. 1992).
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3.7. Potentiel d'application des bifidobactéries das les produits laitiers

L’addition des bifidobacteries au lait ferm&ngt d'autres produits laitiers est
assez nouvelle.

En 1968, I'équipe de Schuler-Malyoth et aété la premiere a envisager un
procédé commercial pour la fabrication dd¢ farmenté contenant des
bifidobactéries.

Aujourd’hui sur le marché mondial, on dénombre plusieurs produits
contenant des bifidobactéries, que ce soits formes de laits ferment@aron et
al.,2000, de desserts congeléa{lasapathy et Sultana, 2008 de fromages
(Boylston et al., 2004 des yaourts a boire et cong@hliland et al., 2002, les

creme glacéGodward et Kailasapathy, 2003),etc. Au contraire des levains
classiques utilisés dans la production dés kermentés, les bifidobactéries n'ont pas
un role dans l'acidification du lait, ou dans lenfation de la texture et/ou de la saveur,
mais sont pensés pour jouer un réle de promalesibienfaits santé pour le
consommateurLeahy et al., 2005 ; Tannock, 2005).

Les bifidobactéries sont incorporées dans les piodaitiers sous deux formes : soit les
laits fermentés ou ces bactéries sont ensemen@®esnéme temps que les bactéries
lactiques, soit les laits fermentés auxquels aoute une quantité importante de
bifides apres la fermentation.

Les inoculum de bifidobacteries utilisés polm fabrication des laits
fermentés varient entre 2% et 1qQ%urmann et Rasic, 199) et peuvent méme aller
jusqu'a 20%Goh et al., 1986; Marshall et al., 1982).

La survie des bifidobactéries dans un larmfnté doit étre assurée jusqu'a la
consommation du produit puisqu'on doit y déhoer plus del0’bifidobacteries /g

pour exercer des effets probiotiquésigvehand et Salminen, 1998
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1. Les probiotiques et leurs effets bénéfiques sla santé
1.1. Application clinique (traitement et régime) :

Beaucoup de bénéfices pour la santé ont été atrilau différents probiotiques
(Sander, 2009, qu’ils soient formés d’'une seule ou de plusiamsches. Dans la mesure ou
il est impossible de généraliser les résultatseeahs différents probiotiquéslugin, 2013, I
est important de noter qu'aucune souche ne foutoirs les avantages proposés, et non

toutes les souches de la méme espéce sefficdices contre des états définis de santé.

Chaque souche détient sa propre carte d’ident&é axe action précise, donc une indication
donnée. Pour étre active, une bactérie doit éfnérad a la muqueuse intestinafaqre et al,
2013. Ces bénéfices potentiels sont tres nombreugperéiennent a des domaines tres variés
et sont continuellement élargi avec de nouvellesesdet développements scientifiques
(Vandenplas et al, 2015) L utilisation des microorganismes probiotiquesupteurs effets
bénéfiques sur la santé de I'héte doit indiquerdeses et la durée d’utilisation comme le
recommande le fabriquant de chaque souche ou dpieharoduit sur la base de preuves
scientifiques (Moreau, 2001 ; AFSSA, 2005 ; Chouraqui et Michard-Lenoir, 2007 ;
Fuare et al, 2013)ces effets résultent essentiellement de leursaictiens avec le contenu
digestif, c’est-a-dire les nutriments présents darismiére intestinale et les composants de la
flore endogénéFaure et al, 2013).

Les probiotiques sont proposés pour le traitememt ndmbreuses pathologies
digestives Tournut, 1989 ; Boudry et al, 2013 et plus récemment de I'obésité.
Avec traitement des autres maladies, le tabledlustre la diversité de I'application clinique

des probiotiques.
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Tableau4. Quelgues souches probiotiques et leurs effatgjaes Sander, 2009.

Souche probiotiques

Effets cliniques sur THomme

LactobacillusGG (ATCC 53103)

Adhésion aux cellules intestinales humaines, réoluade I'activité
des enzymes fécales, prévention des diarrhées i@asso@ux
antibiotiques, prévention et traitement des diashé rotavirus €
autres diarrhées, modulation de la réponse imnimmita

Lactobacillus jonhsonilj_ 1(LA81)

Prévention de la diarrhée des voyageumodulation de flore
intestinale, réduction des symptdomes de l'intoléearau lactose
traitement de la constipation, amélioration de fiomité, adjuvant
dans le traitement ddelicobacter pylori

Bifidobacterium lactis (bifidumBb-12

Prévention de la diarrhée des voyageur#temnant des diarrhée
virales (Rotavirus), modulation de flore intestsalraitement de |
constipation, modulation de la réponse immunitaire.

Lactobacillus reuter(ATCC 55730)

Colonisation du tractus intestinébuction de la durée des diarrhg
aux rotavirus, traitement des diarrhées virales.

pesS

Lactobacillus plantarunfDSM 9843)

Adhésion aux cellules intestinales hime modulation de flor
intestinale.

11

Saccharomyces boulardii

Prévention et traitements des diarrhées assoai@esantibiotiques
(ex. Clostridium difficile colitig.

Bifidobacterium infantis5264

réduction des symptémes de syndrome du aoitaible.

Bifidobacterium animali®N173 010

Ameélioration de la fonction intestinale

Lacrobacillus fermenturkyR1003

Réduction du nombre de jours et de la gFal’iiine maladie
respiratoire.

VSL#3

Rémission prolongée chez des patients atteint®clespe.

1.2. Les probiotiques en pathologie digestive:

L'utilisation des probiotiques en

thérapeutique naturellement concerné en

premier lieu les maladies de I'appareil digestife particulier les maladies de I'intestin gréle

et du colon; les travaux en pathologie digestivieubitisé soit des « probiotiques-aliments »

(cest le cas des produits laitiers fermentesu, plus souvent, des « probiotiques-

médicaments ». Plusieurs études ont montetseffhérapeutique des probiotiques sur

les diarrhée aigue infectieuse et diarrhéemiquant I'antibiothérapie(De-Vrese et

Marteau, 2007) sur les maladies inflammatoires chronique®siitiales(Barnich et al.,

2007).

Des travaux de plus en plus nombreux sugtamanintérét pour les

probiotiques dans le traitement de l'infectiarH. pylori (Goldman etal., 2006;

Lesbros-Pantoflickova et al., 2007; Falagas et aRk008 ).
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La diarrhée d’origine infectieuse est un graprobleme sanitaire mondial,
responsable chaque année de la mort de ephssimillions de personnes. Si la
majorité des déces se produit parmi les dafales pays en développement, on estime
gue jusqua 30% de la population méme daes pays développés souffre chaque
année de diarrhée d'origine nutritionnelle.sLerobiotiques pourraient constituer un
important moyen de réduire ces problémes.fétdbénéfique de souches définies de
probiotiques a parfaitement été démontré a I'aide Lactobacillus rhamnosu&G et
Bifidobacterium lactiBB-12 pour la préventionSf@avedra et al., 1994; Szajewska et
al.,, 200} et avec le traitementsflauri et al., 1991;Perdone et al., 1999; Guaiadini
et al., 2000 de la diarrhée aigué causée principalement maratavirus chez les enfants.

Bifidobacteriumsont principalement lancés sur le marché pdes produits
laitiers fermentés, qui sont bien convenus rpoufavoriser limage de santé du
probiotique pour plusieurs raisons. Les nouregufermentées, et les produits laitiers en
particulier, ont déja une image positive dentda et les consommateurs sont au
courant du fait que ces produits contienhenimicro-organismes vivantsi€ller, 2007).
Dailleurs, d'un coté I'image des laits fermenté&t les yaourts en tant que aliment
sains facilite la recommandation de Ilasmnmation quotidienne des bifidobacteries,
d'un autre coté les bifidobactéries sont pyég&par des protéines du lait pendant le
passage dans tractus gastro-intestinal, qui petmegarantir des taux élevés de survie
de bifidobactérie a [larriver au colon et ileer effet pour le consommateur
(Lonnerdal, 2003).

2. Application des probiotiques dans le domaine ahentaire :

Les produits laitiers probiotiques appartiennent ecatégorie des produits laitiers
fonctionnels qui ont montré une croissance impoessnte au cours de la derniére décennie
(Menrad, 2003). Ainsi, le nombre des produits disponibles et lanrmassance du
consommateur du concept probiotique a évalué, reétpience, la recherche sur ces produits
a également augmenté, plus de 600 comprenantrdetes glacees, les fromages, beurre, lait
en poudre, desserts glacés et mayonn&sgejé¢, 200). Un aliment probiotique doit contenir

de 10 a 100 millions de bactéries viables par grarampar millilitre (sabelle, 2009.
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2.1. Les yaourts probiotiques

Le yaourt a longtemps été reconnu comme wodyt avec de nombreuses
caractéristiques appréciées par les consommataicgli en fait un choix évident en tant que
porteur de souches probiotiques. Au cours dedmwieres anneées, la popularité de bio-
yaourts, contenant des fermentsti®ermophilus, Lb. bulgaricus, Lb. Acidophiles des
especes dBifidobacteriuma augmenté de maniere significatiFanworth, 2008).

Une revue récente dans le British JournalNeftrition (Guarner et al.,2005 comprend
la conclusion suivante:

La consommation de yaourt a été montrée a inddé® avantages mesurables sur la
santé liés a la présence de bactéries vivapaegapport aux produits avec des bactéries
tuées. Ainsi, les levains du yaourt remplisseritetaent le concept actuel des probiotiques au
moins pour ses effets bénéfiques sur la digestiolactose in vivo.

"Les cultures probiotiques de lactobacilles det bifidobactéries restent viables
dans le yaourt au cours du stockage réfrigéiesaniveaux supérieursl@®UFC/qg.

Cependant, des problemes de stabilité des bestgrobiotiques dans le yaourt et les
produits laitiers fermentés ont été rappoffesnworth, 2008).

Certaines souches de bactéries lactiques considéoéame étant probiotique peuvent
faire partie du processus de fermentation, aloesdjautres souches sont ajoutées par la suite
dans le produit final et n’ont rien a voir aveddamentation Camille, 2014.

Les bactéries probiotiques de yaourt les plus sels de type« bifidobactéries»
(bifidobacterium longum, bifidobacterium animalis..) et de type « Lactobacilles »
(Lactobacillusacidophilus, Lactobacillus johnsonii..). Certains Streptocoques » peuvent
egalement étre utilisé®ip et al, 2013, elles sont considérées comme probiotiques tes el
libérent une enzyme bactérienne : la lactase, gypermettre de digérer correctement le leit,
méme chez les personnes dépourvues de lactaselpbipie Camille, 2019.

Selon la fédération internationale laitiére, leLactobacillus  bulgaricus et
Streptococcus thermophiludoivent étre ensemencées simultanément et seetr@ivantes
dans le produits final jusqu’a la durée limitescdaservation, a raison d’au moins 10 millions
de bactéries par gramme rapportées a la partiéelgeinellal et Chibane, 2007, la quantité
d’acide lactique libre contenue dans 100 g de yaoardoit pas étre inférieur a 0,7 g
(Gemrcn, 2009. De plus, les doses nécessaires pour obteniraatien bénéfique varient
considérablement selon les souches probiotiqueas. ¢&te raison, il est impossible d’établir

une recommandation uniforme applicable a toutesstagches. Et chaque souches a son
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propre champ d’action, les conseils cliniques daivilnc étre personnalisé¢ksabelle, 2009

(voir tableau suivant).

Tableau 5.Exemple de quelques souches probiotiques utilidérs des fabricants de yaourts (Isabelle,

2009).

yaourt

La souche utilisée

La dose de bactérie kmerde
bactérie /g)

Activia de Danone

B. lactisDN-173 010

Plus de 1 milliard/ 113 g

Panier de Yoplait

B. longum

Plus de 1 milliard/ 100 g

Yoptimal de Yoplait

B. lactisBB-12
L. acidophilusLAG5

Plus de 1 milliard/ 100 g

BioBest Vitalité

L. acidophilus, L.
lactistinuline

casei, B

.Plus de 1 milliard/ 100 g

Stonyfield Bio

L. acidophilus, L. casei , B
lactistinuline

.Plus de 1 milliard/ 100 g

Liberté

L. acidophilus, L. casei, BH

humanis

.Plus de 1 milliard/ 100 g

2.2. Aspect nutritionnel et thérapeutique du yaourtau bifidus :

2.1.1. Aspect nutritionnel :

La valeur nutritionnelle du yaourt est supérieureeie du lait. Son pourcentage en

protéines et surtout en sels minéraux (calcium,sphore, potassium) est particulierement

élevé, ainsi que celui de la riboflavine, commalentre le tableau 6.

Tableau 6.Valeur nutritionnelle du lait et du yaourt (Malond®85).

Lait Yaourt Yaourt maigre | Yaourt aux fruits
nature

Calories/IO0 g 66 84 69 90
Matiéres séches 8.7 13.1 13.1 14
non grasses (%)
Protéines % 3.2 4.8 4.9 5.2
Riboflavine(vitamine| 0.15 0.22 0.12 0.22
B2)mg/l00 g
Calcium (Ca++) 120 180 181 153
mg/ 100 g
Phosphore (P) 95 142 143 153
mg/I00 g
Potassium (K+) 160 240 242 254
mg/I00 g




Application des probiotiques

La valeur nutritionnelle du yaourt dépend dans lange mesure des techniques de fabrication

utilisées (addition de lait sec, température dégpaisation, etc.jMalonga, 1985).

2.1.2. Aspect thérapeutique :

Le yaourt apparait comme un nouveau bord d'attdggrapeutique pour différentes
maladies. Un certain nombre de prestations de samitéété réclamés pour les bactéries
probiotiques telles quieb. acidophilus, Bifidobacteriuspp. EtLb. caseill s'agit notamment
de :

- propriétés antimutagenes

- les propriétés anti-cancérigenes

- stimulation du systéme immunitaire ;

- la prévention de I'eczéma et I'atrophie ;

- la réduction de la pression artérielle,

- réduction de la concentration de cholestérobsey;

- I'entretien de la flore équilibrées et I'améltara de métabolisme de lactose

La consommation de yaourt est également utile goutager la maladie inflammatoire de
I'intestin(Ashraf et al., 2011).

- propriétés anti-diarrhéiqué€lancy, 2003; Van Niel etl., 2002).

- une résistance accrue aux maladies infectielessemissance de stimulation, amélioration
de la gastro-entérite, maladie inflammatoire ad$tin et suppression de l'infection a
Helicobacter pyloriShah, 2007).

- Inhibition de la colonisation intestinale par deisnmrorganismes pathogen@gussell et
al.,2011).

L'effet « probiotique », c'est-a-dire I'amélioratiadles performances zootechniques
(effet positif sur la croissance, sur la diminutides diarrhées...) dépend de la sélection des
souches, de la quantité et de la durée d'admitisirales bactéries lactiques vivantes
(Syndaifrais, 1997).

3. Effets bénéfiques des probiotiques sur la sani&imaine :

Les probiotiques ont pour but daider Ila rdélo microbienne naturelle de
lintestin.

D’innombrables avantages pour la santé sont feupar lingestion des aliments

contenant des cultures probiotiques (FiguréD@) Cruz et al.,2010).
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Il est important de mentionner que les effels la promotion de la santé
dépendent de la souche présente dans laulion du produit, et qu'il n'y a pas une

souche probiotique en mesure de fournir tous lagtages$hah, 2007

Amélioration dela Réduction des produits Augmcuaicn de la valeur
digestion dulactose du catabolisme éliminés nutnuennelle (bonne
(sécrétion de lactase) par le foie etle rein digestion et absorption des

mineraux et ntamnes

Rﬁ%

Influence positive surla Prévention des infections
flore intestinale intestinales (virus,

ST Probiotiques BT b o o
Bonne croissance et le Helicobacter pyiori..) et
bien-étre urogeénitales

f ﬂ %

Régulation dela Prévention de : ostéoporose, Modulation du systéme
motilité intestinale cancer, hvpertension et immunitaire
(constipation, syndrome athérosdeérose (réduction du Réduction de I'inflammation
d’imitation intestinal e) taux de chol estérol) ou des réactions allergiques

Figure 14.Présentation des principaux effets bénéfiquetbaéts aux probiotiques (Mercenier et al., 2002).

3.1. Mécanismes d'action des probiotiques

La transformation des aliments et les technologeepréparation alimentaire éliminent
les bactéries bienfaisantes que nous tirons nomealedes fruits et des légumes frais ainsi
gue des produits laitiers. De méme, les antibiesqtuent les microbes, mais ils peuvent
eégalement éliminer les microbes bienfaisants depedd notre santé digestive. Egalement,
Les produits chimiques, la pollution et les mauesivabitudes alimentaires ont un effet
dévastateur sur les bactéries bienfaisantes pesspaturellement dans notre organisme.

Ces facteurs courants, voir quotidiens, appauvriste santé de la microflore (bactéries
présents dans I'organisme) et peuvent comproniettoaction intestinale, la digestion, la
réponse immunitaire et la résistance aux agenkogahes infectieux.

Aussi, plusieurs d'études scientifiquBs Cruz et al., (2010)indiquent que les
probiotiquespeuvent aider I'organisme a devenir plus résistant agents pathogenes en
introduisant des bactéries bienfaisantes de la fldestinale.

-Compétition pour les nutriments : Pour croitre et proliférer au sein de l'intestlas

bactéries bénéfiques vont utiliser les mémes netitsn que celles pathogenes. La
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consommation de probiotiques aide a réduire leuesde développement de ces mauvaises
bactéries.

-Compétition pour les sites d’adhérence La capacité d’adhérence de la bactérie sur la
paroi intestinale est un élément essentiel pouargar sa prolifération. La encore une
compétition s’opére entre les bonnes et mauvaze®ies.

En effet, elles doivent étre solidement «arméesur p@sister au mouvement
péristaltique produit par le passage des aliméhis. des fonctions importantes des bactéries
probiotiques est de contribuer a prévenir ou deitdéimla croissance des bactéries
potentiellement pathogénes sur la paroi intestindks bactéries perturbent la digestion et
freinent I'absorption des nutriments. Elles sonhrages pour provoquer aussi des troubles
intestinaux majeurs tels que la diarrhée ou le gsament. Dans une microflore intestinale

equilibrée, la prédominance de bonnes bactériesqiate limiter ces risques.

3.2. Les principaux effets bénéfiques sur la sante I'héte :

3.2.1. Soulagement de la constipation

Les lactobacilles peuvent avoir des effets swolastipation (selles difficiles, dureté
excessive des selles, transit intestinal lentpermettent de réduire [utilisation de
laxatifs, qui ont I'inconvénient majeur d’éliminelifférentes substances essentielles a

'organisme comme les acides amines, les minéré@xarner et al.,2008.

3.2.2. Améliorer I'utilisation du lactose par I'organisme

L'un des effets des BAL qui a été le plus mis eard\et démontré chez 'Homme est
celui qui concerne 'amélioration de I'intoléranae lactos€De Vrese et al., 2001
Chez les personnes souffrant d’intolérance atoda¢ un déclin de la production @e
galactosidase est observé au-dela de la petifance. La deuxieme cause d'intolérance
(intolérance secondaire) est représentée par tesladies comme les résections
intestinales, les gastro-intérites, la maladikaque ou les gastrectomies.

Plusieurs études ont montré quedtgalactosidase des BAL participait a la digestion
du lactose dans l'intestin.

En principe, le remplacement du lait par gaourt conduit a une meilleure
absorption et une meilleure tolérance chez $egets présentant une intolérance au
lactose (primaire et secondaire). Il a été dé@néoque les bactéries qui survivaient dans

l'intestin gardaient une activit¢ métaboliquéfisante pour hydrolyser le lactose, et que
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celles dont la membrane est facilement lysée |@s acides biliaires libéraient leur
lactase dans lintestiibfouault et al., 1999.
Streptococcus thermophiles$ Lactobacillus  delbrueckii subsp.bulgaricusméliorent la
digestion du lactose et réduisent les sympw®h@s a l'intolérance au lactose (douleurs
abdominales, ballonnements).

Plusieurs travaux explicatifs ont montré que lddse de bactéries lactiques participe
a la digestion du lactose du yaourt (90%) cheslgsts déficients en lactageyarner et al.,
2008).

3.2.3. Prévention ou le raccourcissement de la dwéles diarrhées :

Des études cliniques ont démontré que la diarrbéegageur, diarrhée aux rotavirus,
diarrhée associée aux antibiotiques comme celbausée paC€lostridium difficile
peuvent étre contrecarrées avec succes parsatidn de probiotiques tels que :

L. rhamnosus, B. bifidum, S.thermophilus, L. acidiois, L. bulgaricugWang et al., 2004.

Les mécanismes potentiellement impliqués incluentptoduction d’acide lactique, de
peroxyde d’hydrogene, d’autres substances antilienoes telles que les bactériocines, la
compétition pour des nutriments ou des réceptadhésion, des actions anti-toxines et la
stimulation du systeme immunitait®ill, 2003). Plusieurs études randomisées controlées
sur I'Homme ont montré l'efficacité des soushgrobiotiques pour prévenir ou atténuer
les perturbations digestives liées a la prise tdatiques(Cremonini et al.,2002; Fooks,

et Gibson, 2002kt les diarrhées nosocomiales infantiles desedout a des rotavirus
(Szymanski et al., 2006).

3.2.4. Contrdle des infections intestinales padtelicobacter pylori :

L’infection par Helicobacter pylorifavorise les risques d’ulcére du duodénum et de
I'estomac et de certains cancers et lymphomesigas$ Dial et Lichtenberges, 200p
Wang et al.,(2004) ont rapporté que la consommagéigaliere de yaourt additionné de
L.acidophilusLa5 ou deBifidobacterium lacti8b12 induit une suppression effective de
L’infection due a Helicobacter pylori

La croissance’H.pylori est inhibée par la production de quantités impbetad’acide
lactique (Zubillaga et al.,, 200) et par la production de bactériocines notamt la
lacticine produite pakactococcus lacti®t qui exerce une activité antimicrobienne ont

plusieurs soucheskdelicobacter pylori
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3.2.5. Diminution des allergies alimentaires :

L’allergie alimentaire du nourrisson se traduit went par de 'eczéma atopique. Les
traitements curatif et préventif de cette pathaogar des BAL ont été évalués lors d’'une
étude clinique sur 27 enfants nourris au sginsouffrant d’eczéma atopiqueAn(olaet
al.,2000).

Il a été notamment observé qu’'aprés deux ndeistraitement avec une formule
supplémentée dnrhamnosussG etB. lactisBb12, il y a eu une amélioration plus rapide de
I'état atopique en comparaison avec le groupe placen effet préventif d&. rhamnosus
GG a aussi été observeé chez des enfants a risguengarents atopiqudsajliomaki et al.,
2001).

3.2.6. Réduction du taux de cholestérol sanguin :

Des tests in vitro ont montré une réduction du tdexcholestérol dans un milieu de
culture avec certainsactobacillus(Zhang et al.,2008 . Plusieurs hypotheses ont été émises
pour expliquer ce fait, comme I'assimilation du lgstérol par les bactéries ou I'hydrolyse
des sels biliaires conjugués.

Les acides biliaires, synthétisés par le fae partir du cholestérol, sont
"recyclés" et utilisés en moyenne trois fois paTidun méme repas. L’hydrolyse des sels
biliaires conjugués (les acides biliaires doiven¢ €onjugués a la taurine et a la glycine pour
étre solubles) rend nécessaire la synthese des bdiaires supplémentaires, ce qui

conduirait a une réduction du cholestétabiig et Shah ,200%

4. Effets probiotiques des bifidobacteéries

Plusieurs roles sont attribués a la présatebifidobactéries
Un des rbles les plus importants deidobactéries est I'adhésion de celles-ci aux
cellules épithéliales de l'intestin ce quimpetde créer une niche écologique et ainsi
d'empécher l'invasion de bactéries pathogenes.
Certaines études ont été faites sur I'effet deniiaigtration de comprimés defidobactériesa
des gens ayant la diarrhée et il a été remarquéingestion de ces comprimés aidait a

diminuer les symptémes.
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L'équipe de Tojo et al., (1987) avait remarqué lgsgersonnes atteintes d'entérites
causées pda&ampylobacteguérissaient plus vite lorsque des comsinutenant
Bifidobacterium brevéeur étaient administreés.

Romond (1989) a aussi constaté leffesitf de I'administration d'un lait
fermenté aved. longumsur la disparition d'un rotavirus. Il a aussmarqué que les
bifidobactéries ont un r6le nutritionnel caltes produisent des vitamines du groupe B,
des acides aminés tels que la valine, I'atgriiacide aspartique et la thréon{Rasic et
Kurxnann, 1983).

Il est reconnu que les bifidobactéries ant effet probiotique qui est imputable
a leur métabolisme. Ainsi, il a été recormue la présence de bifidobactéries chez
I'humain diminuait l'intolérance au lactoseispgue les bifidobactéries métabolisent le
lactose. De plus, la teneur en lactose des prolitiesrs fermentés par des bifidobactéries

est moins importante que les produits fermeséds bifidobactéries ce quirend ces

produits attrayants pour les gens soufrantsodirance au lactose. Ainsi, il a été remarqué

par Blanchette et al., (1996) que la teneurlamtose d'un fromage fait avBanfantis

était 40% moins importante que pour le frgmasans bifidobactéries, aprés une
journée d'entreposage.

Le méme phénomeéne a été observé par I'équipeyetRd, (1997) dans le cas de yaourts
contenants des bifidobactéries et ceux sans b#ictébie$Nagengast et al., 1988;
Roberfroid, 2000).
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Partie II: Matériels et Méthodes::

1. Lieu de l'étude :
Les études et les expérimentations ont été réalistans le laboratoire de

microbiologie, département de biologie, faculté sidences, université de Laghauat

1.1 Matériels :
1.1.1 Matériel de laboratoire :

Le principal matériel qui a été utilisé pendant nexpérimentation est comme suit:
des flacons, tubes a essais, boites de pétriettggppasteur, micropipette, pince, Anse de
platine, bec bunsen, agitateur vortex, balancénges, et étuves (30°C et 37°C), la jarre +la

bougie. Voir le détail en annexe 3.

1.1.2 Matériels biologiques : Yaourt probiotiques
Trois laits fermentés de trois industries défésractuellement commercialisés ont

fait 'objet de cette étude.

Pour ne pas citer les marques de ces produits,lesum®mmerons Pro-X, Pro-Y, Pro-Z,
Les deux marques Pro- X. et Pro-Y produisent leugtaprobiotique sous ses deux formes
liquide (PTDJ) ; et la forme semi-solide (POT).

La troisieme marque ne produit que le yaourt priidpie sous sa forme semi-solide.

Le yaourt au Bifidobacterium dont la compositiohlasuivante:
-Composition microbiologique et Souches étudiées :
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus;

Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus;

Bifidobacterium Actiregularis.

2. échantillonnage:
Quarante échantillon de trois types de yaourt jptajie ont été prélevés et fournis
par le distributeur des laits fermentés et dans mi#sts de vente répartis dans la ville

(Laghouat).
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Les échantillons de yaourt ont été gardés danstemeérature de 4°C et analysés

avant la date limite de leur conservation.

Les échantillons analysés, leur date de péremptiilsi que leur date d’analyse sont

mentionnés dans le tableau suivant :

Tableau 7. Echantillonnage des produits probiotiques.

Les Produits

Date de Pérempti

pDate d’analyse

1pro-y AR | 10/02/2018 04/02/2018
2 pro-y AR | 10/02/2018 04/02/2018
3 pro-y AR | 18/02/2018 12/02/2018
4 pro-y AR | 18/02/2018 12/02/2018
5 pro-y AR | 18/02/2018 12/02/2018
6 pro-y AR | 18/02/2018 12/02/2018
7pro-x AR | 22/02/2018 13/02/2018
8 pro-x AR | 22/02/2018 13/02/2018
9 pro-x AR | 22/02/2018 13/02/2018
10 pro-x L | 22/02/2018 13/02/2018
11 pro-x L | 22/02/2018 13/02/2018
12 prox L | 22/02/2018 13/02/2018
13 pro-x AR | 18/03/2018 16/03/2018
14 pro-x AR | 18/03/2018 16/03/2018
16 pro-y L | 24/02/2018 18/02/2018
17 pro-y L | 24/03/2018 18/02/2018
18 pro-y AR | 06/03/2018 18/02/2018
19 pro-y AR | 06/03/2018 18/02/2018
20 pro-y AR | 07/03/2018 21/02/2018
21 pro-y AR | 07/03/2018 21/02/2018
22 pro-y L | 22/02/2018 21/02/2018
23 pro-y L | 22/02/2018 21/02/2018
24 pro-y L | 06/03/2018 01/03/2018
25 pro-y L | 06/03/2018 01/03/2018
27 pro-z AR | 20/03/2018 01/03/2018
28 pro-z AR | 20/03/2018 01/03/2018
29 pro-z AR | 07/03/2018 01/03/2018
30 pro-z AR | 07/03/2018 01/03/2018
31 pro-z AR | 25/03/2018 05/03/2018
32 pro-z AR | 26/03/2018 26/03/2018
33 pro-x L | 10/04/2018 05/04/2018
34 prox L | 06/04/2018 05/04/2018
35 pro-x AR | 06/04/2018 05/04/2018
36 pro-x AR | 08/04/2018 05/04/2018
37 prox L | 08/04/2018 05/04/2018
38 pro-x L | 16/04/2018 05/04/2018
39 pro-x AR | 16/04/2018 05/04/2018
40 pro-x AR | 16/04/2018 05/04/2018
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3. 3. Les milieux d’isolement et de dénombrement d&a flore lactique et probiotique

Trois milieux gélosés ont été testés pour l'isolenet le dénombrement de la flore
lactique: Le milieu PCA, milieu M17 et le milieu MRacidifié en bouillon et ergélose
(compositions en annexe 1).
4. Conditions des cultures :

Les bifidobactéries sont des bactéries an#sostrictes incapables de se
cultiver en présence d’'oxygene YO Cette action toxique nous impose s@ivre

des conditions particulieres de culture, quitson

-Réalisation d’'une atmosphére anaérobie : Toutbag du travail, les cultures de
bifidobactérie (soit en milieu liquide ou mil solide) sont incubées dans des jarres
d’anaérobiose qui sont des enceintes closes desquelles il est possible de réaliser
une atmosphére sans,. (Elles contiennent des systemes Anaeroc@Mérck,

Darmstadt, Germany), qui génere du,@ fixant I'G,.

-Réductions des milieux: Tous les milieux etusons utilisées pour cultiver les souches
de bifidobactérie sont additionnés de la cégsté&chlorhydrique, qui est un agent

réducteur et non toxique pour la bactériechacentration finale utilisée est de 0.05%
(p/v).

5. Préparation des échantillons a dénombrer

Le but de la numération (ou dénombrement) est derrdéner la concentration en
bactéries Contenues dans une préparation inifilles nécessitent une ou plusieurs dilutions
décimales (au dixieme).
5.1. Principe de dilution
- Préparation de la dilution meére : (toutes les manipulations ont été realisées dass de

conditions completement aseptiques)
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Figurel6.lieu et condition de travail (photo personnelle 01

Sur une paillasse bien décontaminée et devantabdrezéne :

Nous avons introduit 10 g du produit fermenté #tgapment dans un flacon stérile
préalablement taré contenant 90 ml de diluant gfuuee solution Ringer diluée au quart.

L’homogénéisation a été réalisée sur vortex aprsduction de I'aliment dans la solution

stérilisé au préalable dans l'autoclave a 120°cdaeh 20min. Cette suspension constitue

alors la dilution mére (DM) qui correspond a lautddn 1/10 (le cas liquide) ou 10-1(le cas

semi solide)Lebreset al.,2002)

Figurel7. Autoclave automatique (photo personnelle 2018).

5.2. Préparation desdilutions en série(ou successives)0=1, 1072, 1073, ...

» Ouvrir et flamber I'ouverture du tube.

> Prélever 1 ml de la dilution mére (10est prélevé aseptiquement & I'aide de la pipette

plastique stérile (ou pipette automatique).Ne paisoduire la pipette dans la

suspension de plus de 1 cm.

» Flamber et refermer le tube. Il est conseillé daaeer le tube sur le portoir a une

place montrant qu’il a déja été prélevé (en repaitexemple).
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» Ouvrir le tube de 9 ml de diluant, flamber I'ouvwed, y introduire le volume préleve

(sur la paroi sans toucher le liquide).

» Flamber et refermer le tube, jeter la pipette $éitlans le bac a eau de Javel.

> On obtient ainsi la dilution0~2 et on répéte la méme procédure en prélevant Jaita de

la dilution 102 et en l'introduisant aseptiguement dans un tubssai contenant 9 ml du
diluant et ainsi de suit@rrété du 27 Mars 2004, JORA n° 32 ; Guiraud, 2008 Nous
avons préparé ainsi sept dilutions.
Chaque dilution nécessite un tube de diluant dé & fune pipette stérile de 1 ml.
Ainsi, la réalisation d’'une gamme de dilutions ju'ggl0” nécessite : 7 tubes et 7 pipettes.
Exemple : la dilutior1 07 sera effectuée en prenant 1 ml de la dilutiof préalablement
Homogénéisée qui sera introduit dans un tube cantéhml de diluant.
Incubation :

Les bactéries a dénombrer, présentes dans linaguiont introduites soit a la
surface, soit dans la masse du milieu gélosé. Ghhqutérie isolée donne naissance a une
colonie ou « unité formant colonie » (UFC).

5.3. Dénombrement en masse sur gélose PCA :

Le dénombrement sur masse en gélose PCA s’effeatue ml de chacune des dilutions (10-
1;10%; 10° que I'on ajoute & des boites de pétri & raisodele boites par dilution, ensuite
on ajoute le milieu PCA maintenu a l'état liguid45°C) avec la technique de

'ensemencement en masse.

Figure18.Bain-marie (photo personnelle 2018).

Apres homogénéisation et solidification, les bo#esat incubées a 30°C pendant 72heures.

Chague expérimentation est réalisée 2 fois.

Lecture:
Apres la période d’incubation, les colonies ayamigsé en masse dans les boites de

pétrie sont comptées a l'aide du compteur de ceran retenant celles contenant entre 15 et
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300 colonies au niveau de deux dilutions. Le nond®emicroorganismes par gramme de

produit est ensuite déterminé.

5.4. Etapes de dénombrement de la flore spécifiquel yaourt :

>
>

Le dénombrement est effectué sur géloses M17 et biRiié a pH 5,4.
ensemencement en masse pour les deux milieux tleeguirois dilutions 10-5, 10-6
et 10” sont testées pour chaque pot de yaourt.

Le diluant utilisé est une solution ringer diluéecuart.

Les boites de Pétri contenant entre 25 et 250nmsdenticulaires sont énumérées
(Chougrani et al, 2008)

Chaque expérience est indépendamment répétée aisux f

L’ncubation s’éffectuer en anaerobiose total effisaimt une jarre+ une bougie pour

assurer I'anaerobiose dans un incubateur a 37 dape2h.

Figurel19.La jarre d’anaérobiose Figure20. Incubateur de 37°C (photo personnelle 2018).
(photo personnelle 2018).

> Les différentes colonies sont identifiées par olegsn microscopique et dénombrées.
> Tous les essais de dénombrement sont effectuésudated

Figure21.Boites pétries ensemencés (photo personnelle 2018)
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Tableau 8. Conditions expérimentales pour le dénombremena dlere lactique du yaourtIORA n°

43 du 04 juillet 2004).

Bactérie lactique

culture

Milieu de | Dilutions testées | Conditions d’incubation

Streptococcus thermophilus| M17 10°,10%°et 10" | 37°C pendant 24 a 48h

Lactobacillus Bulgaricus ~ |MRS acidifi¢] 10°, 10°et 10" [37°C pendant 48 & 72h

apH5,4

anaérobiose

Lecture:

Aprés la période d’incubation, les colonies ayamigsées en masse dans les boites de
pétrie sont comptées a I'aide du compteur de cefran retenant celles contenant entre 15 et
300 colonies au niveau de deux dilutions. Le nonmd®emicroorganismes par gramme de
produit est ensuite déterminer.

Figure22.compteur de colonigghoto

bersonnelle 2018).

- La démarche de I'experience est éllustré danshérsa suivant :
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1. Isolement et identification des bactéries lactiges :
-Préparation de la batterie des dilutions ;

Pot de yaourt @

90ml ringes(1071)

B Homogéneiisation par vortex

10%cas liquide
1ml a l'aide d’'une pipete pasteur stérilengi@ml de solution ringér
Iml Iml Iml  1ml

NNk

1072 1073 10™* 10°° 10°¢ 1077
2. Dénombrement sur milieu PCA: (germes totaux)

0

1071 1072 1073
Iml f.m| l 1%
x 2{ o N e R S— } milieu PCA
0

o0 o0

Incubation & 30°c pendant 72h

3. Dénombrement sur milieu MRS (sélectif pour Lactobacillus

bifidobactériun) :

I

1075 10°¢ 1077

1T 1In| llmlq iiMdu MRS
x 2 { /) D /)

Incubation en anaérobiose dans une jarre +bou@feg®ndant 72 h

bulgaricus,
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4. Dénombrement sur milieu M17: (sélectif pouiStreptococcus thermophildis

1L

e /| =3 )

o0 o0

Incubation a 37°c pendastt 4

Figure 23 Protocole expérimentale pour le dénombremenadie lactique et probiotique dans le
yaourt

La lecture :

Pour qu’un résultat soit valable, on estime en g@rm/’il est nécessaire de compter
les colonies sur les boites contenant au minimurool@nies et au maximum 300 colonies.

Le comptage des colonies est réalisé par un Calauyter. Le calcule de nombre N de
microorganismes présents dans I'échantillon pesais, en tant que moyenne pondérée a
partir deux dilutions successives, a l'aide deolanfule suivante:

N=C /V(ni+0.1rp)

* >colonie : est la somme des colonies sur toutebdées retenues de deux dilutions
successive et dont au moins une contient 15 aedani

* V: estlevolume de I'inoculum appliqué a chagoée en millilitres;

* ng. estle nombre des boites retenues a la premikition ;

* ny:estle nombre de boites retenues a la secohdmuli;

* d;:est letaux de dilution correspondant a laapeee dilution retenue.

Les résultats sont exprimés dans I'annexe.

Dans la réglementation Algérienne, aucune lotiredaau calcul des germes bactériens
probiotiques. Nous avons suivit les normes miaiagiques décrites par I'organisation
francaise 'OMS et la FAO qui e$D”bactérie probiotique par gramme de yaourt.
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6. Conservation des Souches :

Les souches sont cultivées sur milieu gélosé MR&15ta 37°C pendant 72h pour
faire le dénombrement et le contage des colonitmnabks. Ensuite les boites sont
conservées a 4°C.

Avant chaque expérience les cultures sordurags par incubation dans des
tubes contenant 9ml de MRS BROTH additionnés damehe de I'huile de vaseline pour
créer 'anaérobiose a 37°C pendant 24 h dangamreeen anaérobiose pour obtenir des
cultures en fin de la phase exponentielle. Entaffapres la littérature scientifique, 18 & 20 h
d'incubation sont nécessaires pour atteindfimlde la phase exponentielle, indiquée par
I'apparition des troubles dans le bouillon qui tégme de la présence d‘'une biomasse

bactérienne.

-0 - - ‘
% ‘ £, i
g g
{ 5.,\ Sw_..l W -:;,: " Dr, ‘_‘
' -l i

il °

Figure 24. Incubation dans des tubes contenant MRS Brotbt¢pbersonnelle).

7. Détermination de la morphologie :

Afin de vérifier les caracteres morphologiques des nsouches (Gram, type
d’association), nous avons effectué une étude megpique et microscopique avec
coloration de Gram. Afin de déterminer leurs caraeg culturaux (couleur, disposition, forme

et aspect), les colonies obtenues sont observébsrd’ sous microscope a I'état frais et pa

r

coloration de bleu de mythélin (x40). L'observatioracroscopique est réalisée dans le but

d'observer la disposition, la couleur et l'aspext dolonies sur boites de P&@uiraud,
2003) Apres la coloration de Gram, les cellules sormangixiées au microscope optique
(x100).

Apres 72h d’'incubation, nous sommes devant 2 tgpesolonies et par conséquent 2 types
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de bactéries, ledactobacillus (bactérie habituelle du yaourt) et les bifidobdaes
(ensemencés pendant la fabrication). Cela surumiiBS.

La méthode la plus facile pour le dénombrementhidiédobactéries, est I'utilisation
d’'un antibiotique qui est le nafcilline qui va ibler la croissance des Lactobacillus. Mais a
cause de la non-disponibilité de cet antibiotigues avons utilisé les tests biochimiques
pour pouvoir différencier entre les deux bactéeesiénombrer la bactérie (objet de notre
étude).

1- Test de confirmation

Apres l'obtention des colonies, ces dernieres smimises aux principaux tests
d’identification qui sont les suivants : examensracopique et microscopique.
a. Examen macroscopique

Ce test vise a apprécier la taille des coloniagsleouleurs et leurs formes, si elles
sont opaques ou translucides sur boite de Pétri.
b. Examen microscopique

L’examen microscopique est révélé par la coloraienGram (annexe 2) qui permet
de mettre en évidence les propriétés de la paaébanne, et d'utiliser ces propriétés pour
les distinguer et les classifier. Son avantagedestionner une information rapide sur les
bactéries présentes dans un produit ou un miligusta le type que sur la forme.

8. ldentification biochimique:

8.1. Détermination des caracteres physiologiques

Nous avons réalisé une caractérisation physiolegatps souches par le biais de trois
tests : (i) la mise en évidence de I'enzyme catalés la croissance des souches dans des
conditions hostiles et (iii) le développement dekgies a différentes températures. Tous les
tests sont réalisés sur des cultures rajeuniespép a partir des souches conservées a basse
température sur gélose inclinée comme suit :
- Une culture sur bouillon MRS pour les lactobacitbesM17 pour les lactocoques est
préparée en prélevant, a I'aide d’'une anse denplatérile, quelques colonies ;
- Ces colonies sont ensuite incorporées dans lectufitenant un des bouillons MRS ou
M17 préalablement stérilisés et incubées a 37°Cq@24 a 48 heures.
8.2. Test de catalase :

L’activité catalytique permet la dégradation dealieoxygénée en oxygene et en eau.
Elle est mise en évidence en émulsionnant unexd#anies de l'isolat de la souche a tester
dans une solution fraiche d’eau oxygénée a 10 wedurdn dégagement gazeux abondant
sous forme de mousse, traduit la décompositiorede bxygénée sous I'action de I'enzyme a
tester(Guiraud, 2003)
8.3. Test de croissance dans les conditions hostiles

Pour réaliser ce test, nous avons préparé deuruxilnypersalés de NaCl : 4% et
6,5%. Apres ensemencement de ces deux milieuxapssuche a tester et incubation a 37°C
pendant 24 heures, la croissance est appréciéapparition d’'un trouble dans les tubes de
culture microbiennéHariri et al.,2009 ; Guiraud, 2003)
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Résultats et discussion :
Dans cette partie nous détaillons les résultatsl@@mbrement de la charge bactérienne
probiotique et disolement et lidentification deifidbobacterium ainsi que les résultats de

comparaison des trois types de yaourt probiotiquensercialisé a Laghouat.

l. Résultats des Tests de confirmation :
I.1. Aspect morphologique :
Les aspects morphologiques des trois espedesaatiéries lactiques isolées (voir '’Annexe 5
pour les photographies des colonies obtenues).g8lose M17 agar, il y a apparition de petites
colonies bien isolées, distinctes d’une taille iigiére a 1mm, de couleur blanchéatre, créme, avec un

forme lenticulaire coccie ou diplocoques en chi&net

[.2. Résultats microscopiques :

Sur gélose MRS agar, il y a apparition deitgetcolonies, bien isolées, distinctes, de
couleur blanchatre a pourtour régulier, forraede et lenticulaires (convexe) certains sont des
batonnets avec un diametre compris entre 1-2 mm.

Ces observations microscopiques ont permissiade déterminer la forme et le mode de
regroupement:

-Des coques disposées en pair et surtout en ch@rtesrmophilusM17

-Des batonnets courtk.felbrueckii subsp. bulgaricu§)RS

-Des batonnets disposés en chaines plus ou maigsdsl_.acidophilu3.MRS

- Des batonnets sous forme de v avec extrémitées@n@ifidobactérium spMRS

Toutes les colonies obtenues sont de Gram+ etdditalase-.

Figure 25. Streptococcus thermophilus et Figure2€. Observation microscopique de bactéries, a
Lactobacillus bulgaricus colorés au bleu del'état frais, contenues dans le yaourt :
Méthyléne et observés au microscopghi, 2006).  Streptococcus thermophil{@che en pointillés)
et Lactobacillus bulgaricus(fleche pleing)Righi,
2006).




Résultats et Discussions

|. 3. Résultats de la coloration du Gram :

Figure27. Aspect microscopiqudes souches Figure28.Observation microscopique des souches de
bifidobactéries avec (G x1000) de bifidobactéramsc (G x100)

Figure29. Aspect microscopiqudes Lactobacilles Figure30.Observation microscopique des Lactobacilles
avec (G x1000) avec (G x100)

Figure31.Observation microscopique &reptococcus thermophilasec (G x100)
[I- étude comparative :
[I.1. Calcul des moyennes :

Les moyennes des résultats de dénombrements suiliesx de cultures MRS, M17 et PCA des
différents échantillons de produits probiotiquestsnontrées dans les tableaux 10,11 et 12:




a. Milieu PCA :

Les résultats de dénombrement sur milieu PCA enl®gnnes obtenues sont représenté dans le

tabeaulo.

Résultats et Discussions

Tableau 10 Moyennes et les ESM obtenues des échantillonsrdiérés sur milieu PCA.

echantillons moyennes ESM
Pro-x AR 45833,3333 12528,41215
Pro-x NA 23666,6667 3431,87671
Pro-x L 30000,0000 0,00000
Pro-y AR 45500,0000 10563,30125
Pro-y L 27666,6667 3527,66841
Pro-z AR 25833,3333 2713,13677

AR : aromatisé

NA : nature
L : liquide
b. Milieu MRS :

Les résultats de dénombrement sur milieu MRS enl@gennes obtenues sont représenté dans le

tabeaull.

Tableau 11 Moyennes et les ESM obtenues des échantillonsrdiérés sur milieu MRS.

echantillons moyennes EMS
Pro-x AR 1000000000 0,000

Pro-x NA 75000000,00 16278820,60
Pro-x L 250000000,0 150000000,
Pro-y AR 250000000,0 150000000,0
Pro-y L 27666,6667 3527,66841
Pro-z AR 123333333,3 56725459,70

AR : aromatisé

NA : nature

L : liquide
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c. Milieu M17:

Les résultats de dénombrement sur milieu M17 emle@gennes obtenues sont représenté dans le

tabeaul?.

Tableaul2 Moyennes et les ESM obtenues des échantillomsrdiérés sur milieu M17.

échantillons moyennes EMS
Pro-x AR 850000000,0 150000000,0
Pro-x NA 555000000,0 200229035,5
Pro-x L 100000000,0 0,000

Pro-y AR 85000000,00 15000000,0
Pro-y L 83500000,00 16500000,0
Pro-z AR 550000000,0 201246118,0

AR : aromatisé
NA : nature
L : liquide
II.2. Comparaison de la charge probiotique sur les troisnilieux de culture :

Les représentations graphiques de la comparaisomdgennes des différents produits probiotiques
sont montrées dans les histogrammes suivants :

PCA
MRS M17

les échantillons de Pro-x Aromatisé

Pro x AR

Iy

Q 100000000

=

E‘ 1000000

g 10000 mPCA
=]

o

'.g 100 m MRS
5

2 1 mM17
)]

[J]

0

©

L

(8]

o

Figure 32 Comparaison de la charge bactérienne probiotitgehantillon Pro-X Aromatisé sur les trois
milieux de culture.
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D’apreés les résultats obtenus de cet histogramnrernarque que le Pro-x Aromatisé
contient une charge bactérienne dastobacilleset desBifidobactériesplus élevé que les
Streptocoques

Pro x NA
o0
S~
2
S 100000000 -
T
3 1000000 -
.g m PCA
.g 10000 - = MRS
S
c 100 - mM17
()]
()]
2 1
S PCA MRS M17
< les échantillons de pro-x Nature

Figure 33. Comparaison de la charge bactérienne probiotiggehantillon Pro-X Nature sur les trois milieux de
culture.

D’apreés les résultats obtenus de cet histogramnreroarque que le Pro-x Nature contient
une charge bactérienne 8treptocoqueplus élevé que ldsactobacilleset desBifidobactéries

ProX L
£ 100000000 -
hrd
2 1000000 -
(]
5 m PCA
g 10000 -
2 ® MRS
o 100 -
s mM17
c
o 1
[J]
2 PCA MRS M17
S les échantillons de Pro-x Liquide
[0}

Figure 34. Comparaison de la charge bactérienne probiotitgehantillon Pro-X Liquide sur les trois milieux
de culture.

D’apres les résultats obtenus de cet histogramnreroarque que le Pro-x Liquide contient
une charge bactérienne 8treptocoqueplus élevé que ldsactobacilleset desBifidobactéries
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Figure 35. Comparaison de la charge bactérienne probiotiggehantillon Pro-Y Aromatisé sur les trois
milieux de culture.

D’apreés les résultats obtenus de cet histogramnreroarque que le Pro-Y Aromatisé
contient une charge bactérienne Besobacilleset desBifidobactériesplus élevé que les
Streptocoques

ProylL

E
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les échantillons de Pro-y Liquide

Figure 36. Comparaison de la charge bactérienne probiotigehantillon Pro-Y Liquide sur les trois milieux
de culture.

D’apreés les résultats obtenus de cet histogramnreroarque que le Pro-Y Liquide contient
une charge bactérienne dexctobacilleset desBifidobactérielus élevé que IeStreptocoques
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Figure 37. Comparaison de la charge bactérienne probiotigehantillon Pro-Z Aromatisé sur les trois
milieux de culture.

D’apreés les résultats obtenus de cet histogramnreroarque que le Pro-Z contient une
charge bactérienne d8sreptocoqueplus élevé que ldsactobacilleset desBifidobactéries

[1.3. Comparaison entre les différents types de prduits probiotiques :

On a utilisée dans la comparaison entre deux piogubiotiques le test Student par le logiciel
SPSS (version 20).

On a utilisé le Pro-x comme référence pour comgareautres échantillons.
La comparaison se fait selon le « p » de test &tude

p>0.05 I'écart est non significatif (NS)

p<0 .05 I'écart est significatif (S)

Les résultats obtenus de la comparaison des éltbastur milieu PCA sont montrées dans
le tableau suivant :

Tableau 13 Résultats de comparaison par le test de Stuadsnyaburts probiotiques sur milieu PCA.

échantillons a comparés t ddl p résultats
ProxAR - ProxNA 1,599 5 0,171 NS
ProxAR - ProyAR 0,017 5 0,987 NS
ProxARpca -ProzAR 1,459 5 0,204 NS
ProxNA - ProyAR -2,712 5 0,042 S

ProxNA - ProzAR -0,608 5 0,570 NS

ProxL - ProyL 0,661 5 0,538 NS

Tous les résultats de comparaison de Pro-x aveaules marques probiotiques sur milieu
PCA, ont montré une différence non significativafgaour la comparaison entre le produit Pro-X
Nature et le Pro-Y Aromatisé qui ont monté uneéaidéhce significative (p<0.05).
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Les résultats obtenus de la comparaison des élbbasur milieu MRS sont montrées dans
le tableau suivant :

Tableau 14 Résultats de comparaison par le test de Stuadsnyaburts probiotiques sur milieu MRS

échantillons a comparés t ddl p résultats
ProxAR — ProxNA 56,822 5 0,000 NS
ProxAR - ProyAR 5,000 5 0,004 S

ProxAR - ProzAR -2,712 5 0,042 NS
ProxNA - ProyAR -1,200 5 0,284 NS
ProxNA - ProzAR -,943 5 0,389 NS

ProxL - ProyL -1,263 5 0,262 NS

Tous les résultats de comparaison de Pro-x aveaules marques probiotiques sur milieu
MRS, ont montré une différence non significativafgaour la comparaison entre le produit Pro-X et
le Pro-Y Aromatisé qui ont monté une différencendigative de (p<0.05).

Les résultats obtenus de la comparaison des étbasisur milieu M17 sont montrées dans
le tableau suivant :

Tableau 15 Résultats de comparaison par le test de Stuadsnyaburts probiotiques sur milieu M17.

échantillons a comparés t ddl p résultats
ProxAR — ProxNA 1,673 5 0,155 NS
ProxAR — ProyAR 4,977 5 0,004 S

ProxAR —ProzAR 1,000 5 0,363 NS
ProxNA -ProyAR 2,424 5 0,060 NS
ProxNA - ProzAR 021 5 0,984 NS

ProxL — ProyL 1,000 5 0,363 NS

Toute les résultats de comparaison de Pro-x ageaue marques probiotiques sur milieu
M17, ont montré une différence non significativafgaour la comparaison entre le produit Pro-X
et le Pro-Y Aromatisé qui ont monté une différeammificative de (p<0.05).

Il.4. Représentationgraphique de la comparaison des yaourts Probiotiques

Les résultats de la comparaison par le test Stual#ahus dans les tableaux précédents sont
représentées par I'histogramme suivant :
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Figure 38.Histogramme comparatif des déférents produitsiptmjues sur milieux de cultures.

D’apreés les résultats montrés dans la figure 38eorarque que la charge de la flore aérobie
totale est la méme avec une valeur constante lpsuirois marques de produit probiotique,

On distingue aussi que le Pro-X aromatisé conteenbarge la plus élevé deactobacilluset
lesbifidobacteriesque révele le milieu MRS par rapport aux autresgqunes de produits probiotique,
suivie par le produit probiotique Pro-Y par seaxd®rmes semi-solides et liquides, par contre le

Pro-Z aromatisé et le Pro-X nature contient ilplies faible concentration en flore lactique
probiotique par apport au produit Pro-X aromatiseé.

En constat aussi que le Pro-X aromatisé a la femtque la plus grande &ireptocoques

que I'on retrouve sur le milieu M17 par rapport awtres marques probiotiques analysées et que les

deux marques Pro-X nature et Pro-Z aromatisé emitila méme concentration 8treptococcusglans

leurs produits probiotiques.

Par contre les produits probiotiques liquides dadique X et la marque Y contiennent une

faible charge lactique en Streptocoques.

En pense que cette difféerence dans la charge autérde la flore probiotique est due :

- au différent type de levains utilisés par leséaléntes firmes laitieres,

-aussi aux différentes sources de laits utiliseisda fabrication de ces yaourts,

-le non respect de la chaine froide lors du trartg@ces yaourts est un facteur qui influencdasur
viabilité des bactéries probiotiques, soit paridirtion ou par augmentation de I'acidité du milieu.

[ll. Evaluation de la charge bactérienne probiotique:

Les analyses bactériologiques réalisées surfiggeatits échantillons des produits probiotiques, on

révélé la présence des trois souches probiotiauesune dominance de la souche cultivée sur

milieu M17.
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La recherche de la flore lactique totale concesresemble des bactéries lactiques et probiotique
présentes dans le produit fini. A cet effet lesestents sont effectués sur des milieux plus au snoin
sélectifs pour faire une identification. Différestiechniques standardisées et normalisées a l&chel
internationale pour le contrdle ont été utilisées

D’apreés les résultats obtenus sur le dénombreneelat fiore lactiques probiotique sur milieu
MRS on conclue que seul le prodBib-X par ses deux formes liquide et solide respeatbdage
bactérienne probiotiques nécessaire ; et que $edtaés du produiPro-Z sont presque similaire au
produitPro-X avec une charge élve eactobacilluset Bifidobacteriesdonc on peut déduire gu’ils
utilisent la méme souche pour I'ensemencementuts [goduits, par contre les résultats de
'ensemencement du prodito-Y et le facteur P que montre le test Studentifseg qu’ils
utilisent une autre souche avec une faible quabétéérienne.
Les résultats de dénombrements sur milieu M17 a@uhe et similaire indiquent que les trois types
des firmes probiotiques utilisent la méme souctsmencée sur ce milieu qui est @iseptococcus
thermophilus».

VI. Principaux constats :

Les réglementations gouvernementales different days a I'autre, toutefois le statut des
probiotiques en tant que composante d’'un alimeggtrpas établi actuellement a I'’échelon
internationalFAO/OMS, 2001) La réglementation algérienne concernant les yaoan
probiotiques exige une concentration totale dedvas lactiques d’au moins 10FC/g. En effet,
selon I'arrété interministériel du I®umada Ethanid419 correspondant au 7 octobre 1998 relatif
aux spécifications techniques des yaourts et awdaliiés de leur mise a la consommation
« Les bactéries lactiques thermophiles spécifigloegent Etre ensemenceées simultanément et se
trouver vivantes dans le produit fini a raison diaoeins 10 millions de bactéries par gramme
rapportées a la partie lactée. »

Les résultats du dénombrement des flores lactiqasyaourts probiotiques analysés sont résumés
dans le Tableau 11 et 12. Nous déduisons que testgasont conformes a la réglementation
algérienne.

Pour ce qui est des souches probiotiques, lesdidimectrices different selon les pays. La FAO

et 'OMS recommandent un minimum de WBC de bactéries probiotiques viables par gramme
(Versalovic et Wilson, 2008)Récemment, des concentrations dans la gamme ded1FC/g de
produit, a la fin de sa durée de conservationgtintecommandées pour compenser la perte de
viabilité qui a lieu lors du passage dans le tgadtro-intestinaVersalovic et Wilson, 2008)

V. Limites de I'étude :
Notre étude a présentée une limitation lors déadigation dont on nous citons :
La non disponibilité de la galerie des sucres fertaiees CH50 pour faire I'identification du genre

exacte desBifidobactériumutilisé dans les produits analysés.




Conclusion et perspectives.

Les produits laitiers ont toujours été percusrasi des consommateurs comme des produits
sains et constituent une partie importante rdgime alimentaire. L'incorporation de
bactéries probiotiques comme additifs alimentantass les différents produits laitiers a
renforcé les propriétés acclamées pour la sant@oané lieu a une consommation de
plus en plus importante de ces produitsfficacité des probiotiques dépend de leur
viabilité qui doit étre maintenue au cours gdrocessus technologique, de stockage et
de conservation. De plus, les souches prigpies commercialisées doivent survivre
dans l'environnement du tractus gastro-intaktia viabilité des probiotiques est par
conséquent un facteur principal dans l'aptitude sbuches commercialisées a fournir les

effets désirés.

Nous avons énuméré les bactéries lactiquebiqiiques livrées dans trois
marques Yyaourts fabriqués en Algérie et comimlisés en tant que « probiotiques ».
Puis nous avons compare entre ces marques afisugéaique ces firmes laitieres utilisent les
souches fermentaires probiotiques selon les geantquises et respectent la concentration
réglementaire de & 10 UFC /g de produit.

Généralement, les trois produits étudiés étaientormes a la réglementation Européenne,
a savoir une charge en probiotiques d& WEFC/g pour les Streptococcus , les lactobacélus
bifidobactérium. Cependant, la forme liquide dudwib X avait une charge inférieure a la
norme (1B UFC/g) pour les souches Lactobacillus et Bifidobeatn et cela aprés une

comparaison des moyennes des echantillons analysésilieu MRS.

Nous avons également constaté que nos échaatiltiisent la souche Streptococcus
thermophilus en concentration réglementaire feUFIC/g de produit pour les trois types pro-
X aromatisé, pro-x nature et pro-z aromatisé cpatre, le pro-y utilise la concentration de
10PUFC/g de cette souche.

Cependant, on a pu constater que le pro-x étpil@uit qui respecte la charge nécessaire en
probiotiques, suivi par le pro-y par ses deux famieen fin le produit pro-z aromatisé.

Au terme de la présente étude, on peut conclugdesu yaourts probiotiques commercialisés
sont de bonne qualité microbiologique et soomformes aux normes nationales en

matiére de concentration des cellules viables pe qui est des Streptocoques et




Lactobacillus. Cependant, nous avons constaté existe des lacunes dans la
réglementation par rapport aux aliments famtels et a l'étiguetage des aliments
contenant des additifs microbiologiques (prtigiges). En outre, la réglementation
Algérienne ne fait pas de prévisions pour difféeertatégories d’aliments comme c’est le cas
dans d’autres pays.

Donc, nous recommandons que les autorités compéteamblent ces lacunes en mettant en
place une réglementation spécifique aux produibiptiques. Aussi, des visites inopinées
doivent étre effectuées par des structures ded@ergualité sur les lieux de production de ces

yaourts pour vérifier la conformité du produit.

Il serait souhaitable d’approfondir la présentalétan élargissant la taille de I'échantillon, en
utilisant la galerie CH50 pour une identificatidngprécise des souches probiotiques et en

étudiant I'effet des aromes sur la croissance féesments lactiques.
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Annexes

ANNEXE 1

< Composition des bouillons et des géloses

Les milieux de cultures utilisés lors de la présetitide sont :

MRS (gélose) :

Peptone. ... ..o e 100
Extrait de viande. ..o 89
Extraitde levure..........coooiii 040
Acétate de SOdiUm..........covi i e e e e e e e 2D
Phosphate bipotassique.............cocoviiiiiiiiiiiic . 20

Citrate d’ammoOnNiUM ... e e e e e e eee e 29
Sulfate de magneésium, 2B8.............cooeie i 29
Sulfate de manganeése,AM..........................ceeeeeneenn....0.05¢g
GlUCOSE. .. e 20g
TWEEN 80 ettt Iml
Agar (dans le cas de la gélose)........cc.ovvviiiiiiiiii i e, 15¢g
(3751 (=1 ] = 0.1g
Eau distillée...... ..o 1000ml

pH:6,2et5,4
Autoclaver 15 min a 120 °C

M17 (gélose) :

LI/ 0] (0 [ PP UPP ST UPPPTRPPN 54,

Peptone pepsique de viande ..o 25¢g
Peptone papainique de SOJa .........cueeeiiierireeeeeeiiiiiisse e e e e e eeeeeeees 59
Extrait autolytique de levure..............oooimeeeeiiiiiiie e 25¢g
EXtrait de VIaNAe ........ccoooiiiiiiiiieeeee et e e e e 59
LACIOSE ...t 2.9

Glycérophosphate de sodium ..........ccooviiiiceeeeeer e 199
Sulfate de Magnésium .........coooeiiiiiiiiiiicreeeee e 0,25¢g
ol [0 [T T o] 1 o] o U= S 0,59
Agar agar bactériologique (dans le cas de la gglose...............15g

BEau distillée. ... ... 000ml
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pH: 7,1
Autoclaver 15 min a 120 °C

ANNEXE 2
% Colorants et réactifs
Catalase :
I = TH 0 )14 o =] 1T P 10V
Fushine :
B FUShINE DASIQUE ....oe i 19
= Alcool éthylique @ 90%0 .......c.cvvi it e 10ml
N = o o P 59
o BEaUdiStll@e... . 100ml
Lugol :
T (o T [ 19
= Jodure de potasSiUm.......c.uvevieiiiiiiiie e e ene e e 20
o EaUdISHIllEe... . 300ml

Violet de gentiane :

= Violetde gentiane.............coviiiiiiiiiiiic e 10

B Ethanol @ 90%0........uueiiiiiieee s 10ml

B PRENOL. .. 29

o EAU IS, ... 100ml
ANNEXE 3

< Appareillages:

- Bain Marie (Mammert) : pour liquéfier les milieur dulture.

- Balance de précision (Scout Pro) : pour peserraggdients de milieux de culture.

- Etuves (Mammert) (30 et 37°C) : Pour I'incubatd®s boites ensemencées.

- L’Autoclave automatique (NUVE) : Pour stérilisati¢par la chaleur humide : T°
(120C/15min) des équipements en verrerie ainsdggemilieux de culture.
=-Microscope-photonique binoculaire (ZEISS, Axiorstaobservation des bactéries aux
différents grossissements

= Plaque chauffantes agitatrices (VELP scientifieaire agiter les milieux de culture durant
leur préparation jusqu’a I'ébullition.

- Réfrigérateur (CONDOR) : Pour la conservationmésgux de culture.
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-Vortex : pour homogénéiser la solution

Equipements :

Anse de platine, bec Benzéne, boites de pétriftefppasteur stérile, papier aluminium,
portoirs, seringues, spatules de laboratoire, f@pgtasteur.

Verreries :

Béchers a différents volumes, burette, erlgmre flacons en verre (250ml), lames et
lamelles en verre, tubes a essai, Pipettes Pasteur.

ANNEXE 4

s Fiches techniques des especes de bactéries analysée

Lactobacillus acidophillus

R/

« Taxonomie :

Régne :Bacteria

Division : Firmicutes

Classe :Bacill

Ordre : Lactobacillales

Famille : Lactobacillaceae
Genre : Lactobacillus

Espece Lactobacillus acidophillus

% Caractéristiques microbiologiques :

Lactobacillus acidophilus (L. acidophilus) est un bacille a Gram positif avec des extrémités
arrondies, groupé par paires ou en courtes chdiadaille typique est 0,6 a 0,9 um de
longueur.

Il est non flagellé, non mobile et non sporuléEtintolérant au sel et microaérophiles. La
plupart des souches tleacidophilus peuvent fermenter le cellobiose, le fructose, le
galactose, le glucose, le lactose, le maltose glenose, la salicine, le saccharose, le tréhalose
et esculinel.acidophilus utilise le saccharose plus efficacement que |l@sa;tde telles
observations peuvent étre attribuées a des diffésedans l'activité de la 3-galactosidase et
3-fructofuranosidase. La croissanced.dacidophilus peut se produire a une température aussi
élevée que 45 °C, mais a une croissance optima3&-d@ °C. La tolérance acide varie de
0,3% a 1,9% d'acidité titrable, avec un pH optid@b,5 a 6,QMosilhey et al., 2003)

« Effet technologiques et probiotiques dans le yaourt

Lactobacillus acidophilus est souvent ajouté au yaourt en raison de ses gifebiotiques.

Les effets bénéfiques éventuels de la consommeggraourt contenaiht acidophilus

incluent : I'amélioration de la digestion du lagt@hiez les personnes qui ont cette difficulte,
I'abaissement de niveau de cholestérol, préveraios types de cancer, la stimulation du
systeme immunitaire, le contrdle des infectiongyarutales chez les femmes, et la prévention
ou le contrdle des infections intestina{€8son et Aryana, 2008)

Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus

X/

« Taxonomie :
Régne :Bacteria

Division : Firmicutes
Classe :Bacill

Ordre : Lactobacillales
Famille : Lactobacillaceae
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Genre : Lactobacillus
Espece Lactobacillus delbruckii
Sous-especeL.actobacillus delbruckii bulgaricus

R/

% Caractéristiques microbiologiques

L. delbrueckii subsp. bulgaricus est un bacille a Gram positif, généralement imngbil
asporulé, anaérobie (mais aérotolérant). Ces liegtdtiennent leur énergie du métabolisme
fermentatif, mais elles peuvent survivre en présahioxygene grace a leur activité
peroxydase capable d’inactiver le peroxyde d’hydrag Elles ont également la capacité de
survivre a des pH bdait-Belgnaoui, 2006)

)/

s Effet technologiques et probiotiques dans le yaourt

L. delbrueckii subsp. bulgaricus contribue au développement rapide de l'acidit&aleur et

la texture des yaourts. Des études ont clairem@nbdtré que les yaourts contenant des
bactéries viables de bulgaricus améliorent la digestion du lactose et éliminent les
symptémes d'intolérance au lactose. Ainsi, cesi@gtcorrespondent clairement au concept
actuel de probiotiques. En outre, de nombreuseiestont rapporté des effets thérapeutiques
contre des maladies comme le cancer, les troutlestinaux, des propriétés
immunomodulatrices et immunostimulan{€iglielmotti et al., 2007)

Streptococcus thermophillus

«» Taxonomie :

Régne :Bacteria

Division : Firmicutes

Classe :Coccus

Ordre : Lactobacillales

Famille : Streptococcaceae

Genre : Streptococcus

Espéce :Sreptococcus thermophillus

)/

s Caractéristiqgues microbiologiques

Sreptococcus thermophilus est identifiée comme anaérobie, aérotolérantetadasa négatif

et a Gram positif, groupée en chaines linéairasetleles ovoides et incapables de croitre a
10 °C, a pH 9,6 ou 6,5% de NaCl, hydrolyse l'arggnet I'esculine, fermente le cellobiose,
I'inuline, le maltose, le mannitol, le raffinoseNetacétylglucosamine, capacité a croitre a 45
°C (Delorme, 2008)

X/

« Effet technologiques et probiotiques dans le yaourt

Streptococcus thermophilus possede des aptitudes texturantes et aromatiqactgaldéhyde)
arome majeur du yaourt. Bien g8eeptococcus thermophilus soit d’origine non humaine,

elle est connue pour résister aux conditions aadédd®stomac, une capacité modérée a
adhérer a l'intestin et pour survivre le transgtgaintestinal. Par conséquegtthermophilus
pourrait étre considérée comme un transitoire ptajpie. En outre, elle améliore la

microflore intestinale et la digestion de lactosermles individus intolérants au lactose,
stimule le systéme immunitaire de l'intestin, pribdes quantités élevées d'acide folique extra
cellulairement. Des effets d’atténuation des risqie certains cancers, l'ulcére et
linflammation, capacité de déconjugaison des B#ilgires et résistance a la barriere
gastrointéstinales (suc gastrique et des selsrbjasont également des propriétés qui ont été
observées che thermophilus (lyer et al., 2010)
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< Photosdes colonies isolées sur géloses MRS et M17 :

~ Figure 39. Streptococcus thermophilus
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Figure40. Lactobacillus acidophilus Figure 41. Bifidobacterumlongum

—

Figure42.Trouble sur bouillon MRS
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Memory title: quality control of different yoghurt probiotic products in Algeria.
Name: DJELLOUD First NameMeriem Directed by: Mr. CHETATHA Mohamed

Abstract:

During 5 months of study, a total of 40 sample8 ofational brands of probiotic products marketed
in the city of Laghouat, were the subject of bdotegical analysis and comparative study in thismoegy.

We used culture media described by the Algeridiciaf journal for the enumeration of total germs,
lactic flora and probiotic bacteria; and statidtiests to compare 3 brands of probiotic products.

The MRS and M17 count results and the studenttasparison results show that the Pro-X product
contains the highest concentration of probioticswgared to the other brands, then the Pro-Z prothgct the
Pro-Z product. Finaly the Pro-Y by its two forms.

The non-respect of the probiotic load concentratibyogurt of the third brand pro-Y is explaineg b
the cold chain breakage and / or the unavailahifitiactic ferments and the probiotic strain.

Key words: probiotic products, lactic flora, MRS, M17, PCA.

Titre du mémoire : contrdle de qualité des différents yaourts probists produits en Algérie.
Nom : DJELLOUD Prénom : Meem Encadreur : Mr. CHETATHA Mohamed
Résumé:

Durant 5 mois d’étude, un totale de 40 échantilldes3 marques nationales de produits probiotiques
commercialisé dans la ville de Laghouat, ontlfaltjet d'analyses bactériologiques et de I'étudemparative
dans ce mémoire.

Nous avons utilisé des milieux de cultures dégutsle journal officiel Algérien pour le dénombrame
des germes totaux, la flore lactique et les bagdéprobiotiques ; et des tests statistiques pounpacer entre
3marques de produits probiotiques.

Les résultats de dénombrement sur milieu MRS €T Ml les résultats de comparaison par le test
student montrent que le produit Pro-X contient daaentration la plus élevé de probiotiques par oapgux
autres marques, puis le produit Pro-Z ensuitedeyit Pro-Y par ses deux formes.

Le non respect de la concentration en charge gtighe de la troisieme marque pro-Y serait ex@eu
par la rupture de chaine froid et/ou la non dispilité des ferments lactiques et la souche progpietipour la
fabrication de ces produits.

Mot clés: produits probiotiques, flore lactique, MRS, MPCA.



