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a spiruline une micro-algue bleue-verte filamenteuse, utilisée depuis

l'antiquité comme aliment traditionnel pour les peuples de Mexique
et d'Afrique. Récemment elle a fait l'objet de plusieurs études thérapeutique en
raison de sa valeur nutritionnelle exceptionnelle. Plusieurs auteurs ont trouvé
qu'un taux de 5 % de spiruline dans le régime alimentaire augmente la croissance
des bactéries lactiques et des pseudo-lactiques grdace aux métabolites
extracellulaires de cette micro-algue. Le but de ce présent travail est d'optimiser
les aptitudes technologiques soitlacroissance bactérienne etlepouvoiracidifiant
des souches d'intérét. Nous avons utilisé la souche Spirulina platensis produit
frangais commercialisé en Maroc sous la dénomination commerciale « Vitalgue.
Deux souches bifides Bifidobacterium bifidum (B1) et Bifidobacterium infantis
(B16) isolées a partir des selles de nourrissons de moyens d'dage 15,4 mois sous
différents types d'allaitement ont été sélectionnées. Une supplémentation du lait
infantilel” dge «Biomil 1 » avec la spiruline en raison de 3 % permet une bonne
influence sur les bifidobactéries, soit une amélioration du pouvoir acidifiant
(pH=1,68) apres 24 h de fermentation et une accélération du taux de croissance
de 0,564 1,82 " (p < 0,05) de la souche Bifidobacterium infantis (B16). Alors que
Pour la souche bifide Bifidobacterium bifidum (Bl), elle semble présenter un
pouvoir acidifiant plus important lorsqu'elle est ensemencée dans le lait infantile
1" dge (pH =1,86) aprés 24 de fermentation, avec un taux de croissance de 1,82
1

Mots clés: Bifidobacterium, croissance, lait infantile, pouvoir acidifiant,
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entre trois différentes types de
cellules. Les colonies filamenteuses
montrent la capacité de se différencier
en trois différents types de cellules
[6].Dans le tractus intestinal des
animaux et les humains, les
bifidobactéries coexistent avec une
grande variété de bactéries, dont la
plupart sont des anaérobies stricts. Les
bifidobactéries ont été découverts
dans les féces infantiles par Tissier,
qui aisoléune bactérie avec une forme
étrange et caractéristique Y et l'a
nommé Bacillus bifidus [7].

La Spiruline, nommée aussi
Arthrospira, une cyanobactérie
microscopique filamenteuse,
photosynthétique, qui se trouvent
dans différents milieux aquatiques [1,
2, 3]. Elles ne sont pas a proprement
parler des algues, méme si par
commodité on continue a les désigner
comme telles [4], car ils sont vraiment
procaryotes qui partagent la plupart
des caractéristiques des eubactéries
[5]. Les colonies filamenteuses
montrent la différentiation d'habilite
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L'identification de Bifidobacterium
au niveau de Il'espece peut Etre
obtenue par l'utilisation des essais
de fermentation [8]. En ce qui
concerne l'adhésion de
bifidobactéries a la muqueuse
intestinale humaine, cette propriété
est particulierement développée
chez les adultes en bonne santé,
alors qu'il se trouve a un degré
moindre chez les personnes agées

[9].

Les bifidobactéries sont en mesure
d'empécher l'adhérence d'agents
pathogeénes au moyen d'obstacles
stériques qui bloquent les récepteurs
spécifiques, et aussi par les
phénomenes de co-agrégation. Ces
activités peuvent é&tre mises en
ceuvre par la production d'acides
organiques qui, en abaissant le pH,
inhibe la croissance des bactéries
pathogeénes et par la synthése de
bactériocines et des substances qui
induisent des réponses de défense
immunologiques [10].

Jusqu'a ce jour, les recherches
effectuées sur l'effet prébiotique de
la spiruline ont principalement porté
sur les produits extracellulaires de
cette algue sur 'augmentation de la
population des bactéries lactiques y
compris les Lactococcus lactis,
Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus
acidophilus et Lactobacillus
bulgaricus.

1. Matériel biologique et milieux de
cultures

Les souches de Bifidobacterium ont
été isolées a partir des selles fraiches
de nourrissons sous différents types
d'allaitement. L'isolement des
bifidobactéries est réalisé en
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profondeur sur milieu MRS a 37°C.
Apres 48 h d'incubation, les
colonies sont sélectionnées selon
leur aspect morphologique leur
forme, leur état de fraicheur et la
coloration de Gram [11]. Les
colonies des bifidobactéries sont
repiquées sur le bouillon MRSa pH
6.4etles tubes sont incubés en
anaérobiose (en ajoutant de l'huile
de paraffine stérile a la surface du
tube) pendant24 ha37°C.

La pureté des souches est controlée
aprés chaque repiquage par des
observations macroscopiques des
colonies et microscopiques des
cellules, des colorations de Gram,
des tests de la catalase, des tests
physiologiques et des tests
biochimiques ainsi quela mini
galerie biochimique AP120E.

La souche d'Escherichia coli a été
isolée a partir des selles de
nourrissons diarrhéiquesde 4 mois
sous allaitement mixte. Il s'agir d'un
ensemencement en profondeur sur
milieu gélosé VRBL; apres 48 h
d'incubation a 44°C. Le repiquage
de ces colonies a été fait sur bouillon
nutritif et l'incubation s'est faite a
44°C pendant 24 h.

Spiruline en paillettes emballées
sous vide, produit frangais
commercialisé en Maroc sous la
dénomination commerciale
«Vitalgue ».

Le lait adapté 1 age commercialisé
sous l'appellation «Biomil 1» est
utilisé comme milieu de culture
pour les deux especes bifides.

2. Sélection des souches bifides
selon leur activité antimicrobienne
et leur aptitude technologique

Une premiere sélection des souches
a ¢été effectuée sur la base de
l'activité bactériocinogeéne vis-a-vis

d'Escherichia coli suivant la
méthode de la diffusion des puits.
Puis, une deuxiéme sélection a été
réalisée sur la base de deux
paramétres technologiques, le
pouvoir acidifiant et la cinétique de
croissance. L'évolution de la
population bactérienne est
déterminée par dénombrement sur
milieu solide (nombre des
UFC/mL). L'activité acidifiante est
caractérisée par quatre parametres :
vitesse maximale d'acidification
exprimée en mUpH/min (V,),
temps ou intervient V_ (en min)
(Tm), pH initial (pH,), pH final (pH,)
[12] et cela permet de calculer le
temps de génération exprimé en
heure (G) ainsi que le taux de
croissance ()enh '[13].

3. Suiviin vitro de la cinétique de la
croissance et du pouvoir acidifiant
des flores bifides

Le pouvoir acidifiant (pH) des
souches d'intérét a été évalué toutes
les 100 minutes pendant 8§ h et apres
24 h de fermentation dans le lait
infantile seul et enrichi en spiruline
a raison de 3g /ration quotidienne
d'un nourrisson d'une semaine (7
jours).Le suivi de la cinétique de la
croissance a ¢été¢ réalisé par le
dénombrement des souches sur
gélose MRSc et par la mesure de la
densité optique (DO) a une longueur
d'onde égale a 600 nm.

4. Analyse statistique

Les résultats sont représentés sous
forme de moyennes plus ou
moinsl'écart type des trois essais
ainsi que les représentations
graphiques ont été réalisées par le
logiciel Excel 2010 et une analyse
de la variance (STATISTICA),
version 6. Aune valeurde p<0,05 le
test est considéré comme signi-
ficatif.



RESULTATS

1. Isolement et identification des
especes d'intérét

Les colonies du genre Bifido-
bacterium cultivées sur gélose

MRSc¢ apparaissent sous forme de
colonies lisses, convexes, a contour
régulier, de couleur blanche a
créme, de 1 a 2 mm de diamétre.
L'aspect microscopique apres
coloration de Gram révele que ce
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sont des Gram positif, et que les
cellules se présentent en batonnets
plus ou moins allongées, parfois
bifurqués, en forme VouY

(Figure 1).
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Figure 1 : Les souches bifides aprés coloration de Gram sous microscope optique

Les coliformes fécaux (Escherichia
coli) cultivés sur gélose VRBL
apparaissent sous une forme ronde,
convexe, a contour régulier, de

(Gr.100%10) (Originale)

couleur rose a violacé, de diamétre
supérieur ou égal a 0,5 mm apres 24
heures d'incubation, cerné d'un halo
de sels biliaires précipités.

La spiruline sous microscope
optique, elle se présente sous la
forme d'un filament en spirale
(Figure 2).

Figure 2 : Aspect de la spiruline apres réactivation sous microscope optique

(Gr.100%10) (Originale)
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Les tests biochimiques réalisés pour
les deux souches bifides 1 et 16 par
la galerie API 20E, laissent penser

que la souche bifide 1 appartient a
I'espece Bifidobacterium bifidum et
que la souche B, appartient a

l'espece Bifidobacterium infantis
var lactencis [14] (Tableau 1).

Tableau 1 : Résultats des tests biochimiques par la galerie API 20 E des deux souches bifide 1 et 16

wzn‘ |m‘ |n=| mm|9< = |2 |= |2
£151914l8 E:EEH@@EE m£z<§
o
A I IR R R - =] = = =]+ -+ - -+ - -1 -
N

- : Test négatif; + : Test positif

2. Sélection des souches bifides
selon leur activité antimicrobienne
et leur aptitude technologique

Une premiére sélection des souches
est effectuée sur la base de l'activité
antimicrobienne. La figure 3 montre

un exemple de zones d'inhibition de
06 souches bifides productrices de
substances inhibitrices dont le
diameétre d'inhibition (Zi) est
supérieur ou égale a 2 mm. La
meilleure souche retenue est la

souche 16 qui présente la plus
importante activité antimicrobienne
envers Escherichia coli avec un
diametre d'inhibition de 22 mm et de
44 mm pour le Surnagent brut actif
(SBA) (Tableau 2).

Tableau 2 : Activité antimicrobienne des souches pseudo-lactiques a I'égard de germes pathogenes

(diamétre d'inhibition en mm)

Souches E. coli SBA
Bf. 1 + ++++
Bf. 2 + +++++
Bf. 3 + ++++
Bf. 5 ++ ++++
Bf. 7 + +++++
Bf. 9 ++ ++++
Bf. 10 + +++++
Bf. 11 + +++++
Bf. 12 + +++++
Bf. 13 +
Bf. 16 -+ L g

- : Pas de zone ou diamétre =a 1 mm ; +: 1,5 mm < diamétre <12 mm ; ++: 12
mm<diamétre < 14 mm ; +++ : 14 mm < diamétre < 16 mm ; ++++: 16 mm
<diametre< 18 mm ; +++++ : 18 mm < diamétre < 40 mm ; ++++++ > 40 mm.
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Une deuxieme sélection est réalisée
sur la base des deux parameétres
technologiques le pouvoir
acidifiant et la cinétique de la
croissance. La souche bifide Bl a
présenté une meilleure vitesse
d'acidification de 1, 2 . h' avec des
meilleurs parametres de croissance,
(un temps de génération (G) de 0, 22
.hetuntaux de croissance ()de 4,55
.hh.

3. Suivi de la cinétique de la
croissance et du pouvoir acidifiant
de la flore bifide in vitro dans le lait
infantile seul et enrichi en
spiruline

=4

pH

[T

3.1 SuividupH

Les résultats des variations de pH
des cultures réalisées dans
différentes conditions sont
présentés dans la figure 4. Nous
constatons Pour la souche B1, une
importante diminution de pH de
6,18 44,32 en 24 h de fermentation
soit un A pH de 1,86 lorsqu'elle est
ensemencée sur le lait seul (Figure
3). Sur le lait enrichi en spiruline,
nous avons enregistrée une baisse
de pH un peu plus Iégere de 6,35 a
4,53 en 24 h de fermentation soit un
A pH de 1,82, Pour la souche bifide
16, le pH passe de 6,12 a 4,44 en 24

T4 Té T

(4]

T24

Temps [h)

h de fermentation, soit un A pH de
1,68 sur le lait additionné de
spiruline alors que sur le lait seul,
nous avons noté une diminution de
pH de 6,42 24,96 soit ApH de 1,46,
cette souche a baissé le pH du lait
infantile a 5,05 en 6 h de
fermentation. Elle arrive a donner
un caillé de texture acceptable en un
temps de fermentation remarquable.
Les valeurs des vitesses
d'acidification dans le lait infantile
et celui enrichi en spiruline sont
significative (p < 0,05). Nos
résultats vont de pair avec ceux
trouvés par d'autres auteurs [ 15, 16].

—+— 0. bifidum sur lait

infantile

—— 8. bifidum sur lait

wfantde « spuruline

& B. infantis gur lait
infantile

— B fantis Sur lalt

infantile « spiruline

Figure 3 : Evolution du pH du lait infantile seul ou enrichi par la spiruline fermenté par

Nos résultats montrent une
diminution de pH qui varie d'une
souche a l'autre. En effet des
chercheurs ont montré une
corrélation entre les profils de
production de l'acide lactique par
quelques souches de bactéries
lactiques et les profils du pH des
cultures [17].

3.2Dénombrement des deux
souches bifides cultivées dans le lait
infantile seul et enrichi

Bf. bifidum ou par Bf. infantis (n=3, p < 0,05).

A partir des résultats obtenus
(Figure 4), nous remarquons que
seulement pour la souche bifide
Bifidobacterium infantis, la
croissance ¢était meilleure sur le lait
enrichi en spiruline par rapport au
témoin. En 24 h de fermentation,
nous avons atteint une biomasse de
5,73.10’ UFC/m L avec un taux de
croissance de 1,82+ 0,02 h'en
comparaison avec le témoin ou ce
dernier été pres de 3 fois inférieur

(0,56 = 0,02 h'). A linverse, la
croissance de la souche
Bifidobacterium bifidum (Figure 5)
était médiocre sur le lait enrichi en
spiruline par rapport au témoin ou la
biomasse a atteint 5,45 .10°
UFC/mL avec un taux de croissance
de6,25+0,02h".
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Figure 4 : Evoution du Log du nombre des UFC/mL de la souche Bifidobacterium infantis B16
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Figure 5 : Evoution de Log du nombre des UFC /mL de la souche Bifidobacterium bifidum B1

En effet les bifidobactéries sont des
micro-organismes a faible pouvoir
protéolytique [11]. De ce fait,
plusieurs études ont été mendes
pour proposer une source d'azote
plus accessible a ces micro-
organismes.

Le temps de génération le plus court
a été enregistré sur le lait seul avec la
souche Bl. Pour l'autre souche
bifide 16, son temps de génération
est plus court en présence de
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durant la fermentation (n=3, p < 0,05).

spiruline avec un taux de croissance
de 1,82+ 0,02.h". Il semblerait que
l'ajout de la spiruline au lait infantile
améliore significativement (p <
0,05) la croissance de la souche
bifide dans les laits fermentés en
vue de sa valeur nutritionnelle
(protéines, sels minéraux et
vitamines).

Les facteurs bifidigenes peuvent
optimiser la croissance des
bifidobactéries dans l'intestin [18].

D'autre part en présence de
spiruline, la capacité des souches
bifides a croitre sur milieu lait étant
donné que leur phase de latence est
raccourcie a seulement 2 h [15]. La
supplémentation de notre étude est
basée sur l'enrichissement du lait
infantile en spiruline dans le but de
confirmer son efficacité en tant que
supplément multi-micro éléments.
D'une maniere générale elle nous a
permis d'accélérer la croissance des
souches bifides.



3.3Effet antagoniste des deux
souches bifides sélectionnées

Nous observons d'aprés nos
résultats que l'effet antagoniste de la
souche bifide 16 vis-a-vis la souche
pathogene Escherichia coli est plus
important lorsqu'elleest ensemencé
dans le lait enrichi en spiruline avec
un diametre de 20 mm aprés 24 h de
fermentation. Ces résultats sont en
accord avec ceux trouves par
d'autres auteurs qui ont montré que
les bactéries a effet probiotique sont
capables d'empécher la croissance
des bactéries pathogenes in vivo et
in vitro [19, 20, 21, 22]. 11 a été
également démontré que
l'abaissement de pH pourrait inhiber
la croissance des microorganismes
tels que les coliformes si ce pH
devenait inférieur a 4,5 [19].
Plusieurs études ont rapporté le role
unique de polysaccharides de la
spiruline dans ['amélioration de
l'activité enzymatique du noyau
cellulaire et du processus de
réparation de 'ADN [23, 24].

Par conséquence, la spiruline
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