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Introduction 

Les bactéries lactiques (BALs) forment un groupe de micro-organismes extrêmement 

hétérogène capable de produire de l'acide lactique comme élément métabolique principal. Les 

BALs appartiennent à différents genres et espèces et sont considérées comme étant non 

toxiques (Michel Desmazeaud., 1996). Ainsi, la flore lactique colonise de nombreux aliments 

tels que les produits laitiers, les viandes, les légumes et les céréales, et forme en partie la flore 

intestinale et vaginale de l'homme et des animaux (Stiles et al., 1997). Grace à leur 

performances technologiques, les espèces lactiques sont d’un usage important dans les 

processus de fermentation dont le but est de préserver les aliments. En conséquence, leur 

durée de vie est prolongée et certaines de leurs propriétés gustatives et texturantes sont 

conservées et ou améliorées. Ces aliments constituent souvent une identité culturelle (Corrieu 

et al ., 2008). Certaines espèces du groupe lactique ont le statut probiotique, en particulier 

Lactobacillus spp. et Bifidobacterium spp. c’est des résidents importants du tractus gastro- 

intestinal souvent exploitées pour leurs effets santé (Lee et al., 2009). 

Streptococcus thermophilus est l’une des espèces lactiques les plus utilisées dans les 

processus de transformation laitière (Rachel., 2021). En raison de son importance 

commerciale, cette bactérie a été bien caractérisée en termes de propriétés physiologiques, 

écologiques et métaboliques (Hutkins, 2014). En technologie alimentaire, cette espèce est 

d’une grande importance en raison de sa capacité à produire de l'acide folique et son pouvoir 

acidifiant. D’autres parts, sa capacité à former le biofilm s’est avérée aussi un trait important 

dans sa sélection comme culture starter (Boubakeur et al., 2022). 

Le biofilm constitue le mode de vie préféré des bactéries (Watnick et al ., 2000). Il est 

décrit par (Bjarnsholt .,2013) comme étant une communauté de microorganismes qui 

adhérent les uns aux autres et/ou à des surfaces au sein d’une matrice adhésive et protectrice. 

La production d’exopolysaccharides (EPS) est fortement liée à la formation de biofilm, 

ainsi toute perturbation des gènes impliqués dans la production de ces biopolymères peut 

empêcher la formation des biofilms matures (Watnick et al., 1999).   Les bactéries lactiques 

ont la faculté de produire des EPSs qui sont ensuite excrétés dans le milieu, comme c'est le 

cas dans le lait. Ces polymères ne servent pas de source d'énergie pour les micro-organismes 

producteurs. Outre leurs fonctions écologiques et leur importance technologique, ils sont aussi 

dotés de vertus thérapeutiques (Tok et Aslim., 2010). Les EPSs sont des macromolécules 

organiques à longues chaines linéaires ou ramifiées renfermant des unités de sucre à des 

proportions différentes, principalement du glucose, du galactose, et du rhamnose. Ces 
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biopolymères sont d’une valeur alimentaire, médicamenteuse et rhéologique (Temzi et al., 

2021). Ils sont considérés comme agents naturels possédant d’innombrables effets santé, on 

leurs attribue le rôle d’antioxydant, anticancéreux, antidiabétique, immunomodulateur, 

antibactérien (Al Kassaa et al., 2014; Riaz Rajoka et al., 2020). Autres propriétés 

fonctionnelles sont associées aux EPSs des BALs dont la réduction et ou l’élimination du 

cholestérol (Nataraj et al., 2020; Riaz Rajoka et al., 2020). 

Le cholestérol est un acide gras, parmi les lipides essentiels au fonctionnement normal 

de l’organisme. Au niveau sanguin, le cholestérol est transporté sous sa forme liée ou 

estérifiée par des lipoprotéines. Il s’agit d’un substrat essentiel pour la synthèse des hormones 

stéroïdes dans les glandes endocrines ou de la vitamine D dans la peau (Amrouche et al., 

2018). Selon la Fondation des maladies du cœur et de l’AVC (2016, 2018, 2019), 

l’hypercholestérolémie est considérée comme principal facteur de risque des maladies 

coronariennes, c’est la première cause de mortalité dans de nombreux pays du monde du fait  

que la progression fulgurante de cette maladie ne cesse de s'accélérer (Townsend et al., 

2016). Il a été prouvé que les personnes atteintes d'hypercholestérolémie, sont plus suspectes 

aux risques de crise cardiaque (trois fois) que les personnes dont le bilan lipidique est normal 

(Kumar et al., 2012). 

Les médicaments permettant de traiter ce déséquilibre lipidique sont omniprésents sur 

le marché, cependant, avec des effets indésirables, suscitant des inquiétudes quant à une 

utilisation à long terme (Korcz et al ., 2018). D’autres part, de nombreuses recherches ont 

indiqué la possibilité de réduire le taux de cholestérol sanguin grâce à la consommation des 

produits laitiers (Tok et Aslim., 2010), cela parait intéressant puisqu’une réduction de 1 % 

peut faire baisser le risque de maladie coronarienne de 2 à 3 % (Manson et al., 1992). Il 

convient ainsi de mettre l'accent sur la recherche de produits naturels d’origine végétale ou 

microbienne susceptibles de réduire sensiblement le taux de cholestérol sérique. 

Nos études in vitro s’inscrivent dans ce cadre. L’objectif est de tester la capacité de 

souches de lactate techniquement intéressantes à réduire et/ou éliminer le cholestérol.  

Le présent manuscrit comporte une introduction générale montrant l’importance et 

l’application des BALs dans les différents domaines ou on expose également l’objectif, la 

problématique et l’hypothèse proposée. Le chapitre matériel et méthodes est consacré à la 

présentation des étapes de la démarche expérimentale. Dans un troisième chapitre, les 

résultats et leur discussion sont illustrés. La dernière partie du manuscrit est consacrée à la 

présentation du Business Model Caneva (BMC). 
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1. Objectif de travail 

Cette étude s’inscrit dans le cadre de projet start-up, elle a pour objectif d’étudier une 

des propriétés santé d’un exopolysaccharide produit par une souche lactique à statut 

probiotique : Streptococcus thermophilus. En effet, l’étude envisage l’évaluation de son 

pouvoir anticholesterolemique. Ainsi, les étapes de la démarche expérimentale aboutissant à 

cet objectif sont décrites ci-dessous : 

 Sélection de souches à fort potentiel sécrétoire d’exopolysaccharides, 

 Estimation quantitative et qualitative du biofilm formé 

 Production d’EPS dans des conditions optimales 

 Evaluation du pouvoir d’assimilation du cholestérol par la cellule bactérienne 

 Evaluation du pouvoir anticholesterolemique de l’EPS produit 

2. Lieu et période de travail 

Cette étude a été accomplie sur une période de cinq semaines (allant de 29 Janvier au 

05 Mars) au sein du laboratoire de microbiologie et de biochimie de la faculté des sciences de 

la nature et de la vie de l’université Ibn-Khaldoun de Tiaret. 
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3. Protocole expérimental 

L’ensemble des étapes du protocole expérimental est illustré dans la figure N01. 

 
 
                                         Figure N°01 Etapes essentielles du protocole expérimental 

Sélection de la souche la plus productrice d’EPS (S. thermophilus, E. durans, Pediococcussp) 

 

 

a. Test du rouge Congo  

 

 

            S. thermophilus CNRZ 447 

Confirmation de 

l’espèce 

Analyse macro et microscopique 

Test de formation de Biofilm 

 

Analyse quantitative (Test 

réalisé sur tubes) 
 

 

 

 Analyse qualitative (Microplaque) 

Production d’EPS dans des conditions optimales 
 

Estimation du pouvoir anticholesterolemique  
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3. Matériel utilisé 

 3.1 Souches lactiques 

 
Trois espèces du groupe lactique ont été testées pour   leur   production   d’EPS 

dont   Streptococcus   thermophilus   CNRZ447,  Enterococcus   durans   et   Pediococcus 

spp. Les caractéristiques de ces dernières sont illustrées dans le tableau ci-dessous. 

 
Tableau N01 : Caractéristiques des souches testées 

 

 
 

 

Souches lactiques 

 

Gram 

 

Provenance et origine 

 

Numéro 

 

S. thermophilus 
 

+ 
 

France / yaourt 
 

CNRZ 447 

 

Pediococcus spp 
 

+ 
 

Turquie 
 

 

E. durans 
 

+ 
 

Blé fermenté 
 

 

 
 3 .2 Appareillage, verreries et produits chimiques 

 
                  Les matériaux utilisés dans cette étude sont classés dans le tableau N°01. 
 

 

Appareillage 

 

Verreries et 

consommables 

 

Produits chimiques et 

colorants 

 

Milieux de 

cultures 

 

Autres 

 

- Autoclave 

 

- Agitateur 

magnétique 

 

- Bain marie 

 

- Balance 

 

- Centrifugeuse 

 

- Etuve 

 

- PH-mètre 

 
- Plaque chauffante 

 

- Béchers 

 

- Eprouvettes 

Graduées 

- Erlenmeyers 

 

- Lames 

 

- Pipettes graduées 

 

- Pipettes pasteur 

 

- Tubes à essai 

 

-Acide acétique 

(CH3COOH) 

 

-Acide Sulfurique 

(H2SO4) 

 

-Méthanol (CH3 OH) 

 

-Violet de gentiane 

 

-Chlorure de sodium 

(Na Cl) 

 

-HCl 

 

-Saccharose 

 

- MRS (liquide) 

 

- MRS (gélose) 

 

- M 17 (liquide) 

 

- M 17 (gélose) 

 

-Milieu 

hypersaccharosé 

 

-Barreaux 

Magnétique 

-Bec Bunsen 

 

-Embouts 

 

- Micro-filtre 

 

- Gants 

 

- Micropipettes 

 

-Porte tubes 
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- 

Spectrophotomètre 

UV-Visible 

-Chronomètre 

 

-Congélateur 

 

-Microscope 

optique 

 

-Vortex 

-Boites Pétrie 

 

- Cuves 

 

- Spatule 

 

-Verre de montre 

 

- Flacon 

 

- Pissette 

 

-Tryptone 

 

-Phénol 

 

- Cristal Violet à 1% 

 

- Ethanol à 96% 

Colorants de Gram 

- Lactose 

 

- Rouge Congo 

 

- Phosphate buffer saline 

  

- Masque 

 

 
 

4. Méthodes et démarche expérimentale 

4.1 Vérification de la pureté de la souche 

 
La préparation des aliquotes a été précédée par une étape de vérification de la 

pureté des souches. Après avoir cultivé la souche sur milieu M17 plusieurs fois, une 

observation microscopique (après coloration de Gram) et macroscopique ont été réalisés pour 

confirmer l’espèce.  

NB/ S. thermophilus était la seule souche retenue pour les différentes analyses. 

Toutefois, l’espèce Enterococcus durans et   Pediococcus   spp   ont   été   écartées   à 

cause les contaminations subites lors des manipulations,  la   difficulté   de   leur 

purification (non disponibilité de milieux de culture sélectifs et certains facteurs de 

croissances) et la limite de temps accordée. 

 
4.1.1  Préparation des aliquotes 

 
La souche retenue pour les différents tests de cette étude été conservée pour 

plus d’une année ce qui a nécessité une étape de revivification en inoculant   le 

bouillon M17 par un volume de la suspension et en réalisant des ensemencements en 

stries sur gélose M17. Après incubation à 37°C pendant 24H, des observations 
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macroscopiques (Aspect   des   colonies,   leur   couleur   et   leur   forme) ;   et 

microscopiques (coloration de Gram) ont été réalisées pour confirmer la pureté de 

l’espèce étudiée. Les aliquotes ont été préparés et conservés au froid et avant chaque 

test les suspensions sont ajustées à l’échelle 0.5 Mac Farland, D0 = 0.08-0.13 

 

 4.2 Détermination de la formation de biofilm 

Pour révéler le phénotype biofilm+ de la souche sélectionnée, trois méthodes ont été 

adoptées : Test Tube et la méthode d’essai sur microplaque établies les deux par Cristensen, et 

la méthode de rouge Congo décrite par ( Freeman et al., 1989); Furtuna et al., 2018). 

 

4.2.1 Test du rouge Congo 

Le milieu M17 a été préparé et autoclavé à 121°C pendant 15 min, puis a été 

supplémenté de l’indicateur rouge Congo (0.01g). Les boites coulées ont été inoculées et 

incubées pendant 24 H à 37 °C. Un résultat positif se traduit par des colonies de couleur noire,  

tandis qu’un résultat négatif se traduit par une coloration rose des colonies. 

 
4.2.2 Test réalisé en tube 

Une suspension bactérienne ajustée à 10 8 cellules/ ml était réparti dans des tubes 

contenant le milieu M17. Les tubes ont été ensuite incubés à 42°C pendant 24H et 48H. 

Chaque tube a été soigneusement vidé de la culture bactérienne et rincé 03 fois avec de l'eau 

distillée et ont été colorés par le cristal violet 0,1%(m/v), après incubation de 15min, ; ils ont  

été rincés pour se débarrasser de l'excès de colorant et ont été laissés pour se sécher. L'acide 

acétique à 30% a été utilisé pour détacher les cellules attachées au paroi des tubes et la DO a 

été prise à 490 nm à l'aide d'un spectrophotomètre (Khadem et al.,2021). 

5. Production totale d’EPS 

 
La production d’EPS de S. thermophilus a été réalisée dans des conditions 

optimales (Khadem et al., 2020), et selon les étapes décrites par ( Ricciardi et al., 

2002). Brièvement, après thermisation dans un bain marie à 80ºC pendant 15 min, les 

tubes contenant la culture de S. thermophilus ont été centrifugés à 5000 g 
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pendant 15 min .Trois volumes d’éthanol (conservé au froid) ont été ajoutés dans le but 

de précipiter l’EPS.  Le mélange a été centrifugé à  -4ºC, 12000g, 20 min, et le culot    a 

été précipité une seconde fois en ajoutant un volume d’éthanol. L’EPS en culot a été 

récupéré après centrifugation dans les mêmes conditions et a été solubilisé dans l’eau 

distillée stérile. Il a été conservé au réfrigérateur jusqu’à son utilisation. 

 

  5.1 Production d’EPS en présence de cholestérol 

Le comportement des cellules en présence du cholestérol et leur aptitude en terme de 

production d’EPS a été conduite en adoptant le protocole de Tok et Aslim (2010); 

brièvement le milieu hypersaccharosé a été inoculé par une suspension de S. thermophilus 

ajustée à 108cellules /ml ; ce milieu a été supplémenté par le cholestérol à raison  de 100µg. 

Les cultures en présence de cholestérol ont été incubées. Afin d’étudier l’effet du cholestérol 

sur la croissance, les surnageants des suspensions incubées en présence de cholestérol ont été 

prise à 578 nm, ainsi, pour évaluer le rendement en EPS en présence de cholestérol, les 

cultures ont été traitées comme décrit dans la section (5). 

 
5.2 Dosage des EPS  

 
L’estimation du taux d’EPS produits a été faite selon le protocole de ( Dubois 

et al .,1956). Brièvement un volume de 0.5ml de la solution mère d’EPS ou de ses 

dilutions a été introduit dans un tube, puis 0.5 ml de phénol et 2.5ml d’acide sulfurique 

ont été ajouté, le mélange a été agité et la DO a été prise à 490nm contre un blanc. 

 

6. Elimination du cholestérol 

 6.1 Effet anticholesterolemique 

Le protocole de Tok et Aslim (2010) ; Kimoto et al (2002) a été adopté pour étudier 

la capacité de la cellule bactérienne et de son EPS à éliminer le cholestérol. Une culture de 

Streptococcus thermophilus CNRZ447 a été préparée en inoculant le bouillon M17 

supplémenté de sels biliaires (3 mg/ml) et cholestérol (100 µg/ml). Elle a été incubée à 42°C 

pendant 18 H et a ensuite été centrifugée à 10 000 g pendant 20 min à 1°C. La DO du 

surnageant a été prise à 517 nm à l’aide d’un spectrophotomètre et la part de 
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cholestérol éliminée a été estimée en soustrayant la quantité de cholestérol du surnageant de 

celle du contrôle (non inoculé). 

 
6.2 Élimination du cholestérol par les cellules traitées par la chaleur 

Le protocole de ( Kimoto et al., 2002) a été adopté pour ce test. Une culture 

jeune a été préparée dans un bouillon M17, cette suspension a été centrifugée à 1800 

g, pendant 15 min, elle a ensuite été rincée et le culot a été redissout dans 10 ml d'eau 

distillée. Ce a subi m é l a n g e  a subi un traitement thermique.   Les   cellules détruites 

par la chaleur ont été mises en suspension dans un bouillon M17 contenant des sels 

biliaires (3 mg/ml) et du cholestérol (100 μg/ml). Le processus d'incubation et de 

centrifugation était le même comme ci-dessus. Un dosage du cholestérol a été effectué 

dans le surnagent en lisant la DO à 517 nm. 

 
7. Analyses statistiques 

Les tests réalisés dans cette étude étaient répétés trois fois, les valeurs sont montrées 

en moyenne ± écart type. L’analyse statistique a été faite en utilisant le logiciel        SPSS 

25. 
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1. Vérification de la pureté de la souche 

L’observation micro (après coloration de Gram) et macroscopique   montrées 

dans le tableau ci-dessous confirment les deux la pureté de l’espèce étudiée. 

 
Tableau N03 : Résultats de l'aspect macro et microscopique de S.thermophilus 

 

 

Aspect des colonies sur milieu M17 

 

Aspect microscopique (Coloration de Gram) 

 
Colonies de couleur crème à aspect 

muqueux, surface bombée lisse 

 

Coques regroupés en chainettes, en amas Gram+ 

 

 
2. Détermination de la formation de biofilm 

Les photos montrées dans la figure N 01 illustrent le résultat de la capacité de 

S. thermophilus à former le biofilm sur la gélose rouge Congo (GRC) et sur tubes 

par la méthode du cristal violet. Sur GRC les colonies apparaissent en noir, selon 

Furtuna et al., (2018), les microorganismes ont tendance à vivre en communauté ou 

population ou les cellules sont en mode sessile, on parle ici de la notion de biofilm. 
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(A) (B) 

 

Figure N02 Détermination du biofilm de S. thermophilus par le test rouge Congo (A) et la 

méthode du CV (B) 

 
 

Mathur et al., (2006) ; Ait Meddour et al., (2014) indiquaient que la couleur 

noire des colonies sur gélose rouge Congo détermine une forte production de slime1. 

Ils signalaient aussi dans leur travail portant sur la   détermination   de   biofilm   en 

testant trois méthodes que le test rouge Congo n’est pas fort en termes de fiabilité. 

Les espèces du groupe lactiques sont capable de   former   le   biofilm.   Ainsi, 

cette capacité peut être variable d’une souche à l’autre. Lactobacillus lactis, 

Lactobacillus plantarum   et   Enterococcus   durans   forment   un   biofilm   consistant 

(Zhao et al., 2004). 

La formation de biofilm formée par S. thermophilus a été affectée par le temps avec 

une variation très significative (p˂0 .007), en effet la quantité de biofilm formé après 48h 

d’incubation est deux fois plus importante qu’après 24h d’incubation (0.3 : 24H VS 0.7 : 

48H). 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 Slime : Production d’une couche mince de nature polysaccharideque (O’Gara et Hamphreys, 2001) 
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Figure 03 ; Capacité de formation de biofilm en foction du temps 
 

D’autre part, selon les travaux de Khadem et al (2020) ; Boubakeur et al (2021), la 

capacité de S. thermophilus à former un biofilm est considérée comme moyenne (DO 

comprise entre 0.2 et 0 .4. 

Cette aptitude est expliquée d’une part par la forte capacité d’adhésion des bactéries et 

d’autre part par leur préférence de vivre en mode sessile ce qui les rend plus résistantes aux 

conditions environnementales. En effet, cette aptitude offre aux microorganismes certaines 

performances technologiques désirées dont la résistance aux agents antimicrobiens, aux 

différentes opérations de production, l’amélioration du potentiel probiotique et du rendement 

en certains métabolites (Flemming et al., 2010) et est exploitée beaucoup en agroalimentaire 

pour la préservation des aliments (Zhao et al., 2004). 

 
3. Production totale d’EPS en présence et en absence de cholestérol 

Le tableau N 04 illustre les rendements en EPS de la   souche   testée   en 

présence et absence de cholestérol. Il est remarquable que   dans   un   milieu 

supplémenté en cholestérol (100µg/mL, la production d’EPS a été fortement réduite, 

ainsi la valeur enregistrée était de l’ordre de 259±0 ,01 mg Eq de glucose/ L contre 

22± 0,01 mg Eq de glucose/ L. Il est bien évident qu’à une telle concentration la production 

a été négativement affectée (P˂0.001). 
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Tableau N 04: Rendement en EPS de S. thermophilus en présence et absence de cholestérol 
 
 

 Rendement en EPS mg/ml 

S.thermophillus sans cholestérol 259± 0,0160 

S.thermophillus+ 100 µg /ml 22±0 ,010 

 

 
La production d’ EPS des espèces de S.thermophilus varie de 1-2g/L ( Khadem et al., 

2022). Tok & Aslim (2010), ont rapporté que cette production est souche dépendante, et que 

parmi plusieurs souches lactiques, L. delbrueckii subsp. bulgaricus B3 avait le meilleur 

rendement estimé à 211 mg/ L 

Zhang et al., (2011) ont ajouté que l’EPS de S.thermophilus est de   nature visqueuse 

ce qui explique son application potentielle pour améliorer les propriétés physiques des 

produits. 

 
Selon le tableau ci- dessous, il est bien évident que dans un milieu contenant le 

cholestérol à 100 µg/ml, le rendement en EPS a été estimé à 22± 0,01 mg Eq de glucose/ L. 

est reste plus faible qu’en absence de cholestérol. L’effet du cholestérol sur la production 

d’EPS a été rapporté dans plusieurs travaux (Nataraj et al., 2020 ; Riaz Rajoka et al., 2020). 

Contrairement à ce qu’on abstenu, Tok et Aslim (2010) ont signalé qu’a la même 

concentration le rendement a été positivement affecté. Ils supposent ainsi que le cholestérol 

stimule la production d’EPS. 

 
4. Elimination du cholestérol 

4.1 Effet anticholesterolémique 

Sur le tableau N05 sont représentés les pourcentages   d’élimination   du 

cholestérol par S. thermophilus ; il est bien remarquable que la souche soit dotée 

d’une forte capacité d’élimination du cholestérol estimée à   85±0,61%.  



  Résultats & Discussion  

18 

 

 

 

Tableau N05 Pourcentages d’élimination du cholestérol par S. thermophilus 
 

 Elimination (%) 

Milieu inoculé 85,366±0,619 

Milieu non inoculé 0 (le cholestérol était à 100%) 

 
 

Ces résultats sont similaires à ceux de Gawand et al., (2021) qui ont enregistré une 

valeur similaire pour L. fermentum NCDC400 et proche pour S. thermophilus (75%). Tok & 

Aslim (2010) ont rapporté que les espèces lactiques les plus productrices d’EPS sont celles 

qui éliminent plus le cholestérol et que cette capacité diminue en fonction du temps 

d’incubation, elle est plus forte lorsque les cellules sont en phase exponentielle. L'élimination 

du cholestérol pour les souches testées dans leur étude pourrait être attribuée à l'EPS produit. 

De même Abd El Ghany et al., (2016) ont montré que l’activité hypocholestérolémiante 

du 𝛽- glucane est dose-dépendante et varie de 12,8% à 28,2% pour une concentration de 100 à 400 

µg/mL. 

 

 
5. Élimination du cholestérol par les cellules traitées par la chaleur 

 
L’élimination du cholestérol par les cellules tuées par la chaleur montre une 

réduction considérable, estimée à 33%, toutefois   elle   reste   moins   importante   que 

celle des cellules en croissance. Ces résultats sont en accord avec ceux de Tok & 

Aslim (2010) qui ont rapporté que le traitement thermique affectait négativement et 

significativement le potentiel de réduction de cholestérol, et que le pourcentage de 

réduction enregistré était au voisinage de 10%. 
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Comme les cellules tuées sont encore capables d’éliminer le cholestérol du 

milieu, ceci confirme qu’une partie du cholestérol est restée attachée aux 

cellules. Selon les résultats montrés ci-dessus, on remarque que l’état de la 

cellule affect signification son comportement à réduire le cholestérol présent 

dans le milieu, l’effet est très hautement significative (P˂0.001).
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Conclusion 

La présente étude a permis la mise au point d’un produit issue du métabolisme 

bactérien et ayant un effet bénéfique sur la santé. L’étude a révélé que S. thermophilus447 

CNRZ dispose n’ont pas seulement de propriétés probiotiques (résultats publiés) mais aussi 

de qualités appréciables en ce qui concerne l'activité hypocholestérolémiante. En effet la 

réduction du cholestérol en phase de croissance très considérable, de l’ordre de 85% , ainsi 

cette capacité persistait toujours lorsque les cellules sont traitées thermiquement (33%) . 

La combinaison d'une culture probiotique pouvant réduire le cholestérol et d'une 

souche ayant une grande capacité de production d'EPS peut servir à la préparation d'un 

produit laitier fermenté ayant un effet positif sur la santé des consommateurs. Cela offre de 

nombreuses opportunités en termes d’utilisation de cette espèce (ou d’autres espèces 

lactiques), en particulier en industrie laitière ou elle pourrait par exemple servir à la 

production de fromage, le lait fermenté ou un dessert laitier à teneur réduite en cholestérol 

avec des performances fonctionnelles intéressantes. Et puisque les consommateurs 

aujourd’hui sont de plus en plus conscients du lien existant entre l'alimentation et le bien-être, 

il devient maintenant fort important de plus mettre l'accent sur la recherche scientifique de 

produits alimentaires naturels à faible teneur en matières grasses et de produits susceptibles de 

réduire sensiblement le taux de cholestérol sérique avec des effets secondaires mineurs. 

En effet, des amples études in vivo sont requises non seulement pour explorer les 

mécanismes de régulation de l’action hypocholestérolémiante des BALs, mais aussi afin de 

prévenir des réactions négatives possibles. 
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Annexe I Composition des milieux de culture 

[Milieu MRS] 
 

 
 

Ingrédients Quantité 

Peptone 10g 

Extrait de viande 10g 

Extrait de levure 5g 

Glucose 20g 

Tween80 1ml 

Phosphate bi potassique 2g 

Acétate de sodium 5g 

Citrate d’ammonium 2g 

Sulfate de magnésium 0.2g 

Sulfate de manganèse 0.5g 

Agar 15g 

 

 

 
[Milieu M17] 

 

 

 

 

 

Tryptone 2.5g 

Peptone papainique de soja 5.0g 

Peptone pepsique de viande 2.5g 

Extrait de viande 5.0g 

Extrait auto-lytique de levure 2.5g 

Beta-Glycérophosphate de sodium 19.0g 

Sulfate de magnésium 0.25g 

Lactose 5.0g 

Acide ascorbique 0.5g 

Agar-agar bactériologique 15.0g 

PH à 25°C 7.1± 0.2 
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[Milieu hyper-saccharosé] 
 
 

Tryptone 10g 

Saccharose 50g 

KH2PO4 5g 

pH 6.5 

 

 
[Tampon PBS] 

 
 

Chlorure de sodium 8g 

Chlorure de potassium 0.2g 

Phosphate disodique 1.15g 

Phosphate (Monopotassique) 0.2g 

 

 

Autocaver les milieux à 121°C pendant 15min 
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Annexe II: Photo des étapes de la coloration au cristal violet 
 

 

 

a) Quantification du biofilm sessile dans les tubes 
 

 

 

 

 

 

 
b) Microplaque - S. thermophilus 
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ANNEXE III: Appareillages 
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Résumé 

La majorité des exopolysaccharides (EPS) utilisés en industrie alimentaire proviennent de 

plantes, d’animaux et d’algues. Les EPS produits par les bactéries lactiques ont acquis une 

importance considérable depuis quelques années étant donné leur statut GRAS. Ils ne sont pas 

seulement imoprtants pour l’industrie alimentaire, mais aussi en cosmetique et en 

pharmacologie. 

La présente étude vise en premier lieu a étudier l’effet anticolestérolémique de l’EPS produit 

par S. thermophilus ainsi que la corellation entre la production d'exopolysaccharides et taux 

d'élimination du cholestérol. Après une sélection des souches qui dépendait de leur capacité 

de production d’EPS et de former le biofilm, S. thermophilus a été retenue. 

Il a été établi que S.thermophilus CNRZ 447 produisait une quantité considérable d'EPS 259 

mg/l, était capable d'éliminer une quantité supérieure de cholestérol du milieu, estimé à 85%. 

En outre, la production d'exopolysaccharides a été évaluée en présence de cholestérol 

(100µg/ml), et a été négativement affectée. En effet, des concentrations inferieures devraient 

être testées. Le traitement thermique n’a pas affecté la capacité de la souche à éliminer le 

cholestérol, la réduction était à 33% cela indique l’implication des EPS dans le mécanisme de 

réduction du cholesterol. 

D’après les résultats préliminaires, ces métabolites vedettes peuvent en induire des réponses 

physiologiques positives, notamment une baisse du taux de cholestérol 

L’EPS peut constituer un traitement potentiel de l'hypercholestérolémie 
 

Mots clés : Exopolysaccharides- GRAS- S.thermophilus CNRZ 447 - anticolestérolémique 

 

 

 

ABSTRACT 

The majority of exopolysaccharides (EPS) used in the food industry come from plants, 

animals and algae. EPS produced by lactic acid bacteria have acquired considerable 

importance in recent years, given their GRAS status. They are not only important in the food 

industry, but also in cosmetics and pharmacology. 

The main aim of the present study was to investigate the anti-cholesterolemic effect of EPS 

produced by S. thermophilus, and the correlation between exopolysaccharide production and 

cholesterol elimination rates. S. thermophilus was selected on the basis of its ability to 

produce EPS and form biofilms. 

It was found that S.thermophilus CNRZ 447 produced a considerable amount of EPS 259 

mg/l, was able to remove a higher amount of cholesterol from the medium, estimated at 85%. 

In addition, exopolysaccharide production was evaluated in the presence of cholesterol 

(100µg/ml), and was negatively affected. Indeed, lower concentrations should be tested. Heat 

treatment did not affect the strain's ability to eliminate cholesterol, and the reduction was 

33%, indicating the involvement of EPS in the cholesterol reduction mechanism. 

Preliminary results suggest that these featured metabolites can induce positive physiological 

responses, including a reduction in cholesterol levels. EPS may be a potential treatment for 

hypercholesterolemia 

Mots clés : Exopolysaccharides- GRAS- S.thermophilus CNRZ 447 - hypercholesterolemia 
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 : ملخص

 

 تعد النباتات و الحيوانات و الطحالب مصدر أساسي لمتعدد السكريات الخارجية المستخدمة في صناعة الأغذية . 

فهو ليس GRAS. اكتسب متعدد السكريات الخارجية المنتج من طرف بكتيريا حمض اللاكتيك أهمية بالغة في السنوات الأخيرة نظرا لخاصية

 .مهم فقط لصناعة المواد الغذائية, و لكن أيضا في مستحضرات التجميل و علم الأدوية

 .سطعلى تخفيض نسبة الكوليستيرول في الوS.thermophilusة تهدف الدراسة الحالية أولا إلى دراسة قدرة السلالة البكتيري

رة من و كذا تخفيض نسبة معتبmg/ml EPS 259 ,على إنتاج كميات معتبرة من S.thermophilus CNRZ447أثبتت هذه الدراسة قدرة 

من  (100µg/ml)  ي على نسبةإضافة على ذلك, إنتاج متعدد السكريات الخارجية في وسط يحتو85 الكوليستيرول الموجود في الوسط %

رغم بدى السلالة يرول لالكوليستيرول عرف تناقصا هذا ما يستوجب اختبار تراكيز اقل . لم تؤثر المعالجة الحرارية على قدرة تخفيض الكوليست

 من تناقصها .

 . يستيرولة الكولهذا المنتج الأيضي المهم يمكنه تحفيز استجابات فسيولوجية ايجابية أهمها تخفيض نسبتشير النتائج الأولية إلى أن  

 .يرول الدمتالمنتج قد يكون علاجا محتملا لفرط كوليسEPSمتعدد السكريات الخارجية 

 ليستيرولمضادات الكو- S.thermophilus CNRZ 447- GRAS -عديدات السكاريد الخارية : الكلمات الدالة
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Business Model Canevas 



 

 

 

 

 

République Algérienne Démocratique et Populaire 

Ministère de l'Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique 

Université Ibn Khaldoun–Tiaret Faculté des Sciences de la Nature et de 

la Vie 

Département des Sciences de la Nature et de la Vie 
 

 

 

 

 
 

Nom de l’entreprise 

CEPS 
 

 

Nom commercial CHOLEST-EPS 
 

 

Année universitaire : 2022 _ 2023 

Arrêté ministériel (1275) dans le cadre d’un diplôme STURT- UP 
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Fiche d'informations 
 

À propos de l'équipe de supervision et de l'équipe de travail 

 

 

1- Equipe d'encadrement 
 

 

 

 
 

équipe de surveillance 

Spécialisation Toxicologie et sécurité alimentaire 

Spécialisation 

Microbiologie 

 المشرف الرئيسي  :

KHADEM HAFIDHA 
 :المشرف مساعد

MEZOUAR DJAMILA 

 

 

 

2- Equipe de travail 
 

 

L’université Spécialisation Projet de groupe 

Université Ibn Khaldoun– 

Tiaret Faculté des Sciences de 

la Nature et de la Vie 

Département des Sciences 

de la Nature et de la 

Vie 

 
 

Toxicologie et sécurité 

alimentaire 

MOUAZ IKRAM 

OTMAN IMAN 

BENHAOUCHE 

Wahida 



PREPARATION PHARMACEUTIQUE A BASE D’EXOPOLYSACCHARIDES DE 

BACTERIES LACTIQUES 

 

 

 

 

I. Premier axe 

Préparation d’un traitement naturel à base d’exopolysaccahrides de bactéries 

lactiques pouvant réduire le cholestérol 

 

 

 Valeurs suggérées 

 
a. Valeurs scientifiques 

 

L'objectif majeur de l'approche adoptée est de 

fournir une alternative aux traitements existants, 

généralement de nature chimique. Elle vise à utiliser 

comme acteurs principaux un groupe de bactéries 

connues pour leur innocuité (GRAS), les bactéries 

lactiques, qui sont de plus en plus exploitées dans les 

industries agro-alimentaires, pharmaceutiques et 

cosmétologiques. Dans ce contexte, nous envisageons 

d'exploiter l'effet anticholestérolémique de l'EPS 

produit par S. thermophilus, un ferment lactique à 

potentiel probiotique. 
 

Valeur personnalisée 
 
 

Le métabolite envisagé pour son pouvoir 

anticholesterolemique est L’EPS, 

Ce polymère de nature visqueuse et de structure variable est produit avantageusement 

lorsque les conditions physicochimiques et organiques sont optimales. Il s’agit d’un bio 

métabolite considéré comme sur. Apres caractérisation de son profil chromatographique 

(identification avec précision de sa composition et sa structure) Il   peut   être   lyophilisé 

dans des conditions optimale tout en gardant l’activité biologique, la stabilisé du produit. 

Il est par la suite reformulé sous forme de capsule facile a utilisé pour les personnes 

présentant un déséquilibre lipidique 

 
a. Valeur de prix 

Notre objectif est de proposer pour cette innovation un prix de vente compétitif et raisonnable, 

tenant compte des coûts impliqués et de la marge bénéficiaire, laquelle doit être raisonnable. 
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b. Valeur par conception 
 

Le produit final 

possède un design appréciable, simplifiant 

son usage, et ce pour se démarquer de ses 

concurrents 

2. Valeur de haute performance 

Notre objectif est de proposer pour cette innovation un prix de vente compétitif et raisonnable, 

tenant compte des coûts impliqués et de la marge bénéficiaire, laquelle doit être raisonnable. 

3. Valeur de haute performance 

Le produit par sa nature (GRAS), son prix compétitif et ses effets indésirables minimes par rapport 

aux médicaments existants peut relever le défi de couvrir les premières années les besoins du 

marché national et par la suite s’orienter vers l’exportation. 

 

 
 

Equipe de travail 

L’équipe actuelle est composée de l’encadrante Mme KHADEM Hafidha, Mme BOUBAKEUR 

Badra et des étudiantes MOUAZ Ikram, BENOTMANE Imane, BENHAOUCHE Wahida, 

inscrites en master Toxicologie et sécurité alimentaire. 

Les encadrants sont spécialisés en microbiologie et tout particulièrement dans l’utilisation des 

biomolécules d’origine microbienne comme alternatives innovantes permettant de générer des 

produits d’intérêt pharmaceutique et médical de haute performance 

 Objectifs du projet 

Notre objectif est de préparer une formulation pharmaceutique ayant pour effet 

global la réduction du cholestérol 

. 



PREPARATION PHARMACEUTIQUE A BASE D’EXOPOLYSACCHARIDES DE 

BACTERIES LACTIQUES 

 

 

a. Chronologie de réalisation du projet : 
 

 
 

La mission Temps 

Préparation et caractérisation de la souche 

productrice 

7 jours 

Collecte de matières premières 500 à 

1000 litre 

01 jour 

Analyse physicochimique et 

microbiologique de la matière primaire 

5 jours 

Enrichissement de la matière primaire et 

préparation de la cuve de fermentation 

01 jour 

Remplissage de la cuve (fermenteur) 01 jour 

Déroulement de la fermentation 05 jours 

Récupération du produit « EPS » 03 jours 

Purification du produit 03 jours 

Contrôle des EPS récupéré 03 jours 

Préparation du produit final « Sérum » et 

conditionnement (emballage) 

02 jours 

Total 27 jours 
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II. Deuxième axe 

Aspects innovants 

L’EPS des bactéries lactiques est considéré comme sur ; ses effets santé sont innombrables 

et ont été prouvé in vivo. Les médicaments traitant les taux élevés du cholestérol existent sur 

le marché national et international ; ils sont à base statine c’est-à-dire leur production est 

fondée sur des vois chimiques avec des effets négatifs et indésirables non négligeables et 

dangereux à long terme. 

La présente biomolécule consiste en une alternative pouvant remplacer au compétir les 

autres hypolipidémiants existants. 

La formulation aura donc le statut d’ingrédient naturel, d’autre part cette molécule est 

miraculeuse en termes d’effets santé quelle possède en parallèle (prébiotique) et qu’elle peut 

transmettre à l’hôte. 

 

 
I. Troisième axe : Analyse stratégique du marché 

III.1. Main d’œuvre 

1. Collecte et entretient de la matière primaire 
 

Le personnel chargé de la collecte et de l’analyse physicochimique et 

microbiologique de la matière primaire devrait être constitué de personnes qualifiées en 

microbiologie et biochimie. 

Le personnel chargé du transport devrait être qualifié en termes de conduite et 

responsabilité à l’égard du maintien de la qualité de la matière primaire. 

III.2.2. Production et emballage 

 

Le personnel chargé de la production des EPSs et de l’analyse physicochimique et 

microbiologique de produit fini devrait être constitué de personnes qualifiées en 

microbiologie industrielle. Le personnel chargé de l’emballage devrait être qualifié en 

chimie des matériaux. 

III.3. Commercialisation 

Le personnel chargé de la commercialisation du produit fini devrait être qualifié en 

marketing 



 

 Concurrent 

 
Plusieurs laboratoires et organismes dominent le marché du médicament en Algérie; les 

EPSs sont exploités dans de nombreux secteurs à l’échelle mondiale, où ils sont utilisés 

comme texturants, gélifiants (agroalimentaire) ou en médecine et pharmacologie comme 

des ingrédients de préparations des crèmes, des compléments alimentaires, des agents 

antimicrobiens, antitumorales, immunomodulateurs et anticholestérols. Ces EPS sont 

utilisés individuellement ou en combinaison avec d’autres produits pour un large 

éventail de fonctions dans le domaine biomédical. Les diverses applications s'expliquent 

par le grand nombre de dérivés dont les propriétés utiles peuvent être contrôlées. 

Nous envisageons ici la mise en œuvre d’une formulation faite d’ingrédients naturels et 

ce dans le but d’offrir aux consommateurs (clients) un produit final sur et de qualité doté 

de plusieurs activités biologiques et avec moins d’effet indésirables vis-à-vis de la santé 

de l’homme et l’environnement, pouvant compétir d’autres produits sur le marché. 

 
Concernant le prix en alignant notre stratégie sur celle de notre pays, en matière de 

développement socio- économique durable et de notre politique pharmaceutique nationale, 

nous visons un accroissement de capacité de production ainsi que l’élargissement de notre 

gamme de sorte que notre   produit trouve un succès et une popularité a un prix bien étudié 

et raisonnable. 

Les produits anti-âges hydratants sur le marché international oscillent entre 3- 12 € 

estimé entre 440 -1800 DA. Le prix du produit soit fixé sur le marché à 1000 DA. 

 
 Marché cible 

 

On vise couvrir le marché du médicament, les laboratoires de production et d’autres 

institutions de secteurs différents (cosmétiques – alimentaire): Les interactions et les 

transactions se déroulent entre deux entreprises (business to business) . 

 

 Exigences légales 

Le responsable du système management de la qualité doit s’assurer que des processus 

appropriés de communication soient établis au sein de l’entreprise et que la communication 

concernant l’efficacité du système management de la qualité ait bien lieu. 
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II. Quatrième axe : plan de production et organisation 

IV.1. Plan d’organisation 
 

Le processus de préparation et de formulation du produit final implique plusieurs étapes 

dont : 
 

a-Prétraitement et contrôle 

 

Après la quête , la matière première devrait d’abord subir un contrôle physicochimique et 

microbiologique et enrichissement par des facteurs de croissance minéraux. 

b-Fermentation 

La matière primaire qui un subit un prétraitement est ensuite placées dans des propagateurs 

de grand format (500 à 1000 L) et inoculée par une quantité précise de la culture starter 

« inoculum industriel ». 
 

 

 

 
 

 

 

Fermenteur à grande échelle. 
 

c-Récupération 

Les EPS subissent ensuite une étape d’extraction, précipitation et de purification en utilisant 

des produits non toxiques. 

 
d. Analyse de purification 

Une fois purifiés, les EPS sont destinés à un contrôle physicochimique et contrôle de stabilité 

afin de s’assurer de leur pureté. 
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Système HPLC 

 
 

e. Séchage 

Une fois purifiée, les EPS peuvent être stabilisé via une lyophilisation (séchage sous vide) 

en considérant certains paramètres de l’approche tout en préservant la qualité du produit. 

 

 
Sécheur à pulvérisation 

 

f. Conditionnement en poudre 

Les EPS destinés aux laboratoires ou aux autres unités sont à l’état anhydre et sont par la 

ensuite conditionnée dans des emballages appropriés, 

g.Préparation produit CHOLEST-EPS « CEPS » 

La formulation finale du produit contient majoritairement et comme ingrédient principal 

l’EPS individuelle ou en combinaison avec d’autres produits. 

 

IV.1. Plan De Financement 

 
Pour soutenir les activités de l'entreprise. Notre plan de financement comprenant les 

éléments clés suivantes : 

a- Investissements initiaux 

On berge notre projet sous la direction de fond national d’investissement. Prêts initiaux : Montant 

emprunté auprès de banques pour financer les investissements de démarrage. 

b- Investissements à moyen/long terme 

Équipements et immobilisations : Montant nécessaire pour acquérir des équipements, des locaux 

ou d'autres actifs à moyen/long terme. 
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Financement de l’équipement. Moyen terme 
 

Les machines / produits chimiques Prix 

Fermenteur de laboratoire 15 à 20 million de centime 

Fermenteur industriel De 30 à 70 million de centime 

 

Sécheur à pulvérisation 
73 million de centime 

Système de HPLC : chromatographie à haute pression 180 million de centime 

Autoclave 36 million de centime 

Spectrophotomètre UV/ Visible  

Réfrigérateur et congélateur 20 million de centime 

 
Financement de l’équipement /long terme. 

 

La machine Temps 

Automobile 250 million de centime 

Infrastructure 

Terrain dans la zone industrielle 

2 milliard de centime 

 
• Le Bénéfice de l’entreprise 

 
Au dépend de plusieurs facteurs, notamment les revenus, les coûts et les dépenses. Et selon la 

formule universelle pour calculer le bénéfice d'une entreprise : 

Bénéfice = Revenus totaux - Coûts totaux - Dépenses totales. 

Les revenus totaux correspondent à l'ensemble des revenus générés par l’entreprisepour un début : 

 
 

On envisage commencer par la production de 1000 boites pendant environs 10 jours. 

RT= 1000×1000DA (prix d’une seule BOITE)= 2000000 DA/ jours. 

https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fwww.directindustry.fr%2Fprod%2Fanhydro%2Fproduct-205837-2081599.html&psig=AOvVaw1MDSeOEh-wF5y9RksWTniS&ust=1687438205750000&source=images&cd=vfe&ved=0CBMQjhxqFwoTCMDH6q-z1P8CFQAAAAAdAAAAABAE
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Cout Totaux 
 

 
Désignation Nombre/ quantité  Cout 

Matières premières 1000 L Substrat bon marché 

« Lactosérum » 

Main-d'œuvre directe 2 laborantins et 4 

agents polyvalents 

- Salaire des Laborantins= 

2×35000=70000da; 

- Salaire des agents 

polyvalents=2×20000 =40000da 

Total  110000 Da 

Frais de production : 

- Ethanol 

 
 

- Emballage 

 
- 3000 L (pour 1000 L de 

milieu) ; 

- Les capsules du produit 

seront mises dans des petites 

boites en plastique ; 

 
-Prix 1000 L : 150000 Da. ; 

- Prix par unité : 200 Da, soit 

200000 Da pour 1000 boites.            

-INTERNET/ 2000DA 

-TARIFDES APPELS/2000DA 

 

Couts totaux = 354000Da 

Dépenses totales - Electricité et gaz ; 

-Eau 

150000 Da/ 6= 25000 ; 

40000/6= 6600. 

Dépenses totaux= 31600 Da 

Bénéfice CLEPS / mois = Revenus totaux - Coûts totaux - Dépenses totales. 

Soit 

1000000 –354000- 31600= 614400 Da 

 

Calcule de Bénéfice CLEPS 
 

 

Bénéfice CLEPS = Revenus totaux - Coûts totaux - Dépenses totales. 
 

 

Bénéfice= 614400 Da  

12×614400Da = 7372800DA/ANS 

Notre bénéfice pour la première année est de 18470064.DA. 
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Revenu de la deuxième Année 

Espérons une croissance de 20 %, ce qui corresponds à des ventes de : 
 

2000000+2000000×20/100=2400000Da. 

 
Coûts de production 

Les coûts de production peuvent augmenter en raison de l'expansion de 

l'activité. 

 
Supposons que les coûts de production s’élèvent à 300000 DA. 

Dépenses opérationnelles : les dépenses opérationnelles augmentent 

légèrement pour atteindre 

40000 DA. 

 
 

Bénéfice 

Le bénéfice brut pour la deuxième année serait donc :  

2400000-300000 - 40000 = 2060000 Da / mois 

soit 

2060000× 12=24720000 Da/ ans. 

Revenu de la troisième Année 

Supposons une croissance continue : La startup poursuit sa 

croissance en consolidant sa clientèle existante et en attirant de 

nouveaux clients. 

 
Espérons pour la troisième année une croissance de 23 

%, ce qui signifie des ventes de 

: 

24720000 + (24720000×23/100) = 30405600Da/ mois. 

 

 

 

 
Au fur et à mesure que la production se lance, des recherches 

complémentaires visant à l’améliorer et augmenter la qualité et 

donc les fonctionnalités du produit tout en respectant la les prix 

pour couvrir plusieurs marché 
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La Production s'élèvent à 400000 DA et les dépenses 48000 

DA. 

 
Le bénéfice de la troisième année serait de : 

 

 

30405600 – 400000- 48000= 299576600Da/ mois 

Soit 

299576600×12= 359491200Da/ ans 

 

 

La figure ci-dessous illustre l’évolution du bénéfice durant trois 

ans. 
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PROTOTYPE DU PRODUIT: 
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Ce médicament ne doit pas se 

substituer à une alimentation 

variée et équilibrée et à un 

mode de vie sain 

Mode utilisation : 2 à 4 

capsules par jour au cours du 

repas 

Voie d’administration : Orale 

Médicament biosimilaire 

produit partir de bactéries 

lactiques probiotiques 

Contre indiqué pour les 

personnes présentant une 

hypersensibilité à l’un des 

composants. 

CHOLES-EPSC   contient 

comme ingédient principal 

l’EPS  des  bactéries 

lactiques ; un polymère de 

nature visqueuse et de 

structure variable. Il s’agit 

d’un bio métabolite 

considéré   comme   sur. 

présenté sous forme de 

capsule facile a utilisé pour 

les personnes présentant un 
déséquilibre lipidique 

 
Description : Médicament qui 

peut être indiqué en cas des 

niveau élevés de cholestérol et/ou 

les troubles lipidiques, il peut être 

prescrit pendant la grossesse ou 

l'allaitement. 
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