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Abstract: In this study was monitored growth of bifidobacteria in single or
mixed cultures with Streptococcus thermophilus and Lactobacillus
helveticus with the purpose of fructification the results in the technology of
probiotic dairy products. The cultures used in this experiment were
inoculated in different proportion in the base medium (milk reconstituted
with 12.4% nonfat dry matter) and for diversification the studied variants
and the cultivation conditions was used both simultaneous inoculation of the
cultures and inoculation with Streptococcus thermophilus and Lactobacillus
helveticus after 4 hours from inoculation of bifidobacteria.

Concerning the growth of bifidobacteria in mixed cultures with
Streptococcus thermophilus and Lactobacillus helveticus was acceptable
only in variants with simultaneous inoculation, when the number of cells
was greater than the variant with single culture. In consequence, the
association of cultures in report of 4:1:1 (bifidobacteria: Streptococcus
thermophilus: Lactocillus helveticus) results in obtaining a considerable
number of the bifidobacteria(1.13x10° cfu/cm’) after only 6 hours of optimal
incubation for this bacteria.
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Résume: Par cet ¢tude on a surveillé 1’évolution des bifidobacteries dans les
cultures pures et mixtes avec Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
helveticus en vue de la valorisation des résultes obtenues dans la technologie
des produits probiotiques. Les cultures utilisées ont ¢été inoculées en
différentes proportions sur le milieu de culture (lait reconstitué avec 12,4%
matiere seche dégraiss¢), mais pour la diversification des variantes d’étude
et des conditionnes de culture on a aussi utilisé I’ensemencement simultané
des cultures, mais aussi I’inoculation décalée avec 4 h du Streptococcus
thermophilus et Lactobacillus helveticus vis-a-vis des bifidobacteries.

En ce qui concerne la croissance des bifidobacteries dans les cultures
mixtes, on a remarqué que les résultes obtenues étaient satisfaisantes
seulement dans les variantes simultanées inoculées, quand le numerus de
cellules obtenus avait €té plus grande que dans les variantes avec des
cultures pures. Ainsi, 1’association des trois cultures en rapport de 4 :1 :1
(bifidobacteries : Streptococcus thermophilus : Lb helveticus) conduisait a
I’obtention d’un numerus de bifidobacteries de 1.13x10° ufc /dm’, aprés 6
heures d’optime incubation pour ces bactéries.

Mots clé: bifidobacteries, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
helveticus, produit laitier probiotique

INTRODUCTION

Pendant les trois derniéres décennies, un gros numerus des rechercheures ont étudié
I’amélioration de la santé¢ de ’homme par la modulation de la microbiota intestinale par
I’interméde des supplémentes microbiennes vivantes dénombres probiotiques. Les
consommateurs ont aussi compris que l’alimentation a un rdle important pour la
maintenue de la santé et, pour ce raison-1a, ils se sont dirigés vers des alimentes saines,
en favorisant la production d’une gamme diversifiée des produits probiotiques. Des
nombreuses études ont prouvés que 1’ingestion des microorganismes probiotique peut
influencer la composition de la microbiota intestinale et peut avoir des effets
bienfaisantes sur la sant¢ de ’homme, parmi lesquelles : la maintenue d’équilibre
microbienne intestinale, 1’amélioration des symptomes pour les personnes avec
d’intolérance au lactose et elle confére une résistance augmentée aux pathogenes
entériques. Aussi, les probiotiques peuvent prévenir ou améliorer la diarrhée par leurs
effets sur le systtme immune [1, 4]. N’importe comment, ces effets positives sur
I’organisme humaine peuvent étre obtenues seulement si les bactéries probiotiques
arrivent vivantes et dans un gros numerus dans le colon. Pour ces motif-1a, F.I.L.
recommande que les bactéries probiotique doive €tre vivantes et abondantes dans les
produits alimentaires et la concentration minime de cellules pendant le consume soit de
10" ufc/g [5, 8].

Les bifidobacteries représentent le plus important groupe de bactéries intestinales
impliquées directement ou indirectement dans la maintenue de la santé¢ de I’organisme
humaine, étant considérées des bactéries probiotiques. Elles sont des bactéries
strictement anaérobiques, qui se pressentent sous une forme de batonnets,
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apparentements variables, Gram positives, asporulées, immobiles. Ces bactéries
enregistrent une croissance optime a une température de 37 — 41 °C et un pH de 6.5 - 7
[4, 11]. Les bifidobacteries croissent difficilement dans le lait parce qu’elles n’ont pas
d’activité protéolytique, mais ce-ci ne satisfait pas les exigences nutritionnelles des
bactéries, ayant des réduites concentrations des sources d’azote facilement assimilables.
En vue de la stimulation de la croissances des bifidobactéries dans le lait on a pratiqué
leurs association avec des bactéries lactiques classiques et, surtout, avec celle
caractérisés par une activité protéolytique [3].

Malgré le fait que les produits laitieres probiotiques commercialises dans le monde
forment une gamme tres diversifiée, on a observé qu’on ne retrouve pas au niveau des
toutes ces produits la concentration des bactéries probiotiques recommandée par F.I.L.
[8, 10]. Cette situation a été générée par I’introduction des bactéries probiotiques dans
les produits laitiéres classiques, sans existant une solide base de dates concernant les
interactions des bactéries bienfaisantes et celles lactiques classiques [3, 6]. En présent, il
connait le fait que pour 1’obtention d’une yourte probiotique avec des bifidobacteries on
doive ¢éliminer le Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus du culture starter du
yoghourt due a son caractére post- acidifiant avec un effet négatif sur la viabilité des
bactéries bienfaisante. En plus, certaines bactéries des cultures starter ont la capacité de
produire des substances antimicrobiennes (ex. bactériocines), avec d’effet inhibiteur sur
les bactéries sensibles du produit [3, 8]. Aussi, la croissance et la viabilité des
probiotiques et des bactéries du yogourt sont autant influencées par la composition du
produit, par la présence des substances de conservations apportées par les fruits et
noisettes et par la disponibilité des facteurs de croissance pour ces microorganismes [3].
Par cet étude on a surveillé [’évaluation des possibilités d’association des
bifidobacteries avec Streptococcus thermophilus et Lactobacillus helveticus, en vue
d’amélioration de la croissances des bifidobacteries dans le lait. Aussi, on a recherché le
choix de la variante optime d’association des trois cultures pour I’obtention d’un produit
laitier probiotique caractérisé par un gros numerus de bactéries probiotique et attributs
sensoriales supérieures. Les résultats obtenus seront valorisés dans la technologie
d’obtention des produits laitiers probiotiques, en ajoutant a I’enrichissement des
informations lies par les interrelations des bactéries lactiques classiques avec les
probiotiques.

PARTIE EXPERIMENTALE
Cultures bactériennes

En cette étude on a utilisé trois cultures pures lyophilisées: une culture probiotique (Bif.
species 420, Danisco Cultor, Allemagne) et deux cultures de bactéries lactiques
classiques. La culture de Streptococcus thermophilus (St. therm. P, Danisco Cultor,
Allemagne) utilis€ se caractérise par une capacité d’acidification modérée et une
capacité d’aromatisation satisfaisante. En ce qui concerne le Lb helveticus (Lb. helv. 7,
Danisco Cultor, Allemagne), on a surveillé 1’utilisation d’une culture avec une activité
protéolytique modérée.

Pendant la phase antérieure de I’ensemencement, les cultures étudiées ont étés suspendis
individuellement sur le milieu de base (M0 = lait reconstitué avec 12.4% matiere seche
dégraissée) pour I’hydratation des cellules et I’uniformisation de 1’inocule.
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Préparation des variantes de lait fermenté

Le lait reconstitué (avec 12.4% matiére séche dégraissée) a été pasteurisé a 80-85°C,
pendant 15 minutes, et aprés il a été rafraichit 4 40°C. En vue d’évaluation d’effet des
cultures de Streptococcus thermophilus et Lactobacillus helveticus sur les
bifidobacteries ont étés réalisés plusieurs variantes de lait avec différentes rapports des
trois cultures (tableau 1).

Tableau 1. Variantes de lait fermenté

Echantillons Milieu de Rapport d’inoculation (%)
étudies culture Bifidobacteries Str. thermophilus Lb. helveticus
Ml MO 6 - -
M2 MO 4 1 1
M3 MO 8 - -
M4 MO 6 1 1
MS5 MO 4 2 2
M6 MO 4 1 1
M7 MO 6 1 1
M8 MO 4 2 2

Pour la diversification des conditions de culture et pour I’obtention d’un grand numerus

d’informations lies a 1’association des bifidobacteries avec les autres deux cultures,

aupres de la variation des rapports des cultures on a aussi modifi¢ le moment de leur

inoculation:

» inoculation simultanée des trois cultures (valable pour les preuves M2, M4, M5) ;

» inoculation décalée avec 4 h du Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
helveticus vis-a-vis des bifidobacteries (valable pour les preuves M6, M7, MS).

Les variantes du lait fermenté obtenues avec une culture pure de bifidobacteries, ajoutée

en proportion de 6% et 8% vis-a-vis du lait, ont été utilisées comme des preuves de

référence.

Apres I’inoculation, les preuves de lait ont été thermostatées a 37°C pendant 6 h (les

preuves inoculées simultanément) et, respectif, 10 h (la période totale de I’inoculation

décalée) de la maniere que le proces fermentatif a €té interrompit avant que le pH se

réduisait sous 4.5 dans les preuves avec des cultures mixtes. Immédiatement apres

I’incubation, les preuves de lait fermenté ont été rafraichit et maintenues aux

températures de réfrigération.

L’évaluation microbiologique et physico-chimique des preuves de lait fermenté

Pour DI’appréciation d’évolution des bifidobacteries sur les cultures pures et mixtes
pendant I’incubation, on a fait des moissonnes aseptiques de lait immédiatement apres
I’inoculation, mais aussi apres 1’adjonction des cultures de Streptococcus thermophilus
et Lactobacillus helveticus (pour 1I’inoculation décalée) et au fin de la fermentation.

L’évaluation du numerus de bactéries probiotiques et du rapport des trois cultures
étudiés, aux intervalles du temps mentionnés au dessus, a ¢té fait apres la dilution de
preuves de lait récoltées aseptiquement en systeéme décimale. Apres, on a effectué des
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préparates seches et colorés pour la détermination du numerus de bifidobacteries
(exprimée en ufc/cm’) par la méthode directe Breed [2].

Au niveau de tous les variantes étudiées, parallelement avec le procés de multiplication
on a surveillé activité fermentative des cultures, au mémes intervalles du temps, par la
détermination de I’acidité titratable et la mensuration du pH. L’acidité a été exprimée en
g acide lactique/dm’ et a été déterminée par titratation avec NaOH 0.1 N en présence de
la phénophtaléine, utilisée comme indicateur, jusqu'a la coloration rosée. Pour la
mensuration du pH on a utilisé¢ un pH-métre Denver qui a été utilisé aprés un calibrage
avec de solutions standard, fraichement préparées, avec pH 4 et 7.

A la choix de la variante optime d’association des trois cultures on a tenue compte de la
pointage accordée par 10 dégustateurs (étudiants et professeurs) aux preuves le lait
fermentée. L’analyse sensoriale de preuves a été réalisée par la méthode de pointage,
apres elles avaient été déposées 24 h a la réfrigération [7].

RESULTATS

Inoculation simultané de bifidobacteries avec Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus helveticus

Par I’inoculation simultané des trois cultures (M2), associées en rapport de 4 :1 :1
(bifidobacteries : Str. therm : Lb helv), on a constaté une stimulation de la croissance de
bifidobacteries, le numerus de cellules obtenues aprés 6 h d’incubation étant 2.4 fois
grande que dans la preuves de référence (fig. 1a). Dans la méme variante d’étude (M2),
on a aussi observé que le numerus de bifidobacteries obtenus a la fin d’incubation était
10 fois grande, pendant que dans les preuves de références on a enregistré une
croissance de seulement 4.15 fois grande vis-a-vis du numerus initial de cellules.
L’acidité développée dans la méme variante d’inoculation simultané des cultures (M2),
a ¢ét¢ 3.84 fois grande que dans la preuve inoculée avec une culture pure de
bifidobacteries (tenue comme preuve de référence). Ainsi, I’acidité de la preuve M2 a
cru pendant les 6 h d’incubation de la valeur de 1.6114 a 7.659 g acide lactique/dm’
(fig. 1b). Proportionnellement avec la croissance de l’acidité on a enregistré une
réduction du pH qui a la fin du D’intervalle d’incubation était avec 1.23 unités grande
que dans la preuve de référence (fig. 1c).

Dans une autre variante de culture simultané des bifidobacteries avec Streptococcus
thermophilus et Lactobacillus helveticus (M4), mais associée en rapport de 6 :1 :1, la
croissance de la culture probiotique a été réduite, le numerus de cellules obtenue apres
6h d’incubation étant 1.10 fois grande que dans la preuves de référence. Les résultats
obtenus ont aussi prouvés que vis-a-vis de la variante examinée antérieur, le numerus de
bifidobacteries obtenus a la fin d’incubation a été 2.17 fois réduit. En ce qui concerne
I’acidité et le pH de la preuve M4 on n’a pas enregistré des différences significatives
vis-a-vis de la variante précédente (M2).

Par I’association simultanée de bifidobacteries avec Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus helveticus en rapport de 4:2:2 (MS5), la croissance de la culture
probiotique a été¢ de méme sorte réduite que dans la variante M4. Par comparaison avec
la variante M2, on a constat¢ que le numerus maximal de cellules obtenues dans la
preuve M5 était 2.14 fois réduit a la fin des 6 h d’incubation. L’acidité développée dans
la variante M5 a touché la plus élevée valeur, étant avec 6.3342 g acide lactique/dm’
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grande apres les 6 h d’incubation. Quoique cette valeur a été insensiblement €levée que
dans la variante M5, la croissance de 1’acidité vis-a-vis de M1, inoculée avec une
culture pure de bifidobacteries, elle a ét¢ 4.03 fois grande. Par ’analyse des dates
obtenues on a observé que aussi dans le cas du pH la preuve M5 a enregistré la plus
diminuée valeur, qui a été avec 1.25 unités réduit que dans la preuve M1 et avec 1 unité
réduite que dans la preuve M3, les deux preuves étant inoculés avec des cultures pures
des bifidobacteries.

2

» > ® 3 9

Croissance bacterienne, ufcx10°xem™

~

Preuves étudies Temps, heures Temps, heures

Figure 1. La croissance et [’activité des bifidobacteries dans le cas d’inoculation simultanée
des cultures: a) la croissance des bifidobacteries dans les cultures pure et mixtes avec
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus helveticus ; b) I’évolution de [’acidité dans les
preuves étudiés pendant l’incubation ; c) [’évolution du pH dans [’échantillons étudiés

Inoculation décalée avec 4 h du Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
helveticus vis-a-vis des bifidobacteries

Dans la variante M6, obtenue par la culture décalée des trois cultures, associées en
rapport de 4:1:1 (bifidobacteries: Streptococcus thermophilus : Lactobacillus
helveticus), on a observé que les bifidobacteries étaient 2.46 fois nombreuses apres les
10 h d’incubation (fig. 2a). A ’encontre de la preuve M2 qui a été inoculée simultanée
avec les trois cultures associ¢es dans le méme rapport, on a constaté que le numerus de
bifidobacteries etaitl.65 fois réduit. Aussi, on a encore observée que le numerus de
bifidobacteries obtenus a la fin de la période d’incubation dans la variante M6 a été 1.6
fois réduit que dans la preuve de référence (M1). Concernant a 1’acidité on peut dire que
a la fin de la période d’incubation a été 2.92 fois grande que dans la preuve de référence
(M1), en considérant les valeurs obtenues aprés l’adjonction des cultures lactiques
classiques (fig. 2b). Proportionnellement avec la croissance de 1’acidité on a enregistré
une réduction du pH avec 2.36 unités vis-a-vis de la valeur initiale, c'est-a-dire 1.55 fois
réduite que dans la preuve de référence (fig. 2c).

En utilisant le méme intervalle de décalage des cultures, mais associées dans une autre
rapport (6 :1:1), la croissance des bifidobacteries n’était pas meilleure que dans la
variante précédente, et le numerus de cellules obtenue a la fin de la période d’incubation
était 2.43 fois réduit que dans M1. L’acidité développe sur la preuve M7 a été avec 0.41
g acide lactique/dm’ réduite que celle de la preuve M6. En ce qui concerne le pH on n’a
pas enregistré des différences significatives vis-a-vis de la variante antérieurement
présentée.

Dans le cas de la variante M8 d’inoculation décalée de cultures, mais associées dans le
rapport 4 :2 :2, on a obtenues un numerus de bifidobacteries plus grande que dans les
variantes antérieurement présentée, et proche de celle de la preuve de référence M3
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(1.055x10° ufc/em’). L’acidité de la preuve M7 a cru pendant les 10 h d’incubation avec
6.04 g acide lactique/dm’, et le pH a 6té réduit avec 2.48 unités.

Acidité, g acide lactique xdm™

0

w1 M3 M6 M7 M8 [ 2 4 6 8 10 12 [ 2 4 6 8 10 12

Preuves étudies Temps, heures Temps, heures

Figure 2. La croissance et [’activité des bifidobacteries pour le cas d’inoculation décalée avec
4h des cultures : a) la croissance des bifidobacteries dans les cultures pures et mixtes avec
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus helveticus ; b) I’évolution de [’acidité dans les

preuves étudiés; c) ’évolution du pH dans [’échantillons étudiés pendant [’incubation

DISCUSSIONS

Sous I’aspect de la croissance des bifidobacteries, dans le cas d’inoculation simultanée
avec Streptococcus thermophilus et Lactobacillus helveticus, on a remarqué la variante
M2, avec les trois cultures associées en rapport de 4 :1 :1, dans laquelle on a obtenu un
numerus maximal de cellules aprés 6h, le grand numerus de bifidobacteries
d’échantillon M2 est en concordance avec la croissance réduite de I’acidité de cette
¢échantillon, vis-a-vis de celle enregistrée sur les autres variantes mixtes.

En tenant compte du fait que les bifidobacteries ne sont pas acido-tolérantes, il est
possible que le numerus de bifidobacteries sur M5 et M5 soit plus grande, mais la
croissance rapide de 1’acidité aurait diminué leur numerus.

Par I’inoculation décalée on a surveillé que les bifidobacteries bénéficier d’une période
d’adaptation au milieu avant que les cultures de bactéries lactiques classiques fussent
ajoutées dans le milieu de culture, en vue de la prévention d’acidification rapide du
milieu avec un négatif effet sur les probiotiques. Mais par 1’analyse des dates a résulté
que I’adjonction des cultures de Streptococcus thermophilus et Lactobacillus helveticus
apres 4 h vis-a-vis de bifidobacteries, semble avoir un petit effet inhibiteur sur la culture
probiotique, fait constaté par comparaison avec les preuves de référence. De plus, il
semble que par cette culture décalée avaient été avantagées les cultures Streptococcus
thermophilus et Lactobacillus helveticus, qui avaient enregistrées des rates de
croissance presque doubles sur les variantes décalées vis-a-vis de celles inoculées
simultané.

Au choix de la variante optime d’association des trois cultures on a tenue comte des
résultats obtenus, mais aussi des appréciations sensoriales des dégouttants. Il doive étre
mentionné que les preuves avec cultures mixtes, inoculés simultané, ont été dépointées
due a lacidité¢ élevé, la majorité des dégouttants en y considérant les preuves de
référence meilleurs. Pourtant, la variante M2 a obtenu finalement le plus élevé pointage.
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CONCLUSIONS

Due a les résultats obtenus on recommande la culture de bifidobacteries avec
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus helveticus en vue de la stimulation de la
croissances des bifidobacteries dans le lait, avec la spécification que les trois cultures
soient ajoutées simultané. Aussi, on considére qu’il est important que I’incubation ne
soit pas plus longue de 5 h pour la prévention d’obtention d’une acidité élevé avec un
négatif effet sur la viabilité de bifidobacteries.

Dans le cas d’association de bifidobacteries avec Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus helveticus on recommande 1’adjonction des trois cultures en rapport de
4 :1 :1, si on désire I’obtention d’un produit laitier probiotique caractérisée par un grand
numerus de bifidobacteries (1.13x10° ufc/cm’) et par des attributs sensoriales
remarquables.
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