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INTRODUCTTION

Les Bifidobacterium sont des bactéries gue l'on retrouve
dans les selles de l'homme mais aussi dans celles de nombreux

animaux ( SCARDOVI 1971 ).

La présence de Bifidobacterium dans les selles ‘du  nou-
veau-né est un signe de bonne santé. Les Bifidobacterium ont
un réle bénéfique en cas de diarrhée quelle que soit son ori-
gine ( DISSART 1967 ), ( ROMOND M.B. 1987b ). Ils ont également
un rdle hypocholestérolémiant et préviennent 1'appariton de

certaines tumeurs ( RASIC 1983 ), ( CUMMINS 1984 ).

Des études ont montré que ces Bifidobacterium posseédent
une P-galactosidase dont l'activité est différente suivant les

espéces ( TOCHIKURA 1986 ).

L'hypolactasie ou déficit én lactase entraine une
inteclérance au lactose dont les signes cliniques peuvent étre
graves. De nombreuses études effectuées sur les vyaourts ont
mis en évidence l1'intérét de leur consommation chez les sujets
hypolactasiques ( KOLARS 1984 ), ( LEREBOURS 1989 ). Mais les
laits fermentés peuvent également étre utilisés dans 1'hypo-
lactasie {( PASCAUD 1990 ) méme si certains auteurs constatent
que leur activité lactasique est faible par rapport a celle du

vacurt { LEREBOURS 1989 ).

Notre étude a consisté a tester l'activité lactasigque

des Bifidobacterium isolés a partir de laits fermentés.
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Dans une premiére étape nous avons isolé ces Bifidobacte-
rium a partir de laits fermentés afin d'obtenir des souches
pures de bifidobactéries. Il nous a fallu trouver un milieu
adéquat, qui non seulement permet la culture des Bifidobacte-

rium mais aussi inhibe la culture des autres bactéries.

Dans une seconde étape nous avons testé 1l'activité lacta-
sique des Bifidobacterium en mettant en contact 1les souches
pures de bifidobactéries et des solutions de lactose. Pour
mesurer l'activité lactasique nous avons cholsi de doser la
disparition du lactose. Cependant dans certains cas, nous
avons dosé l'apparition du galactose, du glucose et de l'acide

lactique.

Avant de présenter et d'analyser nos résultats, nous
présentons dans la premiére partie bibliographique les carac-
téres morphologiques et physiologiques des Bifidobacterium.
Nous discutons aussi de leur habitat et de leur rdle. Puis
nous définissons rapidement 1'hypolactasie et les moyens exis-

tants pour en prévenir les effets.
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PREMIERE PARTIE

BIBLIOGRAPHIQUE
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-1 - TAXONOMTIE

C'est au début du siécle que TISSIER met en évidence
dans les selles des nouveaux—nés allaités par leur mére, des
bactéries de forme particuliére qu'll dénomme Bifidus, et plus
précisemment Bacillus bifidus communis ou B.bifidus ( TISSIER

1900 ).

En 19%24, ORLA JENSEN les regroupe dans le genre Bifido-
bacterium. A partir de 1954, les progrés technologiques
permettent de différencier les bifidobactéries des Lactobacil-

lus et de mettre en évidence plusieurs sortes de bifidus.

En 1957, DEHNERT reconnait l'existence de multiples Dbio-
types de Bifidobacterium. Il propose un schéma basé principa-
lement sur la fermentation des hydrates de carbone pour leur
identification et il met en évidence 5 espéces de bifidobac-

téries.

Cependant, la distinction entre les bifidus et les Lacto-
bacillus reste encore difficile dans les années quil suivent et
de nombreux auteurs les confondent, pensant qu'll s'agit d'une
seule et méme espéce. De ce fait le terme de Lactobacillus
bifidus sera employé a tort dans la partie Dbiblicgraphique,
suite aux confusions faites par l'auteur cité. De nos Jjours,
la différenciation est toujours difficile a faire et le nom
de Lactobacillus bifidus est encore rencontré dans certains
textes a la place de <celui de Bifidobacterium bifidum

( TOCHIKURA 1986 ), ( BERNIER & al. 1988 ).
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En 1953, REUTER se sert des différentes voies de fermen-
tation des hydrates de <carbone et des variations dans les
caractéres sérologiques des bifidobactéries pour mettre en
évidence 6 espéces différentes qui sont

- Bifidobacterium bifidum
- Bifidobacterium breve
- Bifidobacterium liberorum
~ Bifidobacterium lactensis
- Bifidobacterium adolescentis
- Bifidobacterium longum.
En 1969, MITSUCKA met en évidence
~ Bifidobacterium thermophilum
- Bifidobacterium pseudolongum.
La méme année SCARDOVI isole de la panse des vaches
- Bifidobacterium ruminale

— Bifidobacterium globosum.

De cette facon, dans la huitiéme édition de “Bergey's
Manual of Determination Bacteriologie", onze espeéces de
Bifidobacterium sont décrites et le genre est 1inclu dans la
famille des Actinomycetaceae ( ROGOSA 1974 ). Le genre
comprend actuellement 26 espéces dont 10 sont considérées
d'origine humaine et les 16 autres d'origine animale. La 26éme
vient d'étre décrite par LAUER en 1990 sous le nom de Bifido-

bacterium gallicum ( LAUER 1990 ).
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- 2 — IDENTIFICATION DES BIFIDOBACTERIUM

L'isolation de nouvelles espéces de bifidobactéries est
encore fréquente, et si la distinction entre les Lactobacillus
et les Bifidobacterium est relativement facile lorsque 1'on
posséde le matériel adéquat, la différenciaticon entre les

différentes espéces reste difficile.

- 2.1 - Identification du genre

La différenciation entre les Lactobacillus et les Bifi-
dobacterium peut se faire en étudiant la composition de 1la
paroi cellulaire ( VEERKAMP 1971a ), la composition en acide
gras et en lipides ( VEERKAMP 1971b ), ou la composition en
bases de l'acide désoxyribonucléique ( SCARDOVI 1971 ) ( cf &

6t et 7 de la présente partie ).

La fermentation des hydrates de carbone peut aussi servir
a distinguer les Lactobacillus des Bifidobacterium. La fructo-
se 6-phosphate phosphocétolase étant l'enzyme clé des Bifido-

bacterium ( SCARDOVI 1984 ), ( SCARDOVI 1986 ).

La détection de 1l'enzyme fructose 6-phosphate phosphocé-
tolase par réaction colorimétrique et la détermination a
l'aide du profil enzymatique de souches de Bifidobacterium et
de Lactobacillus ont démontré que les bifidobactéries possé-
dent une activité ®-galactosidase, contrairement aux lacto-

bacilles ( ROY 1989 ).
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- 2.2 - Identification de l'espéce

La détermination de l'espéce est beaucoup plus délicate
comme le montrent les nombreux remaniements taxonomiques ob-
servés depuis les dix dernléres années ( SCARDOVI 1984 ),

( SCARDOVI 1986 ), ( ROMOND C. 1990a ).

Depuis quelgques années, la classification est basée sur
la fermentation des hydrates de carbone ( MITSUOKA 1982 },
( DE VRIES 1967 ), ou sur les procédés dfhomologie A.D.N-A.D.N
( SCARDOVI 1971 ). Mais on note une discordance entre ces deux
types de classification. Si Bifidobacterium adolescentis et
Bifidobacterium dentium sont deux espéces différentes pour
SCARDOVI, ils correspondent a une seule et méme espéce pour
MITSUOKA. Or, 11 est maintenant reconnu que Bifidobacterium

dentium est 1la seule espéce pathogéne pour 1'homme.

Ces deux techniques sont donc.trés aléatoires et actuel-
lement une équipe de recherche, a Lille, tente de déterminer
150 caractéres différents appartenant a quelques 500 souches
de Bifidobacterium issues d'espeéces différentes ( ROMOND C.

1990a ).

Ces techniques mises au point sont lourdes en manipula-
tions pour les laboratoires, aussi utilise-t-on en premiére
intention les propriétés de fermentation des oses. Mais

1'interprétation des résultats reste délicate.

BIAVATI, en utilisant les relations d'hybridation A.D.N.-

A.D.N. et en se basant sur les caractéres morpholcgiques, la
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température et le pH du milieu de culture, a permis la dis-
tinction entre Bifidobacterium ruminentium et Bifidobacterium

merycicum ( BIAVATI 1991 ).

Le fait qu'il n'existe pas de technique simple pour
l'identification de l'espéce tient probablement & deux rai-
sons. La premiere est que les anaérobies sont de découverte
assez récente et la seconde est que les Bifidobacterium sont
des espéces non pathogénes, mis & part Bifidobacterium den-

tium ( ASSELIN 1988 ).
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-3- MORPHOLOGTIE

- 3.1 - Généralités

La coloration de Gram appliquée aux cultures de bifido-
bactéries montre que les Bifidobacterium sont des bactéries

Gram positif, immobiles et non sporulées.

Sa morphologie, comme scon nom l'indique, est de forme
bifide, c¢'est a8 dire qgu'une des extrémités est en forme de Y,
mais ceci n'est pas toujours le cas. Aprés la coloration de
Gram on observe des bactéries ayant

- la forme d'une simple baguette de taille variable.

- la forme d'une cellule courbée dont l'une des extré-
mités est guelquefois bifide.

— la forme d'une cellule droite présentant de nombreu-
ses branches bulbeuses a l'une des extrémités.

Cette variation de la forme se retrouve d'une espece a
l'autre, mais aussi au sein d'une méme espéce {( NORRIS 195G ),
( HASSINEN 19851 ), { SCARDOVI 1986 ). Elle dépend en grande
partie, in-vivo, de l'alimentation de 1'héte et, in-vitro, de
la composition du milieu de culture, ce gue nous verrons ulté-

rieurement.

- 3.2 - Variation de la morphologie des Bifidobac-

terium en fonction de l'alimentation de 1'hbdte.

Pendant longtemps on a pensé que les Bifidobacterium ne

se trouvaient que dans les selles des enfants nourris au sein
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et qu'ils avalent une forme bifide. En effet cette forme était
peu ou n'était pas retrouvée chez les enfants nourris au lait
artificiel, par contre on y trouvait trés frégquemment une
forme droite que 1l'on appelalt Lactobacillus bifidus ( NORRIS

1950 ).

Certains chercheurs suggérent alors pour la premiere fois
que les Lactobacillus bifidus rencontrés dans les selles des
enfants nourris au lait artificiel pourraient étre des Bifi-
dobacterium dont la morphologie est différente ( HASSINEN
1951 ), { NORRIS 1950 ). NORRIS wva Jjusqu'a proposer l'exlstence
d'une mutation entre ces deux formes. Les Lactobacillus bifi-
dus qui ont une forme bifide et qui se trouvent dans les
selles des enfants nourris au sein, donnent par mutation, che:z
les enfants allaités au lait artificiel, wune bactérie de
forme droite gqu'il appelle Lactobacillus parabifidus ( NORRIS

1950 ).

L'hypothese de cette mutation n'est pas reprise par les
autres auteurs, mais la prédominance des formes bifides dans
les selles des enfants nourris au sein est observée par de

nombreux auteurs ( TOMARELLI 1949 ), ( GYLLENBERG 1958 }.

- 3.3 - Variation de la morphologie des Bifidobac-
terium en fonction de la composition du milieu de

culture.

La composition du lait artificiel est différente de celle

du lait maternel en bien des points et cette différence peut
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expliquer que la forme bifide est retrouvée essentiellement

dans les selles des enfants nourris au sein.

En effet, la présence du lait maternel dans le milieu de
culture entraine 1l'apparition d'une forme bifide ( TOMARELLI
1949 ), (NORRIS 1950 ), ( GLICK 1960 ), ( VEERKAMP 1971la )},
{ VEERKAMP 1983 ). Par contre si on le remplace par du lait
de wvache, on retrouve une forme droite { TOMARELLI 194% ),

( NORRIS 1950 ).

Des études ont déferminé dans un deuxiéme temps les
facteurs nutritionnels nécessaires a 1la crolssance des
Bifidobacterium. GYORGY montre que le lait maternel peut é&tre
supplémenté par des dérivés N-glucosamines et en particulier
le N-acétyl-D~glucosamine., Mais la concentration relativement
basse de ce composé dans le lait maternel ne lul permet pas
d'expliquer le rbéle spécifique que joue ce dernier dans 1'ob-

tention de la forme bifide ( GYORGY 1955 ),

La culture de Lactobacillus bifidus var. pennsylvanicus
sur des milieux contenant des concentrations différentes
d'e(, §, N-méthyl-N-acétyl-D-gluccsamine dans une - atmosphére
contenant 90% d'azote et 10% d'oxyde de carbone a 1la tempé-
rature de 37°C montre une variation de 1la morphologie des

Bifidobacterium en fonction de la concentration.

La forme bulbeuse ou noueuse est observée lorsque ce
composé n'est pas présent ou lorsqu'il existe en trés faible
quantité ( moins de 10 Rg pour 5 ml de milieu ). Sa présence a

une concentration plus élevée ( 100 Rg pour 5 ml de milieu )
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entraine l'apparition d'une forme bifide trés marquée. Ce phé-
noméne est retrouvé lorsque l'on fait varier la concentration

en N-acétyl-D—glucosamine du milieu ( GLICK 1960 ).

En 1972, HUSAIN teste les effets de 3 milieux différents
sur la morphologie de Bifidobacterium bifidum ( HUSAIN 1972 ).
Les trois milieux testés sont
- un milieu régulier ( MR )} ou milieu de NORRIS qui est
un milieu semi-synthétique.
- un milieu minimum ( MM ) ou milieu de HASSINEN.
~ un milieu minimum modifié ( MMM ) qui correspond au
milieu minimum enrichli en 17 acides aminés qul sont
l'acide aspartique, l'acide glutamique, l'alanine,
ltarginine hydrochloride, l'asparagine, la glycine,
la méthione, la proline, la sérine, la phénylalali-
ne, la thréonine, 1le tryptophane, la tyrosine, la

valine, la leucine, 1l'isoleucine et la lysine.

La concentration de chaque acide aminé est de 667 mg/l.

L.es résultats obtenus sont les suivants
- sur le milieu de NORRIS ou MR, les bactéries sont de
forme incurvée et quelquefois bifide

- sur le milieu de HASSINEN ou MM, les bactéries pré-

sentent toutes un grand nombre de branches a 1'une
des extrémités

- sur le milieu minimum modifié ou MMM les bactéries
sont de forme incurvée et quelquefols bifide

— L'addition dans le milieu de HASSINEN ou MM d'alanine,



-20 .

d'asparagine, d'acide glutamique et de sérine entraine
1'apparition d'une forme incurvée et quelquefois bi-
fide. Par contre, 1l'addition dans le milieu MM d'un
seul de ces 4 acides aminés n'entraine pas de varia-
tion de 1la forme

- La suppression d'un seul de ces 4 acides aminés dans

le milieu minimum modifié ou MMM n'entraine pas de

modification de la forme.

Ces résultats sont résumés dans le tableau I ci-dessous:

Cette expérience confirme que les Bifidobacterium peuvent
&tre maintenus sous une forme bifide ou une forme droite avec

de nombreuses branches par simple manipulation du milieu.

Tableau I :Culture et morphologie de Bifidobacterium

bifidus dans différents milieux.
Daprés Husein 1872

HILIEY MORPHOLOGIE

Milieu régulier { MR ) Forme incurvée et quelquefois
bifide

Milieu minimum ( MM ) Forme possédant de nombreuses
branches

Milieu minimum Forme incurvée et quelquefois

modifié { MMM ) bifide

MM+ acide Glu. + Ala. Forma incurvée et guelguefois

+ Asp. + Ser. bifide

MM + Ala. Forme possédant de nombreuses

MM + Asp. branches

MMM + acide Glu.

MMM + Ala.

MMM + Asp. Identique au milieu MR

MMM + Ser.

{ - moing ) ( + addition )
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- 3.4 - Description des Bifidobacterium dans

l'espace

L'arrangement des bactéries sur un frottis est trés va-
riable. Les bactéries peuvent étre disposées en V, en palis-
sade, en étoile, en chaine ou bien isolées ( SCARDOVI 1986 ),

( ROMOND M.B. 1987a ), ( ASSELIN 1988 ).

- 3.5 - Description des colonies

L'allure des colconies sur le milieu de culture est d'une
grande diversité. Ces colonies peuvent avoir une forme ronde,
convexe ou bien lisse avec des bords réguliers, ce qui traduit

le caractére immobile de la bactérie.

La couleur des colonies peut étre blanche ou crémeuse,
mais elle peut étre beige avec un centre plus clair ( SCARDOVI

1986 ), ( ROMOND M.B, 1987a }.

Ainsi, au pléomorphisme cellulaire s'ajoute <celul des
colonies, ce qui explique que la classification est basée soit
sur la fermentation des hydrates de carbone, soit sur les
procédés d'homologie A.D.N-A.D.N ( SCARDOVI 1971 ), ( MITSUOKA

1982 ).

On peut rajouter que cet aspect bifide n'est pas caracté-
ristique de l'espéce et qu'ilil se retrouve chez d'autres bacté-
ries telles que les Actinomyces et les Arthiobacters qui pré-

sentent elles aussi une forme bifide.
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-4 -PHYSIOLOGTIE
- 4.1 - La respiration

Les Bifidobacterium sont considérés comme des bactéries
anaérobles strictes lors de leur découverte. Mais on s'aper-
coit rapidement que certaines espéces sont aérotolérantes a
l'oxygéne, tandis que d'autres y sont au contraire tres
sensibles { NORRIS 1850 ), ( SCARDOVI 1986 }, ( ROMOND C.
1990a ). Toutes  les espéces sont catalases négatives

( SCARDOVI 1971 ).

- 4.2 - Température et pH

Ces deux parametres ébnt difficiles a définir et wvarient
d'une espéce a l'autre. Pour NORRIS, la culture des espéces
bifides est pauvre a pH 6;00 et est absente & pH 5,60. Par
contre, la culture des espéces poésédant plusieurs branches a

1'une des extrémités est maximum a pH 6,80 ( NORRIS 1950 ).

Mais d'une facon générale, les conditions idéales a 1la
survie des Bifidobacterium sont une température de 37°C et un
pH égal a 5,00. Cependant les bactéries d'origine humaine
préférent des températures allant de 36°C a 38°C, alors que
les bactéries d'origine animale préférent des températures
plus élevées, de l'ordre de 46°C ( RASIC 1983 ). Cette tempé-
rature est proche de celle de la préparation du yaourt stan-

dard.
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En dessous de 20°C, la culture des bifidobactéries n'est
pas possible, de méme qu'aux pH supérieurs a 8,00 et infé-
rieurs a 5,00 , ( VEERKAMP 1983 ), { ROMONP M.B. 1987a ),

(ASSELIN 1988 ).
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-5-LA PAROTI CELLULAIRE

- 5.1 - Description de la paroi cellulaire des Gram

positifs

La paroil cellulaire des Gram pesitifs est constituée en
grande partie d'un mucopeptide ou muréine, d'acide teichoique
et de chaines polysaccharidiques reliées entre elles par des

peptides courts.

Le mucopeptide est un polymére constitué de l'alternance
de sous-unités de N-acétyl-glucosamine et d'acide N-acétyl-
muramique réunies par des liaisons P 1-4. Les acides murami-
ques des différentes chaines sont reliés par des peptides
courts dont la composition varie d'une espéce a l'autre. Ces
peptides courts scont a leur tour reliés par des structures

paralléles constituées d'un ou plusieurs acide(s) aminé(s).

Les polylosides responsables de la spécificité antigé-
nique des bactéries sont siltués sur 1la paroi cellulaire.

{ JARVETZ 1973 ).

- 5.2 - Description du peptidoglycane des Bifido-

bacterium

L'étude de la paroi cellulaire des Bifidobacterium est
importante car si elle permet de différencier les Dbifidobac-
téries des autres espeéeces de bactéries et en particulier des
Lactobacillus, elle permet aussi de différencier les espéces

les unes des autres ( PREVOT 1970 ), ( VEERKAMP 1971a ).
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En 1957, CUMMINS étudie la composition de la paroi cellu-
laire de huit espéces de Bifidobacterium. Il observe que
l'alanine, l'acide glutamique et la lysine sont touijours pré-
sents. La sérine est souvent rencontrée, par contre la gly-
cine, la thréonine et l'acide aspartique ne sont retrouvés que

chez quelques espéces. ( CUMMINS 1957 )

Certains composés, comme la glucosamine et l'acide mura-
migque sont quelqgquefois rencontrés, par contre la galactosa-

mine ne l'est jamais. ( CUMMINS 1957 ), ( VEERKAMP 1983 )

VEERKAMP étudie d'une fagon trés détaillée le mucopeptide

de la paroi cellulaire des Bifidobacterium.

Selon lui, le mucopeptide de Lactobacillus bifidus var.
pennsylvanicus comprend des polyméres constitués d'acide
N-acétyl-~D-muramique et de N-acétyl-D-glucosamine. Les
peptides courts qui relient les aéides D*ﬁuramiques de ces
différents polyméres sont des tétrapeptides constitués d'ala-
nine, d'isoglutamine et d'ornithine. L'acide aspartique et la
sérine forment le pont adjacent au tétrapeptide. ( VEERKAMP

1965 ), ( VEERKAMP 197la )

Le tétrapeptide de Bifidobacterium infantlis, Bifidobac-
terium liberorum, Bifidobacterium parvulorum et Bifidobacte-
rium breve contient de la lysine et le pont adjacent est cons-
titué d'une simple molécule de glycine. Bifidobacterium
pseudolongum et Bifidobacterium thermophilus contiennent de

l'ornithine dans leur tétrapeptide ( VEERKAMP 1971la }.
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- 5.3 - Description des polysaccharides des Bifido-

bacterium

La partie saccharidique de la paroil varie d'une espéce &
l'autre. D'une maniére générale le rhamnose, le galactose et
le glucose sont les sucres les plus fréguemment rencontrés,
mais leur concentration varie d'une espéce & l'autre

( CUMMINS 1957 ), ( POUPARD 1973 ), ( HABU 1987 ).

Tableau Il : Teneur en polysaccharides de la paroi cellulaire
des Bifidobacterium.
D'aprés HABU 1987 Exprimée en nmol/mg

Especae
B. bifidum B. breve B. infantis B. longum
@ Rhamnose 1,97 ] 0o 1,64
é Galactose 0 2,00 6,34 3,00
3 Glucose 1,00 3,17 2,00 0

L'arrangement des polysaccharides dans 1'espace est dif-

férent d'une espéce a l'autre ce qui permet de les identifier.

Un sucre rare le 6-déoxytalose est également rencontré
dans la paroi cellulaire de Bifidobacterium adolescentis et
plus particuliérement dans la partie extracellulaire du poly-

saccharide ( NAGAQKA 1988 ).

- 5.4 - L'acide teichoique

L'acide teichoigue est un constituant majeur de la paroil
cellulaire des bactéries, mais il est rarement rencontré chez
les bifidobactéries ( POUPARD 1973 ), HABU le trouve en petite

quantité chez Bifidobacterium infantis ( HABU 1987 ).
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On rencontre aussi un oligomere du manitecl phosphate qui
semble Jjouer le méme rdle que l'acide teichoique ( VEERKAMP

1965 ), ( VEERKAMP 1983 ).
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- 6 - L'ACIDE DESOXYRIBONUCLEIQUE ( A.D.N. ) DES

BIFIDOBACTERIUM

- 6.1 - Etude de 1'A.D.N.

L'étude de l'acide désoxyribonucléique est importante car
elle permet de distinguer 1les Bifidobacterium des Lactoba-
cillus, mais aussi de les distinguer des autres espéces de

bactéries.

L'analyse de 1'A.D.N. par hydrolyse enzymatique montre

o

+* 0,33

o0

que la valeur moyenne guanine + cytosine est de 60
pour les Bifidobacterium et est inférieure & 50 % pour les
Lactobacillus ( WERNER 1963 ). Ces résultats sont confirmés
par GASSER gui analyse la composition de 1'A.D.N. de cing es-
péces de Bifidobacterium. Ses résultats montrent que la teneur
en cytosine et en guanine est de 58 %. Cette valeur est supé-

rieure a celle des Lactobacillus ( GASSER 1968 ).

Les Propionibacterium, les Catenabacterium et les Coryne-
bacterium ont une valeur moyenne inférieure a celle des Bifi-
dobacterium. Toutefois la distinction entre 1les Bifidobacte-
rium et les Actinomyces est difficile a faire si on se base

sur 1'A.D.N. ( WERNER 1963 ).

Des relations d'homologie A.D.N. - A.D.N. ont é&té étu-
diées dans le genre Bifidobacterium. Plusleurs groupes généti-
quement distincts sont reconnus, ce qui suggére une large
divergence au sein des espéces. Ainsi, si Bifidobacterium 1in-

fantis, Bifidobacterium liberorum et Bifidobacterium lactensis
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forment 1'un de ces groupes, aucune relation d'homeclogie
n'est retrouvée au sein des différentes espéces de Bifido-

bacterium bifidum et de Bifidobacterium adolescentis.

On constate moins de 50 % d'homologie entre Bifidobacte-
rium longum et Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium

liberopum et Bifidobacterium lactensis ( SCARDOVI 19871 ).

Cette discordance au niveau des relations d'homologie
A.D.N. - A.D.N. est aussi rencontrée pour les Bifidobacterium
trouvés dans les selles des animaux, tels que Bifidobacterium

pseudolongum et Bifidobacterium suils.

Cependant une certaine parenté est retrouvée entre les
espéces humaines et animales. C'est le cas de Bifidobacterium
breve et Bifidobacterium thermophilum ainsi que Bifidobacte-

rium longum et Bifidobacterium pseudolongum { SCARDOVI 1971 ).

- 6.2 - Btude du plasmide

2

La présence d'un plasmide a été retrouvée chez 40 % des
espéces de Bifidobacterium breve. Ce plasmide peut présenter

cing profils différents ( IWATA 1989 ).

La présence de ce plasmide avait été précédemment mise en
évidence chez Bifidobacterium longum { SGORBATI 1982 ), mails
SGORBATI ne le retrouvait pas chez Bifidobacterium breve. Mal-
gré tout, cette présence a été confirmée dans ce cas par élec-
trophorése sur gel agarose, par l'analyse de la fermentation

des hydrates de carbone et par l'hybridation A.D.N.- A.D.N.



-30.

- 7 - LES LIPIDES ET LES PHOSPHOLIPIDES CHEZ LES

BIFIDOBACTERIUM

On rencontre chez lez Bifidobacterium des acides gras,

des phospholipides et des glycolipides.

Certains de ces composés ne sont pas retrouvés chez les
Lactobacillus, d'autres le sont, mals & des concentrations

différentes.

- 7.1 - Les acides gras

Les principaux acides gras des Bifidobacterium sont
l'acide palmitique, l'acide myristique, l'acide stéarique et
l'acide oléique. Les Lactobacillus possédent peu d'acide

stéarique. (VEERKAMP 1970 ), ( VEERKAMP 1971 b ).

- 7.2 - Les phospholipides

Les phospholipides rencontrés chez les Bifidobacterium
sont
~ le triacyl-bis-(glycérolphosphoryl) glycérocl
- le diphosphatidylglycérol
- le phosphatidylglycérol
- les polyglycérol phospholipides
- l'alanyl phosphatidylglycérol
Le diphosphatidylglycérol et le phosphatidylglycérocl sont
présents dans les deux genres. Les polyglycérolphospholipides,
les lysodérivés et 1l'alanyl phosphatidylglycérol ne sont

retrouvés que chez les Bifidobacterium { VEERKAMP 1971 b )},
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{ POUPARD 1873 ).

Les polyglycérolphosphates des acides lipoteichoiques des
Bifidobacterium ont un intérét en systématique bactérienne. En
effet les différences retrouvées au sein des espéces per-
mettent d'envisager l'utilisation d'anticorps antiacides lipo-
teichoiques dans un but de sérogroupage des Bifidobacterium

( ASSELIN 1988 )

La valeur en phospholipides varie suivant la composition
du milieu. Ainsi le taux de triacyl-glycérolphosphoryl diminue
et le taux de phosphatidylglycérol augmente lorsque 1l'on

rajoute du lait de femme dans le milieu ( EXTERKATE 1969 ).

De méme, de nombreux phospholipides ne sont pas détectés
lorsque le pH du milieu est de 6,30 et sont retrouvés a des
taux plus ou moins bas lorsque le pH est abaissé a 6,00

( EXTERKATE 1969).

Les phospholipides permettent de différencier les Lacto-
bacillus des Bifidobacterium mais il est trés difficile de
s'en servir comme critére pour identifier les différentes
espéces de Bifidobacterium, car leur composition dans la paroil
cellulaire et dans le cytoplasme varie selon la nature du

milieu et du pH ( EXTERKATE 1969 ), ( POUPARD 1973 ).

- 7.3 - Les glycolipides

Les glycolipides constituent un petit pourcentage des

lipides totaux. Tous les glycolipides sont des galactolipides
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car aprés hydrolyse seul le galactose est retrouvé par chroma-

tographie ( EXTERKATE 1969 ).

On retrcuve un mono-, di- et trigalactosyldiglycéride, un
monoacyl et un diacyl dérivés d'un monogalactosylglycéride et

un monoacyl dérivé d'un digalactosyldiglycéride.

Les monogalactosyls et le digalactosylmonoglycéride sont
détectés en petite quantité ( EXTERKATE 1969 ), {( POUPARD

1973 ).
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- 8 — METABOLISME
- 8.1 - Métabolisme du glucose

- 8.1.1 - Utilisation du glucose
La fermentation du glucose par les Bifidobacterium est
différente de celle observée chez les Lactobacillus, ce qui
permet de faire 1la distinction entre les deux genres

( DE VRIES 1967 ), ( MITSUOKA 1982 ).

Les Lactobacillus fermentent le glucose selon deux.voies.
La premiére voile est la vole d4d'EMBDEN-MEYERHOFF mais la fruc-
tose 1-6 diphosphate aldolase, responsable de cette voie de
dégradation n'est pas retrouvée chez les Bifidobacterium. Il
en est de méme de la glucose-6-phosphate déshydrogénase
responsable de la dégradation du glucose par le shunt des
hexoses monophosphates, qui est l'autre voie utilisée par les

Lactobacillus ( DE VRIES 1967 ).

Les Bifidobacterium utilisent le shunt du fructose
6-phosphate dont l'enzyme clé est une D-fructose-6-phosphate
phosphocétolase qui clive le fructose-6-phosphate en acétyl
phosphate et en érythrose 4—phosphéte. Le fructose 6é-phos-—
phate et 1'érythrose-4-phosphate grdce a une transaldolase
donne du glycéraldéhyde-3-phosphate qui aboutit a du lactate
{ DE VRIES 1967 ), ( SCARDOVI 1984 ), ( SCARDOVI 1986 ).

( Voir schéma page suivante )

La fermentation du glucose produit 1,5 mole d'acétate et

1 mole de lactate via le pyruvate. Mais ce rapport théorique
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{ ROMOND 1987a )
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2 glucoses _> 3 acétates + 2 lactates

n'est pas retrouvé en pratique.

Lorsqu'on cultive des Bifidobacterium sur un milieu dont
le substrat est soit du glucose, du 1lactose ou du galactose
on s'apercgoit que les composés formés toujours rencontrés sont
l'alcool éthylique, l'acide formique, 1l'acide lactigque, mais
leur concentration varie suivant 1'hexose wutilisé et l'espé-
péce de Bifidobacterium cultivé ( DE VRIES 1967 ), ( DE VRIES

1968 ).

- 8.1.2. - Utilisation du pyruvate
Les Bifidobactérium utilisent 1l'acide pyruvique lors de

la fermentation du glucose selon deux voles.

La premiére voie est une réduction du pyruvate en lactate
grdce a une lactate déshydrogénase. La seconde voie est le
clivage du pyruvate en acétyl-phosphate et en formate gréace 5
une enzyme "phosphoroclastique". L'acétyl-phosphate est en-
suite réduit en alcool éthylique ( SCARDOVI 1965 ), ( DE VRIES

1968 ).

La voie utilisée par les Bifidobacterium dépend de l'es-—
péce de Bifidobacterium mais aussi de l'ose utilisé comme sub-
strat dans le milieu de culture. Trois facteurs vont influen-
cer la bactérie dans son choix ( DE VRIES 1968 ):

- le premier est le taux de lactate déshydrogénase et

d'enzyme "phosphoroclastique" dans le milieu.
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- le second est la concentration en fructose 1,6-diphos-
phate dans le milieu, qgui est le facteur d'activation de 1la
lactate deshydrogénase,

- le troisiéme facteur est 1'affinité de la lactate dés-
hydrogénase et de l'enzyme ‘'phosphoroclastique™ envers le

pyruvate.

Nous pouveons souligner dés maintenant que l'acide lacti-
tique formé est de type L, ce qui est trés bénéfique pour la

santé. Nous en reparlerons ultérieurement.

- 8.2 - Métabolisme du galactose

Les enzymes responsables du métabolisme du galactose sont
la galactokinase, 1'hexose l-phosphate uridyltransférase et

1'UbP-galactose-4-épimérase.

Cette galactokinase convertit le galactose en galactose-
1-phosphate qui, en présence d'UDP-glucose et grdce a l'uri-
dyltransférase donne du glucose~l-phosphate et de 1'UDP-

galactose.

Mais il existe une autre vole utilisant une pyrophospho-
rylase ou le galactose-l-phosphate est transformé en glucose-
1-phosphate. Cette pyrophospholyse peut é&tre réalisée a pH

acide ou neutre { ROMOND M.B. 1987a ).

-~ 8.3 = Métabolisme du fructose

Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium longum
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et Bifidobacterium thermiphilum sont caractérisés par leur
facilité a pousser sur les fructo-oligosaccharides employés
comme source de carbone. Ces 3 espéces possédent une B-fructo-
sidase ou inulase qui hydrolyse 1les fructo-oligosaccharides.
Mais on observe que l'activité normale de 1la B -fructosidase

dépend du degré de polymérisation du fructo-oligosaccharide.

Ces fructo-oligosaccharides sont retrouvés dans la farine
d'artichaut que 1'on peut utiliser comme source de carbone
lors de la culture des Bifidobacterium. Cecl suggére qué l'on
peut utiliser la farine d'artichaut comme additif alimentaire
pour stimuler la crolssance des Bifidobacterium dans 1'intes-
tin, ce qui permet ensuite aux bifidobactéries d'exercer leurs
effets bénéfiques sur la santé de 1l'homme { Mc KELLAC 1989 ).
Ces fructo-oligosaccharides sont utilisés grdce a une [ -fruc-

tosidase.
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- 9% -FACTETURS BIFIDIGENERES
- 9,1 - Généraliteés

Les Bifidobacterium sont des micro-organismes acidophiles
qui dépendent de différents facteurs de croissance dénommés
facteurs bifidigénes ( ou bifidogénes ). L'importance de ces
facteurs a été mise en évidence pour la premiere fois par
GYORGY. Il observe qu'un mutant de Lactobacillus bifidus ne
peut pas étre cultiveée lorsque le lait de femme est absent du

milieu de culture {( GYORGY 1953 ).

Mais RAYNAUD en 1959 conteste les travaux de GYORGY et
montre que la souche néotype Bifidobacterium bifidum de
TISSIER nécessite des facteurs protéiques et non des sucres
aminés. En fait, 1l'espéce Bifidobacterium bifidum se subdivise
en deux variants : le wvariant "a", isclé surtout chez l'adulte

et le variant "b"™, plus caractéristique du nourisson.

Le variant "b" est absolument dépendant des dérivés
lactosaminiques constitutifs des oligosaccharides du lait de
femme, alors que le variant "a" trouve dans les hydrolysats de

protéine les facteurs nécessaires 3 sa croissance,

Dans les années cinquante deux types de facteur bifidi-
génes sont connus: le facteur BF1 de GYORGY ( GYORGY 1954 ) et

le facteur BFZ de RAYNAUD ( RAYNAUD 1959 ).

~ 9,2 - Le facteur BF1l

Le facteur BF1l est de nature oligosaccharidique et dérive
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de la N-acétyl-glucosamine. Il est spécifique de Bifidobacte-
rium bifidum. On le trouve dans le colostrum, le lait, le 1li-
quide amniotique ainsi que dans les glycoprotéines des groupes
sanguins. WALCH a montré qufen supplémentant du lait de wvache
avec du B-éthyl-N-acétyl-glucosaminide, il reconstitue une
flore galactosidase Gram positive riche en Bifidobacbacterium
dans le tube digestif du nouveau~né. Ce dérivé synthétique,
image simplifiée des glucides du lait de femme stimule la

prolifération des Bifidobacterium {( WALCH 1956 ).

- 9.3 - Le facteur BF2

Le facteur BFZ2 est de nature protidique. Il est consti-
tué de peptides obtenus par l'action d'une protéase sur 1la
caséine. L'hydrolysat de caséine est de loin le plus actif des
facteurs bifidigenes. LEVESQUE montre que son addition & rai-
son de 20 000 U dans des préparatiéns de laif de vache modifié
entraine une augmentation des bifidobactéries dans les selles

des nouveaux—nés consommant ce lait modifié ( LEVESQUE 1959 ).

- 9.4 - Autres facteurs bifidigénes

D'autres facteurs tels que les glycopeptides et les gly-
coprotéines ont pu étre isolés du colostrum et du lait de
femme. L'activité de ces structures serait liée & leur copule

glucidique.

La caséine, facteur bifidigéne par excellence, donne par

hydrolyse des fractions contenant du galactose, de 1la
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glucosamine et de la galactosamine possédant une activité bi-

fidigene.

I1 a été démontré, qu'in-vitro, Bifidobacterium bifidum
ne peut identifier ses facteurs de croissance dans une molé-
cule glycolysée complexe gque dans la mesure ol l'enchainement
des sucres lui permet de les reconnaitre. La guantité des
facteurs détectables dans un produit ne dépend pas seulement
du nombre de résidus de N-acétylglucosamine mais également de
la conformation de la chaine oligosaccharidique. Ceci semble

vérifié in-vivo { ROMOND M.B. 1990b ).
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- 10 - FPACTETURS NUTRITIONDNIETLS
- 10.1 - Besoins en acides aminés

Les Bifidobacterium sont, d'une fac¢on générale, capables
dfutiliser les sels d'ammonium comme seule source d'azote
{ SCARDOVI 1986 ). A ce sujet, il est peut-étre envisageable
d'imaginer QUe les bifidobactéries pourraient diminuer la te-
neur en ammoniaque du tube digestif, particuliérement augmen-

tée lors des insuffisances hépatiques ( ASSELIN 1988 ).

Certaines espéces telles que Bifidcbacterium suis, Bifi-
dobacterium magnum et Bifidobacterium cuniculi peuvent pousser
sans apport dl'azote organique. Dans ce cas de nombreux acides
aminés tels que la thréonine, l'alanine, la valine et 1l'acide
aspartique sont excrétés et ceci en quantité importante

( SCARDOVI 1986 ).

Mais d'une fagon générale la cystéine est le seul acide
aminé nécessaire a4 la croissance des espéces de Bifidcobacte-
rium. Le glutathion est lui aussi indispensable. Les composés
inactifs sont 1'homocystéine, la méthionine, le mercaptoétha-
nol, l'acide thiopropicnique, l'acide thiomalique. La cystéine
nécessaire & la culture des Bifidobacterium ne peut pas étre

remplacée par la méthionine ou homocystéine ( HASSINEN 1951 ).

- 10.2 - Besoins en vitamines

La culture des Bifidobacterium a permis de montrer que la

biotine et le pantothénate de calcium sont nécessaires
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( HASSINEN 1951 ). Mais ces vitamines ne sont nécessaires que
chez certains Bifidobacterium que l'on retrouve dans les
selles des enfants nourris au sein. On les appelle Bifidobac-
terium de type A. Les Bifidobacterium de type B sont rencon-
trés dans les selles des enfants nourris au biberon et la
biotine n'est pas nécessaire pour leur culture, mais la stimu-
le et ceci de fagon importante. La riboflavine est indispen-—

sable & leur croissance ( GYLLENBERG 1958 ).

La croissance des bifidobactéries est stimulée d'une
facon générale par l1l'acide para-aminobenzoique, l'acide
foligque et l'acide nicotinique ( HASSINEN 1951 ), ( GYLLENBERG
1958 ). L'activité de la pantéthine est approximativemnt égale

a celle du pantothénate de calcium ( HASSINEN 1951 ).

- 10.3 - Besoins en minéraux.

Les bescins en fer ont surtout été étudiés chez Bifido-
bacterium bifidum. Cette espéce requiert la présence de fer,
de magnésium et a un moindre degré de manganése pour sa crois-

sance.

Les Bifidobacterium disposent de 4 modes d'incorporation
du fer en fonction de 1la forme ionique et du pH du milieu

( HASSINEN 1951 ).

Cette capacité est particuliérement intéressante en pa-
thologie infantile. En effet la virulence des bactéries patho-
génes dépend en partie de la disponibilité du fer dans le

milieu mais égalemant du pH du milieu ambiant. Chez le
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nouveau-né allaité au sein, le pH acide des selles favorise le
maintien du fer & l'état ferreux, forme facillement assimilée
par Bifidobacterium bifidum au détriment des bactéries patho-
génes. Le fer participerait également & la production d'acide
acétique ce qui entrainerait une diminution du pR. Ceci
pourrait expliquer la disparition des bactéries pathogénes

chez les enfants nourris au sein ( ROMOND M.B. 1987a ).

- 10.4 - Besolns en bases

L'apport de guanine, d'uracile, d'adénine et de =xanthine
n'est pas obligatoire pour la croissance des Bifidobacterium
( HASSINEN 1951 ), ( GYLLENBERG 1958 ). Mais certalnes espéces
issues des selles des enfants nourris au biberon nécessitent
la présence de bases dans leur milieu de culture ( GYLLENBERG

1958 ).

- 10.5 - Besoins en sucres

La culture des Bifidobacterium sur un milieu de culture
dépend de leur capacité & utiliser les différents sucres et il
est intéressant de déterminer quels sont les sucres qui stimu-
lent la croissance des Bifidobacterium. Le glucose, le galac-
tose et le lactose sont utilisés par toutes les espéces gréace

a4 une P-galactosidase mais dans des proportions variables se-

lon les espeéces ( Mc KELLAC 1989 }.
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- 11 - LA CULTURE DES BIFIDOBACTERIUM
- 11.1 - Milieux de base

De nombreux milieux ont été wutilisés pour isocler et

dénombrer les Bifidobacterium.

Les ingrédients utilisés sont treés variables et vont du
jus de tomate aux extraits de viande en passant par les

laitages et les antibiotiques.

Mais s'il existe wune multitude de milieux, aucun ne
parait étre satisfaisant et les incertitudes concernant la
classification sont peut-é&tre dues a cette multitude de mi-
lieux utilisés. En effet la nature du milieu, la température
et le pH jouent un rdle important dans la morphologie et dans
la composition de 1la paroi cellulaire, des 1lipides, des

phospholipides, ..., des Bifidobacterium.

rd

Le premier milieu décrit est le milieu de NORRIS. Ce
milieu est enrichi en acide folique et son pH est ajusté a 6,8
( NORRIS 1950 ). Les autres milieux de Dbase utilisés pour
l1'isolation des Bifidobacterium contiennent du jus de tomate
( HAENEL 1956 ), du sang de mouton ( DEHNERT 1957 ), du lait
de femme ( DEHNERT 1957 )}, de la peptone, du trypticase et de

la phytone { OCHI 1%64 ).

Pour HASSINEN, les Bifidobacterium poussent facilement
sur un milieu simple constitué de lactose, d'acétate de
sodium, d'acétate d'ammonium, de phosphate de potassium, de

vitamine B, de cystéine, de biotine et de pantothénate de
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calcium. Il rajoute de fagon aseptique de l'acide ascorbique
pour maintenir une oxydo-réduction favorable ( HASSINEN 1951 ).
Tous ces milleux sont peu utilisés de nos jours bien que cer-

tains ingrédients le soient encore.

Les milieux de base les plus couramment utilisés de nos
jours sont le milieu Columbia ( cf & 3.2 de la partie expé-
rimentale ), le milieu Wilkin-West ( cf & 3.3 de la partie
expérimentale ), le milieu Brain Heart, le milieu Trypticase-
phytone—-Yeast ( cf § 3.4 de la partie expérimentale ),
{ BEERENS 1990 ),le milleu ¥Y.N. 16 ( MARA 1983 ), le milieu
Y.N. 17 ( RESNICK 1981 ) et le milieu B.I.M., 25 ( MUNOA 1988 )
Ces milieux sont rendus sélectifs en rajoutant diverses sub-

stances.

- 11.2 - Milieux sélectif et électif

Les bifidobactéries exigent pour leur culture un milieu
de base approprié, dit séiectif. Un milieu sélectif est un
milieu qui ne permet pas la culture des Entérobactéries, des
Acinetobacter, des Pseudomonas et autres bactéries Gram
négatif. La culture des Lactobacillus, des moisissures et des

levures est elle aussi supprimée.

Le milieu B.I.M. 25 a un degré de sélectivité plus
important que le milieu Y.N. 16 et Y.N. 17 ainsi qu'un degré
de toxicité plus faible. Ce milieu peut &tre utilisé pour
rechercher des Bifidobacterium contenus dans de l'eau présumée

potable. Les Bifidobacterium étant éliminés par les selles
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leur présence sur le milieu de culture B.I.M. 25 est le signe

d'une contamination de l'eau par ces derniéres.

lLa sélectivité dans ce cas est obtenue par l'addition
d'iodoacétate qui inhibe 1la croissance des autres Dbacté-

ries {( MUNOA 1988 ).

La sélectivité du milieu peut étre obtenue en ajoutant
dans le milieu de base ( Columbia, T.P.¥Y. ) de 1l'acide
propionique & raison de 5 ml par litre de milieu. Le pH est
ensuite ajusté & 5,00 par de la soude normale. Ce milieu a
l'avantage d'étre électif, ce gqui donne des c¢olonies plus

grosses ( BEERENS 1989 ), ( BEERENS 1990 ).

Certains antibiotiques peuvent aussi étre utilisés pour
obtenir un milieu sélectif mais les résultats ne sont pas
satisfaisants avec certaines espéces de Bifidobacterium

( BEERENS 1989 }.

- 11.3 - Influence du milieu

La présence de caséine, d'acides gras insaturés tels que
l'acide oléigque et l'acide linoléique permet 1l'obtention d'une
forme bifide. La présence d'acide désoxyribonucléique a aussi

une grande importance ( TOMARELLI 1949 ).

L'addition d'acide foligue, de pancréatine, d'acide
ascorbique et de vitamine Bl2 permet au contraire 1l'obtention

d'une forme drolte et sans branche ( NORRIS 1950 ).

La présence de lait de femme dans le milieu intervient
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dans la morphologie de la bactérie ( GYORGY 1955 ) et modifie
de facon considérable la composition en acides gras, en lipi-
des et en phospholipides, ( VEERKAMP 1970 ), { VEERKAMP
1971b }.

Le pH joue un rdle important. Il intervient sur 1la mor-
phologie de la bactérie ainsi que dans sa composition en

lipides et en phospholipides ( NORRIS 1950 ).
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-12 - L' EABITAZ®T des BIFIBACTERTIUM

- 12.1 -~ Généralités

I1 est maintenant reconnu que si les Bifidobacterium sont
retrouvés dans l'intestin de 1l'homme, on les trouve aussi dans
les selles ( Bifidobacterium bifidum }, le wvagin ( Bifidobac-
terium breve B.860% ), la bouche ( Bifidobacterium dentium ),
le pus ( Bifidobacterium breve ) ainsi que dans le tractus
alimentaire de nombreuses espéces animales ( Bifidobacte-
rium ruminale ) et dans les selles de nombreux animaux { Bifi-

dobacterium globosum ) ( SCARDOVI 1971).

Si 1l'abeille posséde une espéce gquli lui est propre
{ Bifidobacterium aplis ), les autres especes de Bifidobacte-
rium sont retrouvées aussi bien chez l'homme que chez 1l'ani-

mal.

Dans l'estomac de l'homme, les bifidobactéries cochabitent
avec de nombreuses bactéries anaérobies et aérobies comme les
entérobactéries‘ et les streptocoques { YUHARA 1983 ),
( MITSUOKA 1984 ). La composition de la flore bifidobactérien-
ne varie en fonction de la nourriture, de l'dge et de 1'état
de santé de l'animal et les bifidobactéries sont souvent les

bactéries prédcoeminantes de cette flore ( YUHARA 1983 ).
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- 12.2 - Implantation chez le nouveau-né

- 12.2.1- Implantation en fonction du mode d'ac-

couchement
Durant sa vie foetale, le nouveau-né était dans un envi-
ronnement stérile. A sa naissance il est contaminé en passant
dans la volie vaginale. La colonisation du tube digestif est
alors trés rapide et débute le deuxiéme jour. Les bifidobacté-
ries deviennent les bactéries prédominantes entre deux et cing
jours. L'enfant qui nait par césarienne ne peut pas se conta-
miner au contact de la flore vaginale ou fécale de sa mére, et
l'implantation des bifidobactéries est beaucoup plus tardive

( MITSUCKA 1984 ).

Dans ce cas, l'origine de la contamination reste incer-
taline car la composition de la flore est différente de celle
existant dans l'air ambiant. De nombreux facteurs intervien-
nent tels que le type d'alimentation, 1l'environnement et

l'état physiologique du nouveau-né ( MITSUOKA 1984 ).

- 12.2.2 - Implantation en fonction de la
prématurité
Chez les prématurés nés par voie naturelle mais dont le
poids est inférieur a 1la normale, les bifidobactéries ne
deviennent prédominantes gqu'au bout de dix a guinze Jjours

( YUHARA 1983), ( MITSUOKA 1984 }.

- 12.2.3 - Composition de la flore en fonction du
poids de naissance

Chez les enfants ayant un poids normal on retrouve
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Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacte-
rium adolescentis et Bifidobacterium longum. Leur apparition

est simultanée.

Par contre, chez un enfant né prématurément, 11 apparait
tout d'abord Bifidobacterium breve, puis plusieurs jours apres
Bifidobacterium bifidum. Ceci pourrait s'expliquer par 1'im-
maturité des voies digestives, ( YUHARA 1983 ), ( MITSUOKA
1984 ). Ce phénoméne est cependant contesté par certains au-
teurs qui ne trouvent aucune différence dans l'ordre d'implan-

tation { BENNO 1984 ).

- 12,2.4 - Implantation en fonction du mode
d'alimentation

Une étude comparative montre que si le nombre d'entéro-

bactéries, de streptocoques et autres aérobies est plus éleve

chez un enfant nourri au lait artificiel, il n'y a pas de

différence significative en ce qui concerne le nombre de bifi-

dobactéries sauf peut-étre pour Bifidobacterium bifidum

( YUHARA 1983 ).

Tableau IIl : Comparaison de la composition de la fiore bifido-
bactérienne des enfants nourris au sein el de ceux
nourris au lait artificiel.

D'aprés Yuhara t983 MHbre de bactéries exprimées enlog 10

ESPECES DE BIFIDOBACTERIUM A%"E:f‘;ig?ﬂ'fﬁ:; ENFARTS HONRRIS
Bifidobactierium bifidum : 93 £ 1,0 99 ¢ 0,6
Bifodobacterium infantis 10,2 = 0,2 10,6 £ 0,4
Bifidobacterium breve 10,2 = 0,7 10,7 £ 0,7
Bifidobacterium adolescentis 98 + 0,9 96 = 0,6
Bifidobacterium longum 9,9 ¢ 0,9 9,6 £ 0,8
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- 12.3 - Variation des espéces en fonction de 1l'age

A partir de 6 mois l'alimentation se diversifie entrai-
nant un changement dans la composition de 1la flore bifide.
Ceci conduit & la disparition de certaines espéces de Bifido-
bacterium tandis que d'autres espéces apparaissent. Chez
l'adulte la flore est stable et elle n'est pas pertubée par
les changements de régime alimentaire mais elle peut 1'étre
par la prise d'antibiotiques. Chez les personnes &gées on
observe une diminution de la flore bifide tandis que la flore
putréfiante se développe ( ROMOND C. 1987c ). Ainsi Bifido-
bacterium bifidum et Bifidobacterium infantis se retrouvent
surtout chez les enfants tandis que Bifidobacterium
adolescentis et Bifidobacterium longum se rencontrent chez les
adolescents et les personnes Agées avec toutefois une prédomi-
nance de Bifidobacterium adolescentis chez les'personnes dgées

( MITSUQKA 1984 ), ( SCARDOVI 1986 ).

- 12.4 - Survie des bifidobactéries dans 1l'estomac

de 1'homme

La survie des bifidobactéries dans l'estomac de dix su-
jets sains a été mesurée par tubage aprés 1l'ingestion de
produits du commerce contenant du yaourt associé a des Bifi-
dobacterium. Cette survie est trés variable suivant les pro-
duits mais en général on observe une bonne résistance des
bifidobactéries vis & vis de l'tacidité gastrique ce qui leur
permet d'exercer leurs actions bénéfiques dans le tube

digestif de l'homme ( BERRADA 1989 ).
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- 13 -ROLE DES BIFIDOBACTERTIUM

Tous les auteurs sont d'accord pour reconnaitre que les
Bifidobacterium, mis & part Bifidobacterium dentium, ont un

rble bénéfique sur la santé de 1'homme ( MITSUOKA 1989 ).

- 13.1 -~ L'équilibre de la flore intestinale

Les Bifidobacterium apparaissent dés la naissance au
niveau du tube digestif du nouveau-né et sont ensuite présents
a4 des taux plus ou moins variables, la. flore digestive de
1'homme pouvant étre remplacée par une flore pathogéne respon-

sable de troubles digestifs.

Des études ont montré que le développement d'un certain
type de bactéries intestinales inhibe l'apparition de bacté-
ries dites pathogénes. Ceci serait dd a une compétition au
sein des bactéries pour les facteurs de croissance ( MITSUOKA
1985 ). Les Bifidobacterium auraient la capacité de 1l'emporter
sur les autres bactéries et en particulier sur les espéces pa-
thogénes telles gque les colibacilles ( MAYER 1974 ), { RASIC
1983 ), ( MITSUOKA 1985 ), ( MITSUOKA 1989 ). Ils auratent un
effet antibactérien et antibiotique {( MAYER 1974 }, ( MITSUQKA

1985 ).

La présence de Dbifidobactéries dans le tube digestif
provogque un abaissement du pH & la suite de la sécrétion d'a-
cide lactique et d'acide acétique. Ce pH bas inhibe 1la
croissance des bactéries pathogénes et stimule le péristal-

tisme intestinal ( MITSUQOKA 1985 ).
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L'acide lactique sécrété est du type L+ alors gque les
Lactobacillus sécrétent de l'acide lactique du type D ou DL.
La forme D ou DL est peu métabolisée par le nouveau-né, ce qui
peut entrainer une acidose, une formation de méthémoglobine ou
des perturbations neurologiques. Il est de ce fait déconseillé
de donner des yaourts a des nouveaux-nés. La forme L+ est,
elle, entiérement métabolisée et les laits fermentés ne

représentent ainsi aucun danger ( ROMOND M.B 1987b ).

Pour certains auteurs l'action bénéfique des bifidus est
due & la sécrétion de vitamines telles que la vitamine Bl et
la vitamine B2 qui sont entiérement réabsorbées au niveau de
l1'intestin ( LEVESQUE 1959 ), ( MITSUCKA 1985 ). L'administra-
tion orale de Bifidobacterium bifidum a des nouveaux—nés de 1
4 2 mois & raison de 109 cellules/jour entraine des concentra-
tions sanguines et urinaires élevées en vitamines telle que la

thiamine ( ROMOND C 1987c ).

Lorsque le taux de bactéries pathogénes devient important
ou prend le pas sur les bifidus, il se produit une putréfac-
tion gui entraine 1l'apparition d'ammoniaque, d'amine, d'indol
et de phénol. L'absorption de produits laitiers contenant des
bifidus va réguler 1le transit et Jjouer un rdle dans le
maintien du taux de bifidus dans l'intestin {( MAYER 1974 ),

{ MITSUOKA 1985 ).

- 13.2 - RAle des Bifidobacterium dans les diarrhées

Les laits fermentés peuvent &tre wutilisés en cas de
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diarrhées et permettent d'éviter les troubles gastriques au

cours des traitements par les antibiotiques.

L'absorption de bifidobactéries ou de lyophilisat de
Bifidobacterium bifidus chez des enfants présentant des infec-
tions entériques & Escherichia coli entéropathogénes peut
conduire & une é&limination de ce germe dans 60- % des cas,
ainsi qu'a un arrét de la diarrhée et une reprise rapide du
poids ( SCHEEGANS 1966 ). Si on donne des bifidobactéries et

du lactulose, l'effet favorable se produit dans 80 % des «cas.

Ceci serait di a l'abaissement du pH ( ROMOND M.B. 1987b ).

Ces travaux sont repris et confirmés par TASSOVATZ qui
montre que cette action n'est pas retrouvée avec les vyaourts,
par DISSART qui précise qu'il faut continuer le traitement au
bifidus aprés l'arrét de la diarrhée pendant quelques Jjours
pour avoir un résultat satisfaisant ( TASSOVATZ 1964 ),

{ DISSART 1867 ).

- 13.3 - RBles des Bifidobacterium dans l€s

troubles digestifs dis a l'antibiothérapie

L'absorption d'antibiotiques est souvent suivie chez
l'enfant et chez l'adulte de diarrhées et de troubles diges-
tifs trés variés. L'absorption simultanée de bifidus et d'an-

tibiotiques peut prévenir la diarrhée et maintenir un transit

normal dans 83,42 % des cas ( CASANOVA 1974 )}, {( ROMOND
M.B. 1987b ). Les yaocurts n'ont aucun rdéle dans la prévention
des troubles digestifs diis & l'antibiothérapie ( ROMOND C.

1987¢ ).
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L'antibiothérapie peut favoriser le développement de
Candida albicans et l'association d'antibiotiques et de bifi-
dus peut conduire a la disparition du Candida albicans patho-

géne, mais ceci n'est pas toujours observé ( MAYER 1974 ).

- 13.4 - Rble dans les maladies du foie

Dans le cas de maladies chroniques du foie comme la cir-
rhose, l'administration de Bifidobacterium bifidum additionné
de lactulose peut aider au rétablissement de la flore intes-
tinale souvent déséquilibrée par ce type de maladie. En effet
des germes indésirables se mettent & proliférer et produlsent
des déchets toxiques issus du métabolisme protidique, tel
1'ammoniac, gque le foie est incapable de détoxifier. I1 faut
tenter d'éliminer chez de tels sujets, la masse de germes
prdduisant ces déchets et ainsi épargner au fole la tache de
les métaboliser, Le traitement, qui consiste &4 remplacer une
flore pathogéne par une flore bénéfique semble plus salutaire
que la destruction de la flore pathogéne par l'antibiothérapie

{ RASIC 1983 ), {( MITSUOKA 1985 ).

- 13.5 - Action hypocholestércolémlante

Les Bifidobacterium diminuent le taux de cholestérol
chez le rat. Des essails ont été entrepris chez 1l'homme, mais a
une échelle trop faible pour étre significatifs. Le mécanisme

est encore mal connu ( MITSUOKA 1985 ).
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- 13.6 - Prophylaxie de certaines tumeurs

Les Bifidobacterium possédent une activité antitumorale

( CUMMINS 1984 ), et immunostimulante {( BREUILLAUD 1976 ).

L'implantation d'Escherichia coli, de Streptococcus foe-
calis et de Clostridium entraine 1l'apparition de tumeurs chez

100 % des animaux.

L'effet tumorigéne de cette association bactérienne est
annihilé par l'addition de Bifidobacterium Iongum. L'expli-
cation se trouverailt dans la possibilité enzymatique des
Bifidobacterium & dégrader les N-nitrosamines par action enzy-

matique ( ROMOND C. 1987c ).

- 13.7 - Rdle des Bifidebacterium sur le systéme

immunitaire

La consommation réguliére de lait fermenté pourrait sti-

muler le systéme immunitaire de l'homme ( RASIC 1983 }.

Mais cette activité antigénigque serait due a la fraction
polysaccharidique de Bifidobacterium adolescentis. Cette
activité n'est jamais retrouvée avec des fractions riches en
protéines tandis que les fractions riches en carbohydrates

stimulent la synthése de 1'A.D.N. ( GOMEZ 1988 ).

- 13.8 - R&le des Bifidobacterium dans la constipa-

tion

Les Bifidobacterium vont entralner une diminution du pB
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ce qul conduit a une augmentation du péristaltisme et a un
retour & un transit normal ( MAYER 1974 ). Les laits fermentés
peuvent ainsi étre utilisés dans le traitement de la consti-

pation chez la femme enceinte ( EBISSAWA 1987 ).

La constipation chez 1'homme provogue un phénoméne de
putréfaction et la formation de substances toxiques qui se-
raient responsables du cancer du cdlon. On peut considérer
que les Bifidobacterium en abaissant le pH contribuent
indirectement & la prévention des cancers {( MAYER 1974 }.
Mais pour certalns auteurs la disparition de 1la fleore de
putréfaction est due a la production d'acides aminés

( LEVESQUE 1959 ).

Les Bifidobacterium, en évitant le développement exagéré
de certaines bactéries telles gque Escherichia coli et en
luttant contre certaines infections, participent activement a
la régulation du transit intestinal et, par 14 méme, & la
santé et au bien étre de 1'hdte. Mais toutes 1les espéeces de
Bifidobacterium ne produisent pas les mémes effets. Les effets
bénéfiques mis en évidence avec Bifidobacterium bifidum ne
sont pas retfouvés avec les autres espéces de Bifidobacterium

( ROMOND M.B. 1987b ).

Les métabolites présents dans 1le lactosérum des laits
fermentés sont tout aussi efficaces que la bactérie elle-méme.
Mais la solution idéale est la prise simultanée de Bifidobac-

terium et de facteurs bifidogénes { ROMOND C. 1987c }.
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- 14 - ACTIVITE ENZYMATIQUE DES BIFIDOBACTERIUM
- 14.1 - La B-galactosidase

Les Bifidobacterium possédent une activité spécifique
envers les glycosides qui n'est pas retrouvée chez les autres
bactéries. L'analyse enzymatique de ces bactéries suggere que
l'hydrolyse des glycosides est due & une f-D-galactosidase
pour certaines espéces de Bifidobacterium et a une B-D-gluco-

sidase pour les autres espéces.

I1 existe plusieurs types de [-D-galactosidase car celle
qui hydrolyse le PB-déshydrogénase-fucoside et que l'on trouve
dans Bifidobacterium longum 401 ne permet pas 1l'hydrolyse du

lactose et du lactulose ( TOCHIKURA 1986 ).

La culture de Lactobacillus bifidus sur un milieu wutili-
sant le lactose comme source de carbone posséde une [-D-galac-
tosidase qui hydrolyse les galacto-oligosaccharides contenus
dans le lait de femme ( TOCHIKURA 1986 ). Cette enzyme hydro-

lyse aussi le lactose et le lactulose ( IWASAKI 1971 ).

On observe une différence de l'activité pB-galactosidasi-
que chez Bifidobacterium bifidum et Bifidobacterium longum 401
La B-D-galactosidase de Bifidobacterium longum 401 ayant une
plus haute affinité vis-&-vis du lactose que du lactulose. Le
phénoméne inverse est observé chez Bifidobacterium bifidum.
Mais l'activité de la f-galactosidase varie aussi au cours du

temps ( NICOLAI 1884 ).
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Le B -D-fucoside est, lui aussi, hydrolysé par les Bifido-
bacterium ce qul semble &tre une caractéristique des Dbifido-
bactéries, L'hydrolyse de ce sucre peut se faire soit gréce a
la fp-D-galactosidase soit grace & la p-D-glucosidase ( SAKAI

1989 ).

- 14.2 - BAutres activités enzymatiques

A cdté de cette activité P-D-galactosidasique, les Bifi-
dobacterium possédent une activité o{-glucosidasique, p-D-

glucosidasique et ¢-galactosidasique ( ROY 1989 ).

L' ~glucosidase permet 1'hydrolyse de 1'ci-D-glucoside.
Cette activité n'a été retrouvée que chez Bifidobacterium

breve 203 et Bifidobacterium adolescentis 304.

La PB-D-glucosidase permet 1'hydrolyse du B-D~fucosyl-
glucose et du f-D-glucoside. Cette activité est retrouvée chez
Bifidobacterium breve ( SAKAI 1989 ), mais pas chez les autres

espéces { TOCHIKURA 1986 ).

Les Bifidobacterium possédent une p-fructosidase qui
hydrolyse les fructo-oligosaccharides et une <i-galactosidase

qui hydrolyse le mélibiose et le raffinose ( ROY 198% ).

Aprés avoir étudié la morphologie et la physiologie des
Bifidobacterium, nous allons faire un rappel concernant 1'in-

tolérance au lactose avant d'aborder la partie expérimentale.
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- 15 - RAPPEL CONCERNANT L'INTOLERANCE AU LACTOSE ET

LE DEFICIT EN ILACTASE INTESTINALE
-15.1 - Déficit en P-galactosidase

Le lactose présent dans les produits lactés n'est pas
absorbé tel que par la muqueuse intestinale, mals doit étre
préalablement hydrolysé en glucose et en galactose par la
lactase, gui est une glycoprotéine localisée dans la bordure
en brosse des entérocytes. Cette lactase appartient au groupe

des PB-galactosidases.

A cbté de la lactase on trouve dans 1l'entérocyte deux
autres P-galactosidases

- 1l'hétéro-B-galactosidase qui est cytosolique et qui
hydrolyse certains hétéro-P-galactosides

- la [P-galactosidase acide qul est lysosomiale et qui
hydrolyse indifférement les hétéro—ﬁ—galactosidases et le

lactose ( MONTREIL 1981 ), ( FLOURIE 1987 ), ( RAUL 1988 ).

Cependant le rdle de ces deux derniéres enzymes, lors de
‘la digestion du lactose, ne semble pas prépondérant méme en

cas de déficit en lactase ( FLOURIE 1987 ).

Le lactose et son composé de dégradation, 1le galactose,
sont deux glucides dont 1l'intérét pour l'animal et 1l‘'homme est
immense a la fois sur le plan métabolique et sur le plan bio-
logique. Mals le déficit en lactase apparait trés tdt dans la

plupart des populations humaines.

Il existe en fait 3 types de déficiences en lactase
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- le déficit congénital, trés rare, gul se manifeste & la
naissance ( RAUL 1988 ), et qui se traduit par une diarrhée de
fermentation qui apparait dés les premiers jours de 1la vie,.
Il est dd & wun déficit de la P-galactosidase, 1'hétéro-B-
galactosidase et la B-galactosidase lysosomiale sont présentes
{ FIEZAR 1981 )

- le déficit secondaire qui apparait a la suite d'une
altération de la muqueuse intestinale ( infection virale, ma-
ladie caelique, gastro-entérite... ) ( FIEZAR 1981 ), ( RAUL
1988 )

- le déficit primaire ou hypolactasie de type adulte

ol

touchant presque tous les mammiféres adultes et 70 de la
population mondiale adulte, avec wune prédominance pour les
noirs et les jaunes. Dans ce cas, la [-galactosidase neutre
n'est retrouvée dans la membrane microvillositaire gu'en
proportion de son activité lactasique ( FIEZAR 1981 ), ( RAUL
1988 ). En conséquence, le lactose non hydrolysé s'accumule
dans l'intestin et entraine l'apparition de troubles digestifs
tels que douleurs abdominales, diarrhées acides, vomissements
(BRULE 1981 )}, {( RAUL 1988), ( POIFFAIT 1989 ). Ces troubles
sont dis a la fermentation du lactose par la flore intestinale

( FEVRIER 1981 ). Cependant certains sujets ne présentent

aucun trouble particulier ( FLOURIE 1987 ).

- 15.2 - La prévention

On pourrait retirer le lactose de l'alimentation. Mais si

cela est simple chez l'adulte, on ne peut l'envisager chez
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l'enfant. Plusieurs techniques peuvent pallier ce déficit.

L'utilisation de laits artificiels sans lactose, mais

éguilibrés en dextrine-maltose représente une solution.

On peut agir sur le tractus digestif en ingérant de facon
simultanée du lait et des fibres alimentaires ce quli ralentit

la vidange gastrique.

On peut manipuler la flore coligue pour accroitre sa
capacité a digérer les sucres. De méme, l'ingestion de lait au
cours d'un repas réduit les quantités de lactose atteignant le
cblon par rapport & une ingestion identique a jeun ( FLOURIE

1987 )}, ( ANDREW 1980 ).

Enfin l'hydrolyse artificielle du lactose avant son in-
gestion permet de pallier cette ilnsuffisance enzymatique. Le
lactose peut é&tre hydrolysé au sein méme du lait par incu-
bation avec une lactase ou par son addition juste avant 1'in-
gestion. Cette lactase est apportée par des bactéries, les
premiéres utilisées ont été Escherichia coli et Aspergillus
oryzae, ou des levures ( BRULE 1981 ), ( FLOURIE 1987 ). Plus
récemment la Prgalactosidase de certains végétaux a été utili-
sée mals son action est spécifique ( DICK 1990 ). L'hydrolyse
du lactose peut-étre obtenue par une technique utilisant

l'immobilisation de la Pf-galactosidase ( ANDREW 1990 ).
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-1 -MATERIEL et REACTTITF S.
- 1.1 - Les souches

Nous avons testé l'activité lactasique de plusieurs sou-
ches de Bifidobacterium. Ces souches ont des origines diver-

ses.

- La souche A est une souche lyophilisée commercialisée
en pharmacie. Le fabricant indique qu'elle est constituée de
Bacillus bifidus lyophilisés dans son milieu de culture et que

l'excipient est du lait traité.

- Les souches B et C sont isclées & partir de laits fer-—
mentés. Les fabricants des produits B et C sont différents. La

souche B est constituée de Bifidobacterium longum.

- La souche D constituée de Bifidobacterium longum nous
a été remise par une laiterie. Cette souche se présente sous
forme de granulés congelés et la fiche technique indique
qu'elle a été isolée a partir de l'intestin humain. Son numéro
de culture est Bb 12. Nous avons aussi testé l'activité lacta-
sique d'un lait fermenté du commerce ensemencé par la sou-

che D.

-~ 1.2 - Les réactifs

Pour le dosage du lactose et du galactose nous avons
utilisé le réactif Lactose/Galactose de BOEHRINGER/MANNHEIN

référence 176303.
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Pour le dosage de l'acide L lactigque nous avons utilisé
le réactif L Lactic Acid de BOEHRINGER/MANNHEIN référence

1339084.

Pour le dosage du glucose nous avons utilisé la méthode
a la glucose-oxydase GOD-PAP de BOEHRINGER/MANNHEIN référence

1004743,
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-2~-~-LE CHOTIX DU MILIEU

La culture des Bifidobacterium est rendue difficile par
le fait que les bifidobactéries sont des Dbactéries fragiles,
anaérobiles et qu'il existe une grande variation des besoins au
sein des différentes espeéces de Bifidobacterium {( BEERENS

1989 ), ( BEERENS 1990 ).

Les laits fermentés étudiés contiennent trois bactéries:
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus et Bifi-
dobacterium ( 1l'espéce exacte n'est pas indiquée par le fabri-
cant pour la souche € ). Nous avons utilisé, pour notre
culture des milieux dits sélectifs. Un milieu sélectif est un
milieu qui non seulement permet la culture des Bifidobacterium
mais inhibe la culture des deux autres espéces de bactéries.
Un tel milieu est constitué d'un milieu de base auquel on

ajoute diverses substances afin de le rendre sélectif.

Nous avons essayé plusieurs milieux de base avant de
nous décider pour le milieu T.P.Y. La sélectivité du milieu
est obtenue par l'addition d'acide propicnique et l'ajuste-

ment du pH & 5,00 ( BEERENS 1989 ), ( BEERENS 1990).

-~ 2,1 - Milieu sélectif

D'aprés BEERENS un pH de 7,00 n'est pas wun facteur
d'inhibition car 1l pousse sur le milieu des Bifidobacterium
mais aussi d'autres bactéries comme les Lactobacillus. Un pH
de 5,00 sans acide propionique entraine le méme résultat. Par

contre 1l'assoclation acide propionique + pH = 5,00 donne un
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milieu sélectif et électif. Sélectif car seules les espéces
appartenant au genre Bifidobacterium poussent et électif car
la taille des colonies de la plupart des espéces de Bifido-
bacterium est augmentée. Une augmentation de la concentration
en acide propioniqﬁe a4 10 pour 1 000 ne change en rien les

résultats ( BEERENS 1989 ), ( BEERENS 1990 ).

La sélectivité des milieux que nous avons utilisés est
obtenue en aijoutant 5 ml d'acide propionique pour 1 litre de
milieu. Le pH du milieu est ensuite ajusté a 5,00 par une
solution de socude normale. Une partie du milieu est ensuite
autoclavée, mais nous n'avons constaté aucune différence entre

un milieu autoclavé et un milieu non autoclavé.

- 2.2 - Milieu de base COLUMBIA

Le milieu COLUMBIA est le premier milieu de base que nous
avons utilisé. Ce milieu est préparé a partir du milieu COLUM-
BIA ( Pasteur Production ) auquel on a ajouté 10 g d'agar
pour 1 litre d'eau distillée. Le milieu est enrichi en acide

propionique et le pH ajusté a 5,00.

Les colonies obtenues sont peu nombreuses et de tres
petite taille ce qui rend le repiquage difficile. Nous avons

donc abandonné ce milieu de culture.

- 2.3 - Milieu de base WILKIN-WEST

Le milieu WILKIN-WEST ( W.W. } est le second milieu que

nous avons testé. Ce milieu est constitué de
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10 g de tryptone.

10 g de peptone de gélatine ( Bio Mérieux ).

5g d'extrait de levure ( Pasteur Production ).

3 g de glucocse.

5 g d'arginine.

5 g de pyruvate de sodium.

1 g de NaHCO3.

0,5 g de cystéine.

5 ml de Tween 80 ( solution a 5% )

10 ml d'hémine { solution aqueuse a 50 mg pour 100 ).
10 ml de vitamine K3 ( sclution agqueuse a 5 mg pour
100 ).

1 litre d'eau distillée.

10 g d'agar

Le milieu est enrichi en acide proplonigue et le pH est
ajusté a 5,00, Ce milieu donne des résultats assez bons dans
l'ensemble, mais 1ls sont peu reproductibles d'un repiquage a

l'autre. Nous avons donc testé un trolisiéme milieu de base.

- 2.4 - Milieu de base TRYTICASE~PHYTONE-YEAST

Le milieu TRYTICASE-PHYTONE-YEAST ( T.P.Y.) a pour compo-

sition:

10 g de tryticase.

5 g de phytone.

5 g de glucose.

2,5 g d'extrait d'algues.

1 ml de Tween 80,
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0,5 g d'hydrochlorate de cystéine.
2 g de KZHPO4,

0,5 g de MgCl2, 6H20.

0,25g de ZnS04,7H20.

0,15 g de chlorure de calcium.
quelques traces de FeCl3.

1 litre d'eau distillée.

15 g d'agar.

Le milieu est enrichi en acide propionique et le pH est
ajusté & 5,00. Ce milieu donne de trés bons résultats. Les
colonies sont de taille importante et sont facilement repiqua-

bles.

Afin de disposer en permanence de milieu prét a 1l'emploi
nous l'avons réparti dans des flacons de 125 ml. Ces derniers
sont autoclavés 15 minutes a 120°C. Ils sont ensuite gardés en
chambre froide a + 4°C jusqu'a leur utilisation. Au moment de
leur utilisation les flacons sont placés au bain-marie Jjusqu'a
ce que la gélose fonde. La gélose est ensuite coulée dans des
boites de Pétri. Lorsqu'elle est prise, les boltes de Pétri
sont placées & l'étuve a 37°C pour que la gélose seéche car

l'ensemencement doit se faire sur des géloses bien séches.

Le milieu T.P.Y. a été utilisé pour la culture et 1l'iso-
lement des bifidobactéries a partir des laits fermenteés ainsi
gque pour leur dénombrement dans les suspensions bactériennes

utilisées lors des dosages.
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~3~-~-0BTENTION d'une ATMOSPHERE

ANAEROBTIE

Certaines especes de Bifidobacterium sont des bactéries
anaérobies strictes tandis que d'autres espéces sont aéroto-
lérantes a 1'oxygéne ( NORRIS 1950 }, ( SCARDOVI 1986 ). En ce
qui nous concerne, nous avons effectué 1la culture sous une

atmosphére anaérobie.

L'anaérobiose est obtenue gridce au réactif ANARROCULT A
commercialisé par les laboratoires MERCK ( référence 13829 ).
Ce réactif est placé dans un récipient pour anaérobiose ou

jarre.

L'ANAEROCULT A est constitué de Kieselguhr, de fer en
poudre, d'aclde citrigque et de carbonate de sodium. Ce réactif

est concu pour une jarre dont la contenance est de 2,5 1.

Aprés humidification, 1'ANAERQCULT A est introduit dans
la jarre dans laguelle on a mis au préalable 1les boites de
Pétri. Le cété comprimé de 1'ANAEROCULT A doit é&tre orienté
vers la paroi de la jarre. Immédiatement aprés la mise en
place de 1'ANAERQOCULT A dans la Jjarre celle-ci doit étre
fermée de facon hermétique et placée a 1'étuve a 37°C pendant

une durée de 4 jours.

L'ANAEROCULT A contient des composants qui fixent 1'oxy=-
géne libre de maniere chimique et ceci aprés un temps assez
court. Ces composants produisent un milieu exempt d'oxygéne

mais riche en gaz carbonique.
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-4 - CULTURE et I SOLEMENT des

DIFFEREMNTES SOUCHES
- 4.1 - Culture de la souche lyophilisée

La souche A est une souche lyophilisée. La culture a par-
tir du lyophilisat s'est révélée trés difficile et, en consé-
guence, nous avons décidé de tester l'activité lactasique du

contenu des sachets et non de la bactérie isolée.

Cependant nous avons constaté que les Bifidobacterium
lyophilisés se régénérent trés bien dans le lait et qu'ils vy
survivent encore au bout de 4 jours lorsqu'ils sont placés
dans une atmosphére anaérobie et du 1lait régénéré: un lait
régénéré est un lait qul a été placé a 100°C pendant 20 minu-

tes afin d'en chasser l'oxygéne.

- 4.2 - Culture des souches B et C a partir des

laits fermentés

les souches B et C ont été isclées & partir de laits fer-
mentés. Le milieu T.P.Y. nous a permis d'obtenir trés rapide-

ment une souche pure de bifidobactéries.

Apres ouverture du yacurt de facgon stérile, celui-ci est
battu a 1l'aide d'une cuillére afin d'obtenir un mélange flui-
de. On préléve alors des fractions de 0,5 ml de vyaourt que
1'on ensemence sur boites de Pétri. Les boites de Pétri sont
placées dans des jarres qui sont elles mémes mises a l'étuve a

37°C pendant 4 jours selon le processus précédemment décrit.
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Au bout de 4 jours la Jjarre est ouverte. On effectue des
Gram sur certaines colonies bien isolées pour vérifier 1la
pureté de la culture, et d'autres colonies, elles aussi bien
isolées, sont repigquées sur boites de Pétri. Ces boites sont
placées dans la jarre qui est remise & 1'étuve & 37°C pendant
4 djours. Ceci est effectué tous les 4 jours et permet la sur—

vie de la souche.

- 4,3 = Culture de la souche D

Nous n'avons pas effectué de culture sur 1la souche D,
celle-~ci nous étant remise pure. Nous avons toutefois effectué
des dénombrements sur la souche D ce qui nous a permis de voir

l'aspect des colonies et la morpholcocgie des bactéries.
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-5 -PREPARATION d'une S USPEMNSTION

BACTERTIEMNNE ¢t DENOMBREMENT
- 5.1 - Préparation d'une suspension bactérienne

Afin d'éviter de poursuivre une culture lourde en mani-
pulation nous avons décidé d'effectuer des suspensions bacté-
riennes & partir des colonies de Bifidobacterium 1scolées sur

boites de Pétri.

Pour cela nous avons prélevé a l1l'aide d'une pipette
Pasteur recourbée, les colonies de bactéries de plusieurs boi-
tes de Pétri que nous avons placé de facon stérile dans 10 ml
d'eau physiologique. Aprés homeogénéisation de la suspension
nous l'avons répartie dans des tubes a hémolyse stériles par
fraction de 2 ml. Ces tubes sont alors congelés a - 20°C Jjus-

qu'a leur utilisation.

Afin de disposer d'un nombre de ﬁube suffisant nous
avons pratiqué un repiquage de certaines colonies. Ceci nous a
permis d'obtenir de nouveau un nombre de colonies suffisant
pour pouveolr faire une nouvelle suspension bactérienne. Nous
avons effectué 3 suspensions bactériennes avec les souches B
et C. Nous avons ensuite testé l'activité lactasique de cha-
que suspension bactérienne que nous avons appellée lot n°l,

lot n°2 et lot n°3

- 5.2 - Le dénombrement

Afin de connaitre le nombre de bactéries dans nos
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suspensions bactériennes nous avons effectué des dénombre-

ments.

Un dénombrement est effectué le Jour de la mise en sus-
pension, jour J, puis deux dénombrements sont effectués en
cours de conservation, soit & J+8 et a J+15. Nous avons effec-.
tué des dénombrements a J+8 et J+15 pour savoir si la congéla-

tion entraine la mort des bactéries ce qul aurait pu expliquer

une éventuelle diminution de l'activité lactasique.

Le dénombrement est effectué de la maniére suivante
1 ml de suspension bactérienne est placé dans 9 ml de tryptone
sel, ce qui donne une dilution au dixiéme. Aprés homo-
généisation de la suspension au VORTEX 1 ml est prélevé et est
placé dans 9 ml d tryptone sel, on obtient wune dilution au
centiéme. On effectue ainsi des dilutions Jusqu'a 10°.Un
dixiéme de ml de chaque dilution est ensulte ensemencé par
étalement sur une bolte de Pétri. Les boites de Pétri sont
mises dans la jarre que l'on place a l'étuve a 37°C pendant 4
jours. Au bout de ces 4 jours'les colonies sont comptées sur
chacune des boites de Pétri de dilution différente. On peut
ainsi connaitre le nombre de bactéries dans 1la suspension

bactérienne sachant qu'une bactérie donne une colonie.

Nous n'avons pas pu effectuer de dénombrement sur la
souche A&, la culture de cette souche étant difficile. Le
fabricant indique que le nombre de bactéries vivantes est

compris entre 1 million et 1 milliard.
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-6 -DESCRIPTION des COLONTIES et

des BACTERTIERS

Le polymorphisme décrit par plusieurs auteurs ( TOMARELLI
1949 )}, ( NORRIS 1950 ), ( GLICK 1960 }, { VEERKAMP 1%7la ) a

&té observé ici.

- 6.1 - Description des colonies

Les colonies de la souche A gue nous avons pu observer
sont de trés petite taille. De plus elles sont difficiles a
identifier gquand la culture n'est pas pure. La couleur des
colonies est blanche. Le repiquage s'est révélé difficile et

la culture a été abandonnée.

La souche B présente des colonies dont la taille peut
atteindre 3 a8 4 mm de diamétre, cette taille a tendance a
croitre lorsque la colonie est bieﬁ isolée. Les colonies sont
d'un blanc crémeux avec un centre plus clair. La culture de

ces colonies s'est révélée étre la plus facile.

La souche C présente des colonies de petite taille d'en-
viron 2 mm de diamétre, mails la taille a tendance a s'agrandir
lorsque la colonie est bien isolée. La couleur des colonies

est d'un blanc brillant.

La scuche D présente des colonies de taille moyenne, mais
certaines sont de petite taille. La couleur des colonies est

d'un blanc mat.
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Sur les Dboites de Pétri, les colonies sont rondes et

lisses et cecl pour chacune des souches.

- 6.2 - Description des bactéries

L'observation de la morphologie des Dbactéries se fait
aprés coloration de Gram. Les bifidobactéries sont des bacté-

ries Gram positives.

Les bactéries de la souche A et B ont.une forme caracté-
ristique, c'est & dire gu'une des extrémités est en forme de
Y..Cependant, les bactéries de la souche B sont beaucoup plus
longues gque celles de la souche A, 0On observe aussi des formes
droites et des formes bifides aux deux extrémités dans chacune

de ces deux souches.

Bactéries

de la

Souche B

Les formes bifides dans la souche C sont rarement ren-

contrées. Les bactérles ont une petite taille et ressemblent
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4 de petits batonnets plus ou moins renflés au centre. Les
bactéries sont rassemblées entre elles et forment une sorte de

chapelet.

Bactéries

de la

Souche C

Les bactéries de la scuche D ont soit une forme bifide,
soit une forme droite. Mais 1les bactéries ont. une forme
renflée par rapport a la souche A et B. On observe aussi des

bactéries bifides aux deux extrémités.

Bactéries

de la

Souche D
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- 7 — TECHNIQUES PERMETTANT DE MESURER L'ACTIVITE

LACTASIQUE

La mesure de 1l'activité lactasique peut se faire en
dosant "le glucose libéré. Le taux de glucose est déterminé par

le réactif & la glucose-oxydase-peroxydase ( DAHLQUIST 1968 ).

On peut aussi la mesurer en dosant le taux de galactose

apparu ( KOLARS & al 1984 ).,

Enfin la quantité de lactose disparu peut étre utilisée

pour cette mesure ( KOLARS & al 1984 ).

Lors de nos dosages, nous avons utilisé une méthode qui
consiste & mesurer la quantité de lactose disparu et non pas
l'apparition du glucose et/ou du galactose, car ces oses
peuvent étre utilisés par la bactérie. En effet, le calcul de
ltactivité lactasique a partir du galactose apparu n'est pas
une méthode fiable, car son augmentation est de 10 & 30 % plus
faible qgue 1la diminution simultanée du lactose ( KOLARS

1984 ).

- 7.1 - Dosage du lactose et du galactese ( Méthode

U.V. référence 176.303 BOEHRINGER }

- 7.1.1 - Principe de la réaction
Le lactose est hydrolysé en D-glucose et D-galactose par
une B—galactosidase en présence d'eau (1).
f-galactosidase

(1) Lactose + BH20 -———> D~glucose + D-galactose
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Ensuite le D-galactose est oxydé en acide galactonique
par une P-galactose déshydrogénase (GAL-DH) en présence de
nicotinamide-adénine dinucléotide ( NAD )} (2).

GAL-DH .
> Acide galactonique + NADH+H

(2) D-galactose + NAD*®

- 7.1.2 - Principe du dosage
Sur les échantillons, on effectue successivement deux

réactions.

La premiére réaction est effectuée en. présence de
B-galactose déshydrogénase, ce qui permet de déterminer Ile

taux de galactose dans le milieu.

Lors de la seconde réaction on ajoute successivement la
B-galactosidase et la [p-galactose déshydrogénase, ce qui
permet de déterminer le taux de galactose présent et le taux

du lactose hydrolysé.

La différence d'absorption entre les deux réacticns per-
met de déterminer le taux de lactose présent dans le milieu

réactionnel.
La mesure de la densité optique se fait a 365 nm.
- 7.2 — Dosage de l'acide lactique ( Méthode U.V.
référence 139084 BOEHRINGER )
- 7.2.1 - Principe de la réaction

L'acide L~lactique est oxydé en pyruvate par la L-lactate

déshydrogénase (L-LDH) en présence de NAD' (1).
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L-LDH R
(1) IL-Lactate + NAD+ —> Pyruvate + NADH + H
Lo
L'équilibre de la réaction se fait presque exclusivement
dans le sens Pyruvate —> Lactate, mais 11 peut étre déplacé
en faveur du Pyruvate et du NADH,H*, lors d'une réaction ulté-
rieure catalysée par la glutamate pyruvate aminotranférase en
présence de L-glutamate (2}.
G-PT
(2) Pyruvate + L-glutamate —> L-alanine + 2 Oxoglutarate
Lo
La quantité de NADH,H* formée 1lors de la premiére
réaction est proporticonnelle a la quantité initiale d'acide

L-lactique. Cette quantité de NADH-H® est déterminée par la

mesure de l'absorption & 365 nm.

- 7.2.2 - Principe du dosage
Sur les échantillons, on effectue successivement deux

dosages.

Lors du premier dosage, on ajoute la G-PT ce qul permet a
la seconde réaction de se faire et on dose le NADH,H* éven-

tuellement présent dans le milieu réactionnel.

Lors du second dosage, on ajoute la L-LDH. La réaction
(1) peut s'effectuer et il y a alors formation de NADH,H+ que
l'on dose. Le taux de NADH,H® est proportionnel a la quantité
d'acide lactique dans le milieu réactionnel. La mesure de la

densité optique se fait a 365 nm.
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- 7.3 - Dosage du glucose selon la technique a 1la

glucose—~oxydase GOP-PAP ( référence 1004743 )

Le glucose en présense de glucose oxyvdase ( GOD ) donne du
gluconate et de l'eau oxygénée (1).

GOP i
(1) Glucose + 02 + H20 —> gluconate + H202

La seconde réaction se fait en présence de la peroxydase
{ POD ) et donne un complexe coloré (2).

PCD
(2) 2 H202 + Amino-4phénazone + phénol —>

4 H20 + ( mono-imino-p-benzoquinone)-4 phénazone
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- 8- ACTIVITE LACTASIOQUE de la

SOUCHE A & pH= 6,50
— 8.1 - Protocole opératoire

La culture de la souche A s'étant avérée difficile nous
avons travalillé directement & partir des sachets de bifidus

lyophilisés.

Le fabricant indiquant que l'excipient contenu dans les
sachets de bifidus lyophilisés est du lait traité, nous avons
effectué dans un premier temps une chromatographie pour con-
naitre la composition en oses de ces sachets. La chromatogra-
phie a montré la présence dans les sachets d'une concentration
importante de lactose, mais n'a pas révélé la présence de

galactose et de glucose.

Lors du dosage le contenu du sachet ( environ 1 g } est
dissout dans 100 ml de tampon phosphate pH = 6,50. Le tampon
phosphate est obtenu a partir d'une solution de NaZHP0O4,12 H20
0,1M a pH = 9,10 et d'une solution de KH2P04 0,1M a pH = 4,50
Nous n'avons pas ajouté de lactose dans le tampon phosphate,
la chromatographie nous ayant révélé la présence de lactose

dans les sachets de lyobifidus.

Aprés homogénéisation du mélange, des fractions de 4 mi
sont placées dans des tubes a hémolyse. Ces tubes sont mis a
incuber dans un thermobloc a 40°C pendant une demi-heure
( T=1/2 H ) pour certains tubes et 1 heure ( T=1 H ) pour les

autres.
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Un temoin inactivé ( T=0 ) est préparé par inactivation
thermique a 100° C pendant 10 minutes. Il permet de connaitre

les concentrations en lactose et en galactose au temps T=0.

Nous avons choisi un pH de 6,50 et une température de
40°C car ce sont les conditions optimales de l'activité de 1la
B-galactosidase présente dans les laits fermentés avec des
Bifidobacterium ( PASCAUD 19%90C ). Nous avons voulu savolir si
ces conditions sont retrouvées avec les souches pures des

Bifidobacterium.

L'inactivation de l'enzyme est obtenue en plagant les

tubes dans un bain-marie bouillant pendant 10 minutes.

Le lactose et le galactose sont dosés selon la technique
décrite précédemment. Avant chaque dosage on effectue une

dilution au dixiéme du mélange.

- 8.2 - Résultats des dosages

Le poids moyen de poudre contenu dans un sachet de
bifidus lyophillisé est environ de 1 g. La concentration
moyenne en lactose au temps T=0 est de 0,93 g par sachet. Nous
n'avons jamais retrouvé de galactose au temps T=0 ce qui est
en accord avec le résultat de la chromatographie. Nous n'avons

pas dosé le glucose et l'acide lactique.

La concentration en lactose diminue d'une fagon plus ou
moins réguliére au cours du temps ( Tableau IV page sui-

vante ).



-93._

Tableau IV : Taux de lactose au cours du temps dans les
sachets de " Lyobifidus™,
Exprime en g pour 1g de poudre contenu dans le sachet

‘-\

Temps d'incubation

\ T=0 T=1/2Heure| T =1 Heure
o Dans le sachet N°1 0,94 0,80 0,90
o
e ]
B
o Dans le sachet N°2 0,01 0,88 0,87
©
2
B Dans le sachet N°3 0,95 0,94 090
Taux moyen de
lactose dans 0,93 0,91 0,89
le temps
Lt'activité lactasique sur une heure est i1dentique quel
que soit le sachet , mais elle varie énormement lors de
premiére demi-heure et de la seconde demi-heure. Une acti-
vité importante lors de la premiére demi-heure se caractérise

par une activité plus faible lors de la seconde demi-heure

inversement

{ Tableau V ).

Tableau V: Activité lactasique des sachetls de bifidus
lyophilisés au cours du temps.

Exprimée en microkatel pour 1 g de poudre

Activite Tactasique | 4010 \Ere | 1073 e la zeme | sur une
Du sachet N°1 0,061 0 0,061
Du sachet N2 0,046 6,015 0,061
Du sachet N3 0,015 0,046 0,061
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pas observé de variation du pH

étre expliqué par la faible quantité de

concentration de galactose est trés faible et

au cours

ne varie pas lors de la seconde demi-heure ( Tableau VI ).

Tableau V I: Yariation du pH et de la concentration en ga-
lactose, en g, pour 1g de poudre Iyophilisée,

au cours du temps.

Temps d'incubation
T=0 T=1/2Heure| T = 1 Heure
Sachet N°1
pH 6,50 6,50 6,50
galactose 0 1,7.10% 1,7.10%
Sachet N'2
pH 6,54 6,54 6,53
galactose 0 1,7.10% 1,7.10%
Sachet N'3
pH 6,55 6,55 9,54
galactose 0 0 1,7.10%
Afin de pouvoir comparer les résultats obtenus avec
différentes souches nous avens tracé a chaque fois la courbe

d'évolution du lactose exprimé en pourcentage.

lac—-

F-
100
N
sl e totn"t e2 o e
8 N Lot n°2
;:"_.., ::\ ot n°3 e
kT [}
2 ®
-
it
— ° T 95,7
95?"' X 'h‘a‘gs:s
g5 pr—
! 1 N
0 172 1 Temps en heure
Figure 2 : Courbes d'évolution de 1a concentration de

lactose en & au cours du temps pour la
souche A.
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-9 -ACTIVITE LACTASIOQTUE des

SOUCHES B et C a PpH = §,50
~ 9.1 - Protocole opératoire

La mesure de l'tactivité lactasique sur les souches B et C
est effectuée & partir des suspensions bactériennes préalable-

ment congelées.

Aprés décongélation, la suspension bactérienne est placée
dans des tubes & hémolyse par fraction de 1 ml additionné de 1
ml de " tampon phosphate lactosé " & pH = 6,5. Le tampon phos-
phate est obtenu & partir d'une solution de KH2P04 0,1M &
pH = 4,50 et d'une solution de Na2HP0O4, 12H20 0,1M a pH = 9,10
Nous avons ajouté dans ce tampon phosphate du lactose de fagon

4 obtenir une concentration de 36,032 g/1.

Le protoéole opératoire est le méme gque celui utilisé
pour la souche A en ce qui concerne la température d'incu-
bation, la technique d'inactivation de l'enzyme et la réali-

sation du témoin inactivé.

Une fois le mélange refroidi, on mesure le pH, puis on
effectue le dosage du galactose et du glucose selon les métho-
des précédemment décrites. Avant d'effectuer le dosage du lac-
tose toujours selon la méthode précédemment décrite une dilu-

tion au 1/20 est effectuée,
- 9.2 - Résultats des dosages de 1la souche B

Les dénombrements des bactéries pratiqués sur la souche
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B & J, J+8, J+15 ont montré qu'il y a une diminution du nombre
de bactéries au cours du temps de conservation { Tableau VII )
Ces chiffres représentent le nombre de bactéries dans 1 ml de
suspension bactérienne.

Tableau VII : Evolution du nombre de baciéries par ml au cours
du temps dans les différents lots de suspension
bactérienne dans la souche B, conservés par con-
gélation a -20° C.

Exprimé en log 10

Dosage effectué a:

J J+8 J+15
» | Lot NI 6,38 6,32 6,25
P
B
© | Lot N2 6,25 6,07 5,97
3]
=
jon
Z | Lot N'3 6,20 5,97 5,87

Cette diminution du nombre de bactéries n'infliue en rien
sur la dégradation du lactose, la quantité de lactose dégradé
en 1 heure étant approximativement la méme lors des dosages
effectués au cours de la conservation de la suspension bacté-
rienne. Cecl permet de supposer que l'enzyme reste active et
que la congélation ne l'altére pas ( Tableau VIII page suil-

vante ).

Les chiffres donnés par le tableau VIII représentent la
moyenne des résultats obtenus lors des dosages effectués a J,
J+8 ou J+15 pour les lots n°l et n°® 2 apres une demi-heure,

une heure et deux heures d'incubation a 40° C et a pH = 6,50.



-97 -

Tableau VIII: Taux de lactose en g/] au cours du temps
J, J+8 et J+15 pour la souche B.

Dosage effectué a:
J J+8 J+15
Lot n°1
g T= 17,34 17,97 17,69
- T=1/2H 15,52 15,45 15,31
(5]
'S T=1H 12,79 12,93 14,61
(8]
i1 T=2H 10,21 10,07 8,81
T lLotn=2
w| T=0 17,76 17,50 17,80
o
e| T=1/2H 16,85 16,40 16,82
[N
= T=1H 13,91 13,80 3,88
T=2H 11,88 i1,89 12,02

Le dosage du lactose, du galactose et du glucose ainsi
que la mesure du pH sont effectués au bout d'une demi-heure
{ T=1/2 H ), d'une heure ( T=1 H } et deux heures ( T=2 H )
d'incubation a 40°C et a pH = 6,5 ( Tableau IX page suivante).
Ce tableau donne la moyenne des résultats des dosages effec-
tués au cours de la conservation de la suspension bactérienne

dans les lots n°® 1 et n° 2.

La diminution du taux de lactose est toujours plus impor-
tante au cours de la premiére heure d'incubation de méme que

la diminution du pH. ( cf. Tableau IX page suivante ).
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Tableau IX : Yariation du pH et de la concentration en lactose,
galactose et glucose en g/1 dans les lots n® i et
n* 2, au cours du temps, pour la souche B.

Temps d'incubation
T=0 T =172 Heure| T = 1 Heure | T = 2 Heures

Lot n® 1§

Lactiese 17,66 15,42 13,44 9,69

Galactose 0 0,10 0,27 0,45

Glucose 0 0,02 0,08 0,29

pH 6,50 6,42 6,20 6,01
Lot n° 2

Lactose 17,72 16,72 13,89 11,93

Galaclose G 0,15 0,26 0,40

Glucose ¢ 0,02 0,07 0,30

pH 6,30 6,45 6,21 6,05

Le taux de galactose apparu au cours du temps est supé-

rieur au taux de glucose apparu dans le méme temps. La mesure

du pH met en évidence une acidification du milieu réactionnel.

Les valeurs de l'activité lactasigque sont données dans

le tableau X ci-dessous.

Tableau X : Activité lactasique de la souche B a pH=96,5
en microkatal pour 100 ml de suspension bac-

térienne.
Actlivité lactasigue
Lors de la 1ére | Lors de 1a 2éme| Au cours des
heure heure 2 heures
| Lot NI 0,325 0,289 0,307
P
w
fz Lot N2 0,295 0,151 0,223
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L'activité lactasique est calculée a partir des concen-
trations de lactose obtenues au cours du temps. Elle est
exprimée en micromole de lactose dégradée par seconde pour 100
ml de suspension bactérienne ( microkatal/100 ml _). L'acti-
vité lactasique de la souche B est maximale au cours de la

premiére heure { cf. Tableau X ).

Grace aux dénombrements que nous avens effectués nous
avons pu calculer l'activité lactasique pour 100 millions de
bactéries. Nous avons choisi cette valeur car 1 g de vyaourt
comprend approximativement cette guantité de bactéries
( PASCAUD 1990 ). Cette activité est de 0,14 pour le 1lot n°l

et de 0,16 pour le lot n®2.

Les courbes de la dégradation du lactese . pour les
lots n° 1 et n°® 2 exprimées en pourcentage sont représentées
ci-dessous. Les pourcentages sont calculés & partir des moyen-

nes de la concentration en lactose du tableau IX.

A
Q
S
) Lot n® 1
® o e o
< Lot n* 2
8
8 °
£
il 87
=
[y
3
=
(=]
(& ]
@ ® 67
®
&
®
®
®
L]
a
% 54
@1
10
I l L,
142 1 2 Temps en Heure

Figure 3 : Courbes d'évolution de 1a concentration de
lactose en & au cours du temps pour la
souche B.
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Les courbes indiquant le taux d'apparition en g/l du ga-

lactose et du glucose sont les suivantes

o
-

ﬁ Concentration en g/t %'_

— Lot n® 1
lotn®2 . 0,45

Galastose

~

] | .
0 1/2 ] 2 Temps en haure

Figure n® 4 : Courbes d'évolution de la concentration
en glucose et galactose en g/1 au cours
du temps pour la souche B.

- 9,3 - Résultats des dosages de la souche C

Les dénombrements montrent qu'il y a comme pour la socuche

B une diminution importante du nombre de bactéries au cours du

temps ( Tableau XI ).

Tableau XI : Evolution du nombre de bactéries par ml au cours
du temps dans les différents lots de suspension
bactérienne dans la souche C, conservés par con-
gélation a -20°C.

Exprimé en log 10

Dosage effectué a:
J J+8 J+15
o | Lot NI 5,95 5,90 5,84
3
= | Lot W2 6,04 5,99 5,89
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Le dosage du lactose, du galactose, du glucose ainsi que
la mesure du pH sont effectués au bout d'une demi-heure
( T=1/2 H ), une heure ( T=1 H ) et deux heures ( T=2 H )

d'incubation a 40°C et pH = 6,50.

Comme pour la souche B nous n'avons pas noté de grandes
différences dans la dégradation du lactose a J et J+8, nous
n'avons donc pas effectué de dosage a J+15. La dégradation du
lactose pour la souche C est aussi plus importante lors de la
premiére heure d'incubation a 40°C ( Tableau XII ). Ce tableau
donne la moyenne des résultats obtenus pour les lots n® 1 et
n® 2 a8 J et a J+8.

Tableau XII: Taux de lactose en g/l au cours du temps
a Jet J+8 pour la souche C.

Dosage effectué &:
J J+8
Lot n®1
© =0 18,67 18,84
Qo
w| T=1/2H 16,85 17,06
&
S| T=1H 15,04 15,31
(&
c| T=2H 13,42 13,49
© | Lot n*2 |
T=0 18,81 17,60
7]
g- T=1/2H 17,13 16,15
© -
e T=1H 15,38 15,31
T=2H 14,68 14,61
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Le dosage du galactose et du glucese montre gue les con-
centrations en glucose sont supérieures a celles obtenues avec
la scuche B tandis que les concentrations en galactose sont
inférieures. La mesure du pH montre que l1'acidification du
milieu est moins importante avec la souche C { Tableau XIII ).
Ce tableau représente la moyenne des résultats des dosages
effectués au cours de la conservation de 1la suspension

bactérienne dans les lots n®l et n® 2.

Tableau XIII : Yariation du pH etde la concentration en lactose,
galactose et glucose en g/1 dans les lots n°1 et
n° 2, au cours du temps, pour la souche C.

Temps d’incubation
T=0 T=1/2Heure; T =1 Heure | T = 2 Heures

let n" 1

Lactose 18,75 16,95 15,62 13,45

Galactose 0 0,02 0,07 0,18

Glucose 0 0,13 - 0,25 0.41

pPH 6,20 6,49 6,42 6,30
Lot n® 2

Lactose 18,25 16,64 15,34 14,64

Galactose 0 0,03 0,067 0,15

Glucose 0 0,11 0,23 0,30

pH . 65,50 6,48 6,42 6,35

Le calcul de l'activité lactasique obtenu & partir des
concentrations en lactose montre qu'elle est maximale au cours
de la premiére heure comme pour la souche B ( Tableau XIV page

suivante ).
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Tableau XIV : Activité lactasique de la souche C 3 pH =65
en microkatal pour 100 ml de suspension bac-

térienne.

Activité lactasique
Lors de 1a tére | Lors de la 2éme| Ay cours des
heure heure 2 heures
e
o | Lot NI 0,241 0,167 0,204
=
o
> | Lot N2 0,224 0,053 0,138

L'activité lactasigque pour 10° bactéries est de 0,25 pour

le lot n°l et de 0,28 pour le lot n°2., Cette activité est

supérieure a celle obtenue avec la souche B mais l'écart entre

les deux lots est plus important.

A partir des taux de lactose du tableau XIII, nous avons
tracé les courbes de la dégradation du lactose exprimée en
pourcentage.

g
2P
= -8
® ° 0t Lot n®1
& 23 e Lotn®29 0 0 o
h:
I
&
&
(4]
o
2

| l { -

142 i 2 Tem;ﬁ-rs en heure

Figure 5 : Courbes d'évelution de la concentration de
iactose en & au cours du femps pour la
souche C.
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Les courbes de 1l'apparition du galactose et du glucose
exprimées en g/l sont les suivantes :

8
- Lot n* 1
Lotne2 ——

o
-

0,41

Gigcose

ﬁ Concentration en g/ 8 .

~

|,

L] 172 1 2 Témps en heure
Figure n® 6 : Courbes d'évolution de la concentration
en glucose et galactose en g/l au cours

du temps pour la souche C.
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- 10 -ACTIVITE LACTASIQUE de 1la

SOUCHE B en FONCTION du pH

Ces dosages sont réalisés avec le lot n® 3 de 1la souche
B. Nous avons testé l'activité lactasique des Bifidobacterium
dans une gamme de pH allant de 7,50 a 5,50 afin de vérifier si
le pH optimum de la bactérie isolée est le méme que le pH de

la bactérie dans un lait fermenté ( PASCAUD 1690 ).

- 10.1 - Préparation de la gamme de pH

La gamme de pH a été préparé gréce & la solution de

Na2?HPQ4,12H20 0,1M pH = 9,10 et & la solution de KHZ2P0O4 0,1M

pH 4,50 . Nous avons réalisé des tampons rhosphates a

pH = 7,50, pH = 7,00, pH = 6,50, pH = 6,00, pH = 5,50

Dans chaque tampon phosphate nous avons ensuite ajouté
du lactose monohydraté de fagon & obtenir wune solution a
36,032 g/1l. Pour chaque tampon phosphate nous avons réalise 20

ml de " tampon phosphate lactosé " a 36,032 g/1.

- 10.2 - Protocole opératoire

Pour chaque solution de " tampon phosphate lactecsé " nous
avons effectué un dosage. Pour cela nous avons mis en contact
0,5 ml de suspension bactérienne décongelée et (,5 ml d'un des
tampon phosphate. Chaque tube est mis & incuber & 40°C dans un
thermobloc pendant 1 heure ( T=1 H ). Nous n'avons pas mesuré
l'activité lactasiqgue aprés une heure d'incubation, le but du

dosage étant de déterminer le pH optimum et l'on sait d'apreés
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les dosages précédents que l'activité lactasique est maximale

lors de la premiére heure d'incubation pour 1la souche B.

Le protocole opératoire est le méme que celui utilisé
pour la souche A en ce qui concerne la température d'incuba-
tion, la technique d'inactivation de l'enzyme et la réalisa-

tion du témoin inactivé.

Avant de doser le lactose et le galactose selon les

méthodes précédemment décrites on réalise une dilution au

1/20.

- 10.3 - Résultats des dosages

Les résultats obtenus montrent gque* la dégradation du
lactose est maximale a4 pH = 6,00 . Elle reste toutefols impor-

tante &4 pH = 6,50 et pH = 7,00 ( Figure n® 7 ).

[
i

Concentration. Dégradé en ¢/l

55 6 6.5 1 1.5 pH

Figure 7 : Histogramme représentant le taux de
lactose dégradé, en g/1, aprés | heure
d'incubation & 40°C et pH variable pour
la souche B.
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Ceci n'est pas en accord avec les résultats attendus
( PASCAUD 1990 ). Mais cette diminution du pH optimum est pro-
bablement due au fait que nous avons travaillé & partir de
Bifidobacterium isolés. En effet, il est reconnu que l'activi-
té de la P-galactosidase de Streptococcus thermophilus est
maximale a pH = 7,00 ( DENNIS 1987 ). Et cette Dbactérie est
présente dans les laits fermentés. L'activité lactasique des

laits fermentés semble due aux deux bactéries.

L'activité lactasique des Bifidobacterium { Tableau XV
ci—-dessous et Figure n® 8 page suivante ) est beaucoup plus
importante dans les pH acides que dans les pH basiques. Ceci
est trés important car la P-galactosidase des Bifidobacterium
pourra agir sur une longueur, du tube digestif, beaucoup plus
importante que la P-galactosidase des Streptococcus et ainsi

l'hydrolyse du lactose sera plus importante.

Tableau XV : Activité lactasique en fonction du pH pour la
souche B au bout d'une heure, en microkatal
pour 100 ml de suspension bactérienne.

Activitd lactasique
Pour le lot Pour 100 millions
n® 3 de bactéries
7,5 0,127 0,08
7,0 0,222 0,i3
x
e 6,5 0,132 0,14
6,0 0,272 0,17
9,5 0,155 0,09
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-1 - ACTIVITE LACTASIQUE de 1la

SOUCHE D & pH=6,50

- 11.1 -~ Protocole opératoire

La souche D étant une souche congelée nous avons changé

de protocole opératoire pour les dosages.

Dans un premier temps nous avons préparé 500 ml d'une so-
lution de tampon phosphate a8 pH = 6,50 a partir de la scolution
de NaZP04,12H20 0,1M pH = 9,10 et de la solution de KHZPO4
0,1M pH = 4,50 . Nous avons ensuite ajouté du lactose mono-

hydraté dans ce tampon phosphate. La concentration en lactose

est de 36,032g/1.

Afin de respecter les conditions opératoires utilisées
par la laiterie lors de la fabrication de ses laits fermentés,
nous avons mis 150 mg de Bifidobacterium dans 500 ml de
" tampon phosphate lactosé ". Aprés homogénéisation du
mélange nous l'avons réparti dans des tubes a hémolyse par
fraction de 3 ml que nous avons congelé a -20°C Jjusgu'au

mcoment de leur utilisation.

Avant de commencer les dosages proprement dits nous avons
recherché s'il y avait du lactose et du galacteose dans 1la
souche congelée. Pour cela nous avons mélangé 75 mg de Bifido-
bacterium et 250 ml de tampon phosphate non lactosé. Le mélan-
ge est 1nactivé tout de suite. Les dosages se sont

révélés négatifs.

Apreés décongélation les tubes sont mis & incuber & 40° C
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directement dans le thermobkloc pendant 1 heure ( T=1 H ), 2
heures ( T=2 H ), 3 heures { T=3 H ) ou 4 heures ( T=4 H ). La
laiterie nous ayant indiqué que le temps de fermentation de
ses laits fermentés est de 5 heures, nous avons dans certains

cas testé 1l'activité lactasigue sur 5 heures.

Le protocole opératoire est le méme gque celul wutilisé
pour la souche A en ce qui concerne la température d'incuba-
tion, la technique dfinactivation de l'enzyme et la réalisa-

tion du témoin i1nactivé.

Sur certains échantillons nous avons dosé le galactose,
le glucose et l'acide lactique selon les méthodes précédemment
décrites. Avant d'effectuer le dosage du lactose selon la
méthode de BOEHRINGER nous avons prélevé 0,6 ml que nous avons

dilué au vingtieéeme.

- 11.2 - Résultats des dosages

La moyenne des résultats montre gque la quantité de
lactose dégradé au cours du temps est trés importante tandis
que l'apparition de galactose et de glucose reste faible et

que le taux de glucose est supérieur au taux de galactose.

Comme pour la souche B et C on a une acidification du
mélange qui dans ce cas est importante. Nous avons donc
décidé de doser l'acide lactique que nous avons retrouvé en

petite quantité ( Tableau XVI page suivante ).
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Tableau X¥1 : Yariation du pH et de la concentration en lactose,
galactose, glucose et acide lactique en g/1 au cours

du temps pour la souche D.

Temps d'incubation

T=0 ;;:ga QLJhi; Ai;;gs JL;;;
Lactose 35,99 26,97 20,91 17,13 14,62
Galactose 0 0,35 0,46 0,61 0,64
Glucose 4] 0,62 1,21 1,40 1,93
Acide Lactique 4] 0,28 0,31 0,37 0,40
pH 6,50 6,40 6,23 6,17 6,13

L'activité lactasique, comme pour les autres souches,

est maximale la premieére heure ( Tableau XVII ).

Tableau XVII: Activité lactasique de la souche D @ pH =05
en microkatal pour 100 ml de suspension bac-

térienne.
Lors de Ta | Lors de 1a | Lors de la Lors de fa Sur jes
1ére heure [2éme heure (3&éme heure |4éme heure| 4 heures
Activite
cLvite 0,695 0,467 0,291 0,193 0,407
Lactasique

Les dénombrements effectués montrent qu'il y a 6,77
{ log. décimal ) bactéries dans 150 mg de Bifidobacterium con-
pour 10°

gelés, ce gqul donne une activité lactasique de 0,11

bactéries.
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-~ 12 -ACTIVITE LACTASIQUE de la

SOUCHE D en FONCTTION du pH
- 12.1 - Protocole opératoire

Comme pour la souche B nous avons préparé une gamme de
pH allant de pH = 8,00 & pH = 5,00 . Nous avons élargli notre
gamme de pH, les Bifidobacterium ayant une légeéere activité
lactasigue & pH = 7,50 et pH = 5,50 1lors de nos précédents

dosages avec la souche B.

Nous avons ajouté dans chagque tampon phosphate du
lactose moncohydraté de fagon a obtenir des solutions a
36,032 g/l. Aprés homogénéisation du mélange on ajoute des
Bifibobacterium dans chaque " tampon phosphate lactosé ". La
solution obtenue est ensulte congelée dans des tubes a4 hémo-

lyse stériles par fraction de 1 ml.

Lors du dosage les tubes sont mis directement a incuber a
40°C dans un thermcbloc pendant 1 heure ( T=1 H ), 2 heures

{ T=2 H ) et 5 heures ( T=5 H }.

Le protocole copératoire est le méme que celul utilisé
pour la souche A en ce gul concerne la température d'incuba-
tion, la technique d'inactivation de l'enzyme et la réalisa-

tion du témoin inactivé.

Avant d'effectuer le dosage du lactose selon la méthode
précédemment décrite nous avons prélevé 0,50 ml gue nous avons

dilué au vingtiéme.
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- 12.2 -~ Résultats des dosages

Nous avons suilvi 1'évolution du pH au cours du temps et
nous avons constaté une acidification du milieu. Cette diminu-
tion est surtout importante aux pH ot la P-galactosidase est

trés active { Tableau XVIITI ).

Tableau XVIII: Yariation du pH dans la souche D au cours du temps.

Temps d'incubation
T=0 T=1 T=2 T=5
heure heures heures
8,0 8,00 7.94 7,90 7,90
7.5 7,50 7.49 7.23 7,45
7,0 7.00 7,00 6,88 6,86
= | 65 6,50 6.45 6.24 6,09
6,0 6,00 5,81 5,51 5,20
5,5 5,50 5,44 5,25 5,10
3,0 5,00 4,90 4,70 4,67

Les dosages du lactose montrent wune diminution de sa
concentration au cours du temps. Cette diminution est toujours
plus importante lors de la premiére heure et elle est prati-
quement nulle entre la deuxiéme et la cinquiéme heure d'incu-
bation. La moyenne des résultats obtenus met en évidence que
la dégradation du lactose est maximale a8 pH = 6.50 mais la
dégradation reste importante a pH = 6,00 et pH = 7,00 ainsi
qu'aux pH acides. Elle est trés faible aux pH basiques et est

presque nulle & pH = 8,00 ( Figure n® 9 page suivante ).

Le pH optimal de la P-galactosidase de la souche D est

différent de celui de la B-galactosidase de la souche B bien
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3 P

Quel que soit le pH,  cette activité lactasique est
maximale la premiére heure. Cependant, lorsqu'elle est trés
importante la premiére heure, elle est trés faible la seconde
heure. On observe aussi qu'aux pH basiques l'activité de 1la
B-galactosidase est faible lors des deux premiéres heures mais
elle se maintient lors des 3 heures qui suivent. Par contre
aux pH acides l'activité lactasique est moindre 1lors des 3

derniéres heures d'incubation ( Tableau XIX ).

Tableau X I X : Activité lactasique au cours du temps en fonction
du pH, pour la souche D, en microkatal pour 100 ml
de suspension bactérienne.

Activité lactasigue
Pour Ta souche D ':z::tré:il::
Lors de 1a | Lors de la Sur Sur

iére heure |2&mae heure| 5 heures I heure

8,0 0,056 0,113 0,069 0,03t
7.5 0,259 0,074 0,098 0,055
7,0 ¢,580 0,500 0,220 0,095
Z| 65 1,010 0,107 0,237 0,179
6,0 0,980 0,470 0,236 0,162
5,5 0,680 0,124 0,187 0,113
5,0 0,540 0,165 0,149 0,090
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~-13-ACTIVITE LACTASIO QUE dans
le YAOURT ENSEME®NCE par la

SOUCHE D apH=6,50

- 13.1 - Protocole du dosage

Nous avons pesé 5 g de produilt laitier auguel nous avons
ajouté un volume suffisant de NaZ2HPO4,12H20 (0, 1M pour obtenir
un pH égal a 6,50. A l'aide d'un ULTRA~TURAX le mélange a été
homogénéisé. Le volume est ensuite complété a 20 ml grace au
tampon phosphate 0,1M pH = 6.50. Des fractions de 4 ml de ce
milieu réactionnel sont ensuite mises a incuber & 40°C pendant

1 heure et 2 heures.

L'inactivation se fait par chauffage & 100°C pendant 10

minutes.

Parallélement on effectue un témoin inactivé en mélan-
geant 5 g de produit laitier avec 20 ml d'eau distillée. Apres
homogénéisation a 1'ULTRA-TURAX, le mélange est chauffé a

100°C pendant 10 minutes.

Avant de réaliser les dosages du galactose, du glucose,
du lactose et de l'acide lactique suivant les méthodes précé-
demment décrites nous avons filtré 1le mélange et avant de
doser le lactose et le galactose nous avons dilué 1le filtrat

au 1/20 éme.

- 13.2 - Résultats des dosages

Comme pour la souche D, nous avons dosé la concentration
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de galactose, de glucose, de lactose et d'acide lactique au

cours du temps. Nous avons aussi mesuré le pH ( tableau XX ).

Les dosages sont effectués au bout d'une heure ( T=1 H )

et deux heures ( T=2 H }.

Tableau KX : Variation du pH et de la concentration en lactose,
galactose, glucose et acide lactique en g/1 au cours

du temps pour le yaourt.

Temps d'incubation
T=0 ;;:Ja ﬁggé;
Lactose 29,68 21,42 13,59
Galactose 2,47 5,45 10,38
Glucose 0,47 1,94 2,51
Acide Lactique 9,77 13,66 15,91
pH 6,50 6,39 6,34

A partir des concentrations de lactose nous avons calculé

ltactivité lactasique. Cette derniére est également plus
importante lors de la premiére heure d'incubation. Mais
contrairement aux résultats obtenus avec la souche D isolée

elle reste encore élevée lors de la seconde heure ( Tableau

XXTI ).

Tableau XX1: Activité lactasique du yaourt 8 pH=6,5
en microkatal pour 100 g de produits
laitiers.

Yaourt ensemencé avec la souche D.

Lors de 1a Lors de la Au cours des
iére heure 2éme heure deuy heures
Activite 0,636 0,603 0,619
lLactasique
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Les courbes de la dégradation du lactose et de 1'appa-
rition du galactose et du glucose exprimées en g/l sont les

suivantes:

[
G Concentration eng g/l

18,91
13,59
0 10,38
9,77
Galactose
2,47 251
0,47 Glucose Il 97 |
1 2 Temps en heure

Figure 11 : Courbes d'évolution de la concentration en
lactose, galactose, glucose et acide lacti-
que en g/l pour le yaourt.
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DISCUSSION CONCLUSION
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DISCUSSION CONCLUSION

L'absorption de produits laitiers a une action bénéfique
sur la santé de 1'homme. Ils apportent des protides, des
glucides, des vitamines et du calcium. Mais cette absorption
peut &tre limitée & la suite du déficit en PB-galactosidase que
présentent certaines perscnnes. L'ingestion de produits lai-
tiers et plus particuliérement de lactose chez ces sujets est
suivi de troubles digestifs importants. Une carence d'apport
alimentaire en produits laitiers se caractérise par une hypo-
calcémie qui peut avoir des conséquences graves. L'utilisation
d'une lactase exogéne permet l'absorption de produits laitiers

et donc de protéines et de calcium.

Une équipe américaine a cependant démontré que 1'inges-
tion de yaocurt entraine une diminution du lactose non assimilé
et une augmentation de l'activité lactasique du contenu du
duodénum. Cette activité est liée & la présence dans le yaourt

de ferments wvivants, nombreux et actifs ( KOLARS 1984 }.

L'hydrolyse artificielle du lactose est retenue pour
pallier cette déficience. La P-galactosidase pouvant étre
apportée par des bactéries et en particulier par des Bifi-

dobacterium.

Les Bifidobacterium ont un r&le bénéfique sur le bien-
étre et la santé de l'homme et cecl 3 tous les &ges. Il est
reconnu que leur diminution dans 1l'estomac de 1'homme peut

entrainer une augmentation de la flore pathogéne gqui exerce
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alors ses effets néfastes.

I1 a été démontré que l'absorption des laits fermentés
par des Bifidobacterium est plus bénéfique que l'absorpticn du
yaourt ( TOCHIKURA 1986 ) bien que LEREBOURS constate
que l1'activité lactasique d'un lait fermenté par Bifidobacte-
rium est trés faible par rapport a celle du yvaourt ( LEREBOURS

1989 ).

Nos dosages ont eu pour but de tester l'tactivité lactasi-
que des Bifidobacterium isclés. Nous avons testé
- Une souche A qui est lyophilisée
- Une souche B et une souche C gqui sont isolées a partir
de laits fermentés
— Une souche D congelée

- Un yaourt ensemencé par la souche D.

Le milieu utilisé pour l'isolément des éouches B et C est
le milieu TRYPTICASE-PHYTONE-YEAST. Ce milieu est rendu sélec-—
tif par l'addition d'acide propionique. Le pH est ensuite
ajusté a 5,00 par de la soude normale. Aprés l'obtention d'une
souche pure, les bactéries sont mises en suspension dans de
l'eaun physiologiqueﬂ Dans un premier temps nous avons ajouté
& ces suspensions bactériennes une " sclution tampon lactosé "
a pH = 6,50. Ce mélange est mis & incuber & 40° C pendant des

temps différents.

Nos dosages montrent une diminution du taux de lactose au

cours du temps d'incubation. Cette diminution est constante
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lors des dosages effectués a différents temps de la conserva-
vation des souches. La B-galactosidase n'est pas affectée par
la congélation, pulsqu'on retrouve une activité lactasique
plusieurs mois aprés la mise a -20° C de 1la suspension bac-
térienne. La lyophilisation ne dégrade pas non plus la

B-galactosidase.

Nous avons mis en évidence que chagque souche possede sa
propre activité lactasique & pH = 6,50. Ceci est en accord
avec les résultats de TOCHIKURA qui montre que l'activité
lactasigue des laits fermentés varie selon la souche utilisée
pour l'ensemencement {( TOCHIKURA 1986 ). Mais, quelle que soit
la souche utilisée, l'activité est maximale lors de la premié-
re heure, et persiste encore au bout de cing heures d'incuba-

tion a 40° C.

Le métabolisme du lactose par la lactase fournit du glu-
cose et du galactose, nous avons dosé ces deux oses au sein
du milieu réactionnel. Ces derniers sont retrouvés quelle que

solt la souche, mals en trés petite quantité.

Nous savons que les Bifidobacterium sont capables de
métaboliser le glucose par le shunt du fructose-6-phosphate.
Cette fermentation produit en bout de chaine de 1l'acide lac-
tique et de l'acide acétique ( SCARDOVI 13884 ), ( SCARDOVI
1986 ). Nous avons dosé l'acide lactique que nous avons re-
trouvé en quantité plus ou moins importante. Cette acidité du
milieu est confirmée par la diminution du pH au cours du temps

d'incubation.
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Les Bifidobacterium sont capables de métaboliser le ga-
lactose ( ROMOND M.B. 1987a }, cecl explique la faible quan-
tité de galactose retrouvé dans le milieu. Nous n'avons pas
dosé les composés du métabolisme du galactose. Ceci aurait été

intéressant afin de vérifier cette hypothese.

Les résultats des dosages montrent aussil une différence
dans les concentrations en glucose et en galactose, aprés in-

cubation, au sein des différentes souches.

Le métabolisme du lactose de la souche B donne plus de
galactose gque de glucose ( cf Tableau IX ). Ceci est retrouveé
au niveau de la souche D ( c¢f Tableau XVI ). Par contre le
taux de galactose est inférieur au taux de glucose dans 1la

souche C ( cf Tableau XIITI ).

Le pH étant plus bas au sein des souches B et D au bout
de deux heures d'incubation, ( cf Tableaux IX et XVI ), on
peut suggérer que le taux d'acide est plus important et donc
que le métabolisme du glucose par les Bifidobacterium est plus

rapide au sein de ces deux souches.

La petite quantité de glucose retrouvé dans nos milieux
réactionnels est peut—-&tre un aspect négatif de 1l'utilisation
des Bifidobacterium car le glucose est un élément énergétique
important pour le métabolisme de l'homme et il semble gque la

bactérie 1l'utilise pour son propre compte.

Dans un second temps, nous avong falt varier le pH du mi-

lieu afin de vérifier que la f-galactosidase a bien une
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activité maximale a pH = 6,50. La [ -galactosidase des laits
fermentés contenant des bifidus a une activité maximale & ce
PH ( PASCAUD 1990 ). Nous avons, par la méme occasion, dé-
terminé la zone de pH ol la P-~galactosidase est la plus

active.

Le pH optimum de la B-galactosidase de la souche B isolée
est de 6,00; il est de 6,50 pour la souche D, bilen gque ces
deux souches soient constituées de Bifidobacterium Ilongum.
Cette différence peut étre expliquée par le falt qu'il existe
plusieurs variants de Bifidobacterium longum ( SCARDOVI 1971 )
et nous ne savons pas si nous sommes en présence des mémes

variants,

La f~galactosidase, au vu de nos résultats, a une acti-
vité plus importante a pH acide qu'a pH basique. L'activité
lactasique est pratiquement nulle a pH = 8,00 mais reste rela-

tivement élevée a pH = 5,50,

Le pH du milieu a également tendance a s'acidifier comme
précédemment et plus 1l'activité lactasigque est forte plus le
pH a tendance a diminuer en fin de dosage. Cette diminution du
pH est caractérisée par la formation d'acide lactique et ceci
quel que soit le pH de départ du milieu réactionnel ( c¢f Ta-

bleaux XVIITI et XIX ).

Le fait que la lactase des Bifidobacterium ait une acti-
vité maximale & pH acide est important. Au niveau du systéme
digestif, la zone ou le pH est acide s'étend du duodénum au

jéjunum. La B-galactosidase des Bifidobacterium va pouvoir
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commencer l'hydrolyse du lactose au niveau du duodénum ou le
pH est compris entre 4,00 et 6,00. Cette hydrolyse se poursuit
dans le jéjunum ou le pH est compris entre 6,00 et 7,00. La
lactase des Bifidobacterium est active sur une portion du tube
digestif beaucoup plus importante que celle ol agit la lactase
des autres bactéries lactiques. En effet, il est maintenant
reconnu que la lactase de Streptococcus thermophilus est

active a pH = 7,00 ( KOLARS 1984 ).

La culture des Bifidobacterium est importante a pH = 5,00
On peut en déduire que les bifidobactéries ne sont pas alté-
rées par l'acidité qu'elles rencontrent au niveau de 1l'esto-
mac, ce qul constitue un second élément favorable a l'utili-
sation des Bifidobacterium dans 1'hypclactasie. BERRADA a
mesuré la survie des Bifidobacterium dans l'estomac et a
montré que cette survie est variable selon les espéces. Il met
en évidence que l'on peut 1ingérer aussi bien 1la bactérie

isolée que la bactérie dans un lait fermenté ( BERRADA 1989 ).

Nous n'avons cependant pas effectué de dosage de l'acti-
vité lactasique de la f-galactosidase dans les conditions
physiologiques existant dans le corps humain. Mais il semble
que l'utilisation de la lactase de Bifidobacterium peut pal-
lier le déficit en lactose rencontré chez 1'homme lors de

1'hypolactasie.

L'utilisation de laits fermentés a Bifidobacterium a bien
sa raison d'étre dans l'hypolactasie. La présence de deux
espéces de bactérie possédant une lactase permet une meilleure

hydrolyse du lactose ingéré par 1'homme.
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RESUME :

Dans 1a premiére partie bibliographique, nous parlons des caractéres physiologiques
et morphologiques des Bifidobacterium. Les bifidobactéries sont des bactéries Gram-
positif que 'on tronve dans les selles de I'homme et de nombreux animaux. Elles jouent un
rdle rés important sur le bien-Etre et 1a santé de I'nomme, et leur présence dans les selles
des nouveaux-nés est un signe de bonne santé.

Lesrésultats rapportés dans la seconde partie expérimentale portent sur la lactase des
Bifidobacterium.

Dans une premiére étape nous avons 1solé les Bifidobacterium 2 partir des laits
fermentés afin d'obtenir des souches pures de bifidobactéries. Il nous a fallu trouver un
milieu de culture adéquat, qui non seulement permettait la culture des Bifidobacterium
mais aussi inhibait la culture des autres bactéries contenues dans Ies laits fermentés.

Dans une seconde étape nous avons testé l'activité lactasique des Bifidobactérium
¢n mettant en contact des suspensions bactériennes de Bifidobacterium et des solutions de
lactose.

Nos dosages ont montré que ies Bifidobacterium possédent une activité lactasique.
Cette activité€ est maximale 3 pH acide. La dégradation du lactose par les bactéries est suivie
de l'apparition dans le milieu réactionnel de glucose, de galactose et d'acide lactique. On
observe aussi une acidification du milieu.

MOTS CLES :

- Bifidobacterium
- Lactase

- Hypolactasie

- Lactose
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