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Résumée

Les fibres alimentaires sont des substances riches en inuline, pectine etoligosaccharide, sont
utilisée dans 1’industrie agroalimentaire. Cette richesse des fibres pourrait étre exploitée en
biotechnologie comme un candidat potentiel commeprébiotique. L’objectif de ce travail était
I’évaluation de I’effet des fibres alimentaires (son de blé) sur le développement de L.lactis et
S.aureus.Cette évaluation faite & différentes concentrations du son de blé dans des milieux de
culture spécifiques pour l.lactis My7; un milieu ordinaire en avec lactose utilisé comme
témoin et un milieu modifié sans lactose reconstitué avec 3 concentrations de son de blé
(0.5% -1%-1.5%) ; pour s.aureusun milieu MH avec son de blé a concentrations différents
(0.5%-1%-1.5%) .

Les résultats montrent que le développement de L.lactis ; S.aureus, appréciée apres 24 h puis
48h d’incubationa (44°C pour L.lactis, 37°C pour S.aureus) en absence eten présence de son
de blé.

L’¢tude indique que le son de blé affect de prolifération de L. lactisetS.aureus.

Mots-Clés : Fibres alimentaires. Prébiotique. Son de blé. Développement.



OpsSill el 3l ae ) plian 3 Lle a5 2 Sl Q8 i | el VL Aie ) ge 4000800 LYY e
L g o (B Sy (5 58U i S Apall Lin o) 9331 Jlane 8 LIl ransy SIS il

il 13¢], S aureus L. lactisbsaSll s e (el Al ) 430380 CLIY) 80 s o8 Jaall 138 (g0 i g2l
5 5 e s sing gale gL lactis Ja¥ MyrAala bl sl o eal) A0 (e dilide @l 38 53 Jlasial oy
“%1- %0.5) ddlite 3:S) 35 A3 madll Allady allasin) 5 5 5O0) e eLaiuVl alaad oS dan s 5 LIS Jeria
a8l ARG (e Adlid 380 55 3 plaaiubMH b S aureus da) o 55 (%1.5

Lalall 8 4clu 48 o 4eludd a0 0 3G, aUreus sL.lactis oo JSI ) sai jelai il
ol Al Gbe 525 (S aureusd C°37 sL.lactisdCo44)

. L.lactissS.aureusce JS ASS jadas e 3 jaall Ll peadl) AlA5 o ¢ Al ol

et el A el gy Alae LT Apalital) cilalst)



Introduction



Introduction

Le tractus gastro-intestinal humain est hébergé par 100 000 milliards de bactéries
qui constituent le macrobiote intestinal. Bien que la quantité de bactéries dans
l'intestin humain soit dix fois supérieure au nombre de cellules du corps, des
mécanismes finement régulés permettent & ces microorganismes de coloniser les
surfaces et de survivre en symbiose avec leur hote. Ce phénomeéne de tolérance est
facilité par la séparation physique entre bactéries et cellules hoétes, notamment par
I'intermédiaire de la couche de mucus(1).

Le microbiote intestinal humain peut étre considéré comme un organe & part entiére
ayant coévolué avec les humains pour parvenir a une relation symbiotique menant a
I’homéostasie physiologique. L'héte fournit  un environnement riche en nutriments
tandis que les bactéries occupent des fonctions indispensables que les humains ne
peuvent exercer eux-mémes, telles que la production de certaines vitamines, la
digestion de polysaccharides complexes et la mise en place d’un systéeme
immunitaire efficace. Grace a la production dacides gras a chaine courte,
majoritairement  acétate, propionate et butyrate, les bactéries influencent
positivement la prolifération et la différenciation des cellules épithéliales
intestinales, et affectent ainsi la production de divers médiateurs métaboliques (2).

Des modifications de la composition bactérienne du microbiote intestinal
(dysbiose) ont été associées a des dysfonctionnements de l'appareil digestif a cause
de changement brutale de I’environnement, I’antibiothérapie, le stres...(3).

Lanotion d’une vie symbiotique entre prébiotique et probiotique  est
développement pour agir au font du microbiote intestinal, dont le but de prévenir les
dysbioses et rétablir ainsi I’équilibre intestinal et la santé de 1’organisme(4).

Elie Metchnikoff a affirmé que les bactéries lactiques offraient des bénéfices pour
la santé conduisant a une plus grande longévité, c’est le précurseur de I’utilisation de
bactérie lactique dans le but de restaurer la microflore intestinale via Ila
consommation de laits fermentés(5).Ces bactéries  bénéfiques sont appelés
aujourd’hui,"les probiotiques”Selon le rapport de la FAO et 'OMS en 2001 ces
microorganismes,lorsqu'ils sont ingérés en quantité suffisante,exerceraient un effet
bénéfique sur la santé de I'h6te(6). Al’heure actuelle les affirmations sur le bénéfice
apporté parles probiotiques sont variées ; ces microorganismes sontcapables de

contribuer positivement a l'activité de lamicroflore intestinale et par conséquent,
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a la santé du consommateur. En réalité, les probiotiques doivent étre capables de
survivre dans le tractus digestif. La maintenance de cette viabilité au niveau
intestinal fait appel a des substances de nature polysaccharidiques qui sont
considérées eux méme comme additifs alimentaires et qui sont agrées sous le
nomprébiotiques (7). Ces derniers qui sont surtoutdesfibres alimentaires ;des
polysaccharides tels que I’amidon, [I’inuline, les pectines, les gommes, et des
oligosaccharides non digestibles,sont essentiellement utilisés dans les industries
alimentaires (8).llscontribuent a la digestion et stimulent le systeme immunitaire par
la croissance des bactéries bénéfiques telque lactococcuslactis ce micro-organisme
se regroupent habituellement en paires ou en courtes chaines et sont communément
isolées dans les produits végétaux, céréales.....etc.; lelait crus de ruminant sont des
milieux naturellement riches en lactocoques(9).

Dans ce contexte cette présente étude a pourbut ou objectif d’évaluer
I’effetprébiotiquede fibre alimentaire  sur le développement de lactococcuslactis et

staphylococcus aureus.
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Matériel et méthodes
1-Objectif

L’objectif de notre travail est I’évaluation de I’effet prébiotique des fibres
alimentaires vis-a-vis de Lactococcus lactis et Staphylococcus aureus.

2-Lieu et durée de travail
Ce travail a éte réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie de la faculté des
sciences de la nature et de la vie « Université 1bn Khaldoun » Tiaret.

La durée de travail est prolongée de 07 février au 28 Mai 2017.

3-Matériel et Méthodes
3-1-Matériel utilisés

3-1-1- Souches étudiéees
Bactérie bénéfique : Lactococcus lactis
Bactérie pathogéne : Staphylococcus aureus

3-1-2-Substrat végetale : le son de ble.

3-1-3- Matériel de laboratoire
L’ensemble de matériel et produits utilisé au cours de notre travail est organisés sur le

tableau suivant :

Matériel de routine | Milieux de culture | Réactifs et autre Appareillage
Béchers Bouillon et gélose | Violet de gentiane | Autoclave
Eprouvettes M17 (avec et sans | Fuschine Agitateur
Pipettes pasteur lactose) Lugol magnétique
Micropipette Bouillon nutritif Alcool chauffant
Flacons Gélose Muller L’eau distillée Spectrophotometre
Boites de pétri Hinton (avec et Balance
Cuves sans son de blé) pH métre
Tubes a essai Microscope optique
Pissette Etuve
Lame et Lamelles Broyeur électrique
Tamiseur
Thermomeétre
Bec bunsen

Tableau 01 : Matériels et produits.
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3-2-Méthodes

3-2-1- protocole expérimental : les étapes de notre travail sont réesumeées dans
I’organigramme suivant :

Son du blé

y

Broyage

y

Tamisage

A 4

Lactococcus Staphylococcus
lactis aureus

A 4
Coloration du Gram(Examen
microscopique)

\ 4

Repiquage
Ensemencement sur les boites pétri et tubes a essai
(Examen macroscopique)

Préparation des
milieux de culture
(Incorporation de 0.5-
1- 1.5% de son de blé)

Préparation des aliquotes et standardisation (DO: 0.08 sur
I’échelle 0.5 Macfarlane pour les deux souches bactériennes)

Evaluation de I’effet prébiotique de son du blé

(Ensemencement 100plde chaque aliquote bactérienne sur le milieu en présence et absence de

son de blé)

Figure 01 : Etapes du protocole expérimental.
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3-2-2- Testes réaliseés :
3-2-2-1- Préparation des milieux de cultures :

Pour suivre la croissance de les deux souches :Lactococcus lactiset Staphylococcus
aureusen milieux de culture sélectifs, nous avons préparé des différents types des milieux :

1 - Milieux sélectifs de lactococcus lactis

- Le bouillon M17

-la préparation de la gélose M17ordinaire avec lactose, et un milieux modifier sans
lactose avec concentration déférent de son de blé (0.5g9,19,159).

2- Milieux sélectifs de staphilococcus aureus
-Préparation du bouillon nutritive.
- la préparation gélose Mueller Hinton ordinaire avec lactose, et un milieux modifier
sans lactose avec concentration déférent de son de blé (0.5g9,19,159) (4).

3-2-2-2-Préparation de poudre de son de blé
e Dbroyage
Le son du blé a été broyé a 1’aide d’un broyeur électrique.

e tamisage
Par un tamis de 250um du diametre pour obtenir la poudre de son de blé.

3-2-2-3- Repiquage des souches
Le repiquage ce fait pour déterminerles caractéristiques morphologique (examen
macroscopique)(8).

3-2-2-4-Préparation du I’inoculum
La standardisation a été faite selon le protocole de (8)

e Dans un tube a essai contenant de bouillon de croissance (M17 pour L.lactis .bouillon
nutritifS.aueus), ajouter avec une pipette Pasteur stérile une colonie de souche
spécifique.

Agiter le bouillon pour rendre parfaitement homogene la culture ;

Régler le spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 574 nm ;

Tarer I’appareil avec le bouillon pure ;

Concentrer le liquide avec I’ajout des colonies et diluer avec I’ajout du bouillon

pu;e jusqu’a obtenir une densité optique entre 0.08 & 0.1, pour avoir un inoculum de
10°g /ml.
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3-2-2-5-Test de D’effet prébiotique de son de blé

Les boites pétri sont colées par le gélose additionner de son de blé a différent
concentration (BN pour S.aureus ; et Myzpour l.lactis).

100uL suspension bactérienne (l.lactis ,S.aureus)sont étaler sur la surface de la
gelose.

étalé inoculum a la surface de gélose, par unepipette pasteur rateaux en respectant les
conditions d’asepsie.

Incubation et faite a 44 °C pour l.lactis et 37°C pour s.aureus durant 24h et 48h.

Un témoin négatif est réalisé en ensemencant les germes appropries dans des gelose
sans son de blé (8).
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Résultat et discussion

1. Purification des souches
1-1- Purificationdelactococcuslactis

1-1-1 Criteres morphologiques
L’étude de la morphologie bactérienne est le premier acte effectué pour identifier une

bactérie. Elle comprend une caractérisation macroscopique et microscopique.

La caractérisation macroscopique permet de décrire 1’aspect des colonies obtenues sur
milieu solide et de déterminer les critéres relatifs aux colonies des bactéries lactiques (taille,

pigmentation, contour, aspect, viscosité).

Les colonies de lactococcuslactis aprés une purification apparaissent sur milieu GMy7 solide

a 44°C sous forme des colonies de couleur blanchatre, forme allongée, contour reégulier.

Ces caractéristiques, qui confirment I’espéce, sont présentes dans la photo (01).

Photo (01) : Caractéristiques de L.lactis.

Ces critéres morphologique de Lactococcuslactis qui sont conformes selon Amrouche, (2003)
et Aida (2005).

1-1-2 Examen microscopique

L'observation microscopique permet de faire une étude morphologique des cellules

d'une espéce microbienne.

Aprés 1’observation microscopique, la souche de lactococcuslactis est Gram® disposée en

coques ou en chainettes plus ou moins longues (photo 02).

7



Résultat et discussion

A

Photo 02 : Observation microscopique apres coloration de Gram L.lactis
1-2- Purification de Staphylococcus aureus
1-2-1 Examen macroscopique

L’observation sur milieu MH montrent que Staphylococcus aureus se développent a

37°C, les pigments a couleur jaune-orangé, bien visible, elle se présente sous forme de

colonie arrondie a contour régulier (photo 03)

Photo 03 : Caractéristiques de staphylococcus aureus.
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1-2-2 Examen microscopique

Apreés coloration de Gram, S. aureusapparaissent comme des cocci a Gram positif. Ils

peuvent étre isolés, en diplocoques ou en amas. (Photo 04)

Photo 04 : Observation microscopique apreés coloration de Gram de S.aureus

D’aprés Bankolé et al, (2014), ces critéres morphologiques de S.aureus sont conformes.
2-Résultat de I’effet prébiotique de son de blé sur la soucheL.lactis
2-Développementsur milieu M;7 sans son de blé

Le développement de la bactérie L.lactis sur une gélose M, estutilisé comme témoin (My7
pure) aprés incubation & 44°C la diffusion de la bactérie sous forme d’une nappe
(Photo 05).

-

Photo 05 : Développement de L.lactis sur une gélose témoin
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2-2Développement de L.lactis sur un milieu reconstitué son de blé
Ce milieu modifié sans lactose et reconstitué avec différentes concentrations de son de blé

Le développement de L.lactis sur une gélose My reconstituée par 0.5% de son de blé aprés
incubation a 44°C, permet d’observer que la croissance de L.lactis forme une nappe et occupe une
surface importante de la gélose (photo 06).

Photo 06 : Développement de L.lactis sur une gélose a 0.5% de son de ble.

Le développement deL.lactis sur un gélose M1; reconstitué par 1% de son de blé apres
incubation a 44°C, la diffusion de L.lactis sous forme d’une nappe occupe plus de la surface

du milieu gélose & 1% de son de blé (photo 07).

Photo 07: Développement de L.lactis sur milieu gélosé a 1% de son de blé.

10
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Développement de L.lactis sur une gélose M;7 reconstitué par 1.5% de son de blé apres
incubation a 44°C, la diffusion de L.lactis sous forme d’une nappe occupe plus de surface

presque tout le milieu gélosé (photo 08).

Photo 08 : Développement de L.lactis sur milieu gélosé a 1.5% son de blé.

La concentration de son de blé ajouté présente un effet positif sur la croissance de la souche
L.lactis sur le nombre des colonies et sur leur volume, Nos résultats concordent avec les
données d’une étude décrivant I’importance de fibre alimentaire sur le développementdes

probiotique (Abdessamad et al,2014).

11
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3-Résultat de I’effet prébiotique des fibres surS.aureus

3-1 Développement Sur milieu MH sans son de blé

Développement de S.aureus sur une gélose sans son de blé utilisé comme témoin(MH pure) permet

d’avoir un nombre élevé de colonies (plus de 300)(photo 09).

Photo 09 : Développement deS.aureus sur MH sans son de blé.
3-2 Développement sur milieu MH enrichie par son de blé

Le milieu MH reconstitué différentes concentrationsde son de blé(0.5%-1%-1.5%)

Le développement de S.aureus sur une gélose MH reconstitué par 0.5% de son de blé aprés
incubation a 37°C ; la diffusion des colonies de la souche S.aureus sur le milieu gélosé a 0.5%
supérieure de 300 et du nombre de témoin.se qui montre que cette espéce a une tolérance forte (une
nappe a été observée)(Photo 10).

12



Résultat et discussion

Photo 10: Développement deS.aureus sur le milieu gélosé 0.5%de son de blé.

Développement deS.aureus sur une gélose MH reconstitué par 0.5% de son de blé aprés incubation a
37°C ; la diffusion de colonies sur le milieu gélosé a 1% de son de blé plus que le développement sur
le milieu de 0.5%(photo 11).

Photo 11: Développement deS.aureus sur le milieu gélosé a 1%.

13
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Le développement deS.aureus sur une gélose MH reconstitué par 1.5% de son de blé apres

incubation a 37°C plus que le développement sur le milieu de 1%(photo 12).

Photo 12: Développement S.aureussur le milieu gélosé a 1.5% de son de ble.

La concentration de son de blé ajoutée narrait aucun effet inhibiteur sur le développement de
S.aureus par apport au témoin.

L’effet des fibres alimentaires sur les bactéries pathogenes est un effet indirecte, puis que les
fibres alimentaires stimule le développement des probiotiques, selon notre résultat. En
revanche ces bactéries produisent des bactériocides qui inhibent la fonction des bactéries
pathogenes, cette discussion concordent avec les données de 1’étude de I’effet inhibiteur des
fibres alimentaires sur les bactéries pathogénes (Tuohy K. M. et al, 2001).

14



conclusion

Conclusion

De nombreuses études scientifiques ont démontré que le son de blé constitue la norme absolue
pour évaluer I’efficacité a faciliter la régularité. En fait, il s’agit du point de référence a partir
duquel sont comparées toutes les autres fibres, dans le but de mesurer leur effet sur la
régularité.

D’apres les résultats de ce travail, les fibres alimentaires ayant un effet stimulateur et un autre
inhibiteur.

D’une part effectuent la prolifération des bactéries bénéfiques en agissant principalement en
stimulant les intestins et le systeme immunitaire.

D’autre part les microorganismes probiotiques supportent le pH acide du milieu gastrique. Ils
résistent particulierement bien aux ferments digestifs et aux sels biliaires. 1l semblerait d'autre
part que ceux qui survivent au passage de I'estomac restent collés a la paroi du colon et
influencent ainsi positivement la composition du film bactérien qui tapisse la muqueuse
intestinale, d'ou une amélioration de sa fonction de barrage contre les germes pathogenes et
une moindre prolifération des bactéries et des champignons néfastes.
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Annexe | :Glossaire
Probiotique

Selon I’Organisation mondiale de la santé, les probiotiques sont des bactéries vivantes qui
lorsque consommeées régulierement et en quantité suffisante, exercent un effet potentiellement
bénéfique sur la santé. En ce sens, les probiotiques modifient la flore de I’intestin de sorte a
favoriser la présence des bonnes bactéries, et ce, au détriment des mauvaises. Cela améliore
I’équilibre a long terme de la flore et la rend plus résistante vis-a-vis des agressions. En plus,
les probiotiques facilitent le rétablissement de la flore microbienne de I’intestin s’il y a eu un
débalancement et contribuent a renforcir le systeme immunitaire, tout en aidant le systéme
digestif(18).

Prébiotique

Les prébiotiques sont des nutriments (polymere de glucide) réservés aux probiotiques. Il est
impossible pour nous de digérer les prébiotiques et ils arrivent donc intacts dans notre intestin.
De I3, ils favorisent le développement et le maintien des populations probiotiques, car ces
derniers sont les seuls a pouvoir les utiliser pour se nourrir. Bien qu’ils ne soient pas
absolument nécessaires, les prébiotiques permettent néanmoins aux probiotiques de
fonctionner de fagon optimale et d’avoir une croissance adéquate.

Differents prébiotiques sont disponibles sur le marché. Généralement, ils sont incorporés a
des aliments contenant déja des probiotiques. L’inuline, un extrait de la racine de chicorée, est
le plus fréquent. Les prébiotiques se retrouvent aussi naturellement dans certains aliments tels
que I’ail, les oignons, les asperges, les artichauts, les bananes, le blé et le seigle. Il y a aussi
des aliments auxquels uniquement des prébiotiques ont été ajouté. C’est le cas par exemple du
pain « Bon Matin Prébiotique ». Fait a noter, un mélange de probiotique et de prébiotique
s’appelle un symbiotique(19).
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Tableau 02 : Sources de fibres (solubles et in soluble) dans les Iégumes et autres

aliments(20).
Aliment plus riche de fibres g/100g
Son de blé 40-45
Son d’avoine 17 25
Pruneau sec, amande 15-16
Abricot sec dénoyauté 13,7
Flocon d’avoine, chips 10
Figues seches 10
Avrtichaut cuit 9,4

Haricot rouge cuit, Pois chiche cuit,
cacahuéte, groseille, Haricot blanc cuit, 8-9
Salsifis appertisé

lentilles cuites, datte séche, noisette, cassis, 7-8
pain complet

Framboise, raisin sec, féve cuite,

Chataigne, Persil, Petit pois cuits, mdre, 6-7
noix

Topinambour, Céleri Rave cru, Flageolet

appertise. 5

Pétales de mais, pois cassé cuit, chou de
Bruxelles, biscotte, olive verte, semoule 4-5

Igname cuite, Panais cuit, Pissenlit cru,
Fenouil cru, Epinard cuit, Haricot vert cuit, 3-4
baguette, pain de campagne, petit pois

Patate douce cru, Chou vert cuit,
Cornichon, Brocoli cuit, Poireau cuit,
Carotte crue, Chou-fleur cuit, Cresson cru,
Champignon de Paris cru, Endive crue, 2-3
Potimarron cru, Mais doux appertisé Soja
(germe) appertisé, Navet cuit, Aubergine
cuite, Cardon, Céleri Branche cru, Poivron
rouge cru, Poivron vert cru, Potiron cuit

Riz complet 1.8
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Microbiote intestinal

Le microbiote intestinal, autrefois appelé “flore intestinale” est un monde vivant de

100 000 milliards de bactéries, soit dix fois plus de micro-organismes que le corps entier ne
compte de cellules. Le microbiote est implanté tout au long du tube digestif selon un gradient
oro-anal, mais il prédomine au niveau du cdlon en particulier du célon droit. Un gramme de
selleshumaines contient environ 1 000 milliards de bactéries. Sémantiquement, le terme
microbiote évoque davantage des micro-organismes vivants (bios) qu’un monde végétal que
suggere le mot « flore intestinale »(21).

INTESTINAL MICROFLORA

> 500 differentes specles 10" micro-organisms

Figure 02: Répartition de microbiote dans le tractus gastro-intestinal(22).

18



Annexe

ANNEXE 02 : Preparation des milieux de cultures.

Tableau 03: Composition du milieu M17 agar.

Composition g/l
Tryptone 2.50
Peptone pepsique de viande02.50 2.50
Peptone papainique de soja 5.00
B-Glycérophosphate de sodium 19.00
Lactose 5.00
Extrait de levure 2.50
Extrait de viande 5.00
Sulfate de magnésium 0.25
Acide Ascorbique 0.50
Agar-agar 14

Pour la préparation.

-Peser les ingrédients

- Dissoudre les ingrédients dans 1000 ml de I’eau distillée
- AjusterlepHa7,1-7,2

- Stériliser a 120°C pendant 20 minutes

Le milieu M17 bouillon est de méme composition et méme préparation que M17-agar mais
Sans addition d’agar.

Préparation dumilieu M;; -agar modifié sans lactose reconstitué avec 3 concentrations de son
de blé (5-10-15 g/l) pour évaluer I’effet de fibre alimentaire sur L.lactis ;S.aureus.

- Ajuster le pH a 6.5
- Autoclaver a 115°C pendant 20 minute a T 25°C.
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-Composition de bouillon nutritif
-la poudre de bouillon nutritive 8g/I
-Steriliser a 121°C pendant 15 minutes
Tableau 03 :Composition de Muller Hinton

Gélose de Muller Hinton : 38 g/l
Avec I’addition des déférentes concentrations de son de blé (5 -10-15 g/l)

Pour la préparation
- Dissoudre les ingrédients dans 1000 ml de 1’eau distillée

- Stériliser a 121°C pendant 20 minutes.
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ANNEXE 03 : Technique d'identifications

Coloration de Gram
Mode opératoire
-Un frottis fixé a la chaleur est coloré pendant une minute au violet de gentiane ;
- Rincer rapidement a I’eau courante ;
-Traité pendant une minute par la solution de lugol ;
-Le frottis est de nouveau, rincé rapidement.
-Apres le traitement avec 1’éthanol (95 ©), la lame est maintenue inclinée : On fait
Couler le solvant sur le frottis pendant une a trois secondes seulement jusqu’a ce que le
Colorant cesse de s’échapper librement du frottis ;
-Rincer a I’eau courante ;
-Faites une contre coloration de 30 secondes a la Fuschine basique diluée ;
-Rincer brievement et sécher le frottis au buvard ;
-Examiner a I’objectif a immersion (grossissement X 1000) ;
-Les cellules a Gram positif sont en violet.
-Les cellules a Gram négatif sont roses.

Figure 5 : Repiquage de L.lactis Figure 6 : Repiquage de S.aureus
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