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INTRODUCTION 

L'alimentation des nourrissons au lait de Femme a toujours été 

reconnue comme bénéfique pour l'état de santé de l'enfant, Les études 

nombreuses (FEACHEX, 1954, DUFFY, 1986, BUTS, 1954) démontrent maintenant 

son influence sur la diminution du taux de mortalité infantile en 

diminuant la fréquence des diarrhées infectieuses. 

Parallèlement, mais aussi beaucoup plus récemment, les études 

concernant la flore digestive du nourrisson allaité au sein ont permis de 

caractériser des quantités importantes de Bifidabactéries. La souche 

prédominante dans ce cas est le B i f i d o b a c t e r i  um b i f f  dum. La colonisation 

de l'intestin s'effectue alors au détriment de certaines bactéries 

pathogènes ou putréf iantes, Il devenait alors logique d' essayer d' établir 

une corrélation entre l'établissement de cette flore particulière et 

l'état de santé du nourrisson. 

La disparition de B. b i f f d u m  des selles de nourrisson au moment du 

sevrage ou lors d'une aliaentation mixte a suscité un grand nombre de 

travaux concernant l'existence de facteurs de croissance particuliers dans 

le lait humain. Les travaux réalisés i n  v i tro ont montré que certains 

oligosaccharides du lait de Femme pouvaient être considérés corne facteur 

bi f idigBne de croissance (MOITTREUIL, 1957, RULLEB, 1'377, SEKA ASSY, 1982, 

ETEUT e t  al., 19841, Dans le cas particulier de B. b i f i d u m ,  la croissance 

dépend essentiellement de la présence ou non de N-acétylglucosamine. Ce 

monosaccharide se trouve en position interne dans les oligosaccharides. Sa 

mise à disposition ne peut se concevoir qu'après une hydrolyse enzymatique 

des structures glucidiques. A partir de cette constatation, il a été émis 

1' hypothèse suivante : le B. b i f i d u m  doit posséder un équipement 

glycosidasique important, différent des autres microorganismes, en vue de 

la dégradation des oligosaccharides du lait. 

Ces activités enzymatiques doivent en outre jouer un rôle au 

niveau des mucines intestinales (apparition ou disparition de sites 

lectiniques pour les interactions bactériennes). 



L'étude des glycosidases était donc intéressante à deux points de 

vue : 

- outil pour l'étude structurale des copules polysaccharidiques 
- moyen d'appréhender les réactions biologiques qui peuvent se dérouler au 
niveau de l'écosystéme bactérien de l'intestin, 

Après avoir présenté les principales connaissances concernant les 

Bifidobactéries et les facteurs bifidigénes, nous exposerons les résultats 

obtenus concernant : 

- l'optimisation de la production de glycosidases chez une souche de B. 
bfffdum isolé de l'intestin du nourrisson 

- 1' étude des propriétés physico-chimiques et enzymatiques d' une a-D- 

neuraminidase isolée et purifiée au cours de ce travail. 



GENERALXTES 

Les Bifidobactéries furent décrites pour la première fois par 

TISSIER en 1900, qui les repertoria sous le nom de B a c i l l u s  b i f i d u s  

commvnis ou plus simplement de B a c i l l u s  b i f i d u s .  Ces microorganismes gram 

positif, anaérobies, étaient décrits comme des bâtonnets recourbés, 

parfois bifides. 11s constituaient la flore fécale dominante des 

nourrissons nourris au lait maternel. C'est sur ce point qu'apparurent 

aussitôt les premiers problèmes quant à la classification et à 

l'identification de ce genre. En effet MORO, en 1900, isola un 

microorganisme gram positif, anaérobie facultatif sous forme de bâtonnet 

non courbé et non bifide qu' il dénomma B a c i l l u s  a c i d u p h i l u s .  Ce 

microorganisme prédominant dans ?es fécès d'enfants nourris au lait de 

Femme était morphologiquement différent de celui isolé par TISSIER. Durant 

une soixantaine d'années les travaux ont surtout porté sur les 

observations cliniques de 1' influence de cette flore sur l'état de santé 

du nourrisson et, en particulier, sur leur résistance aux infections. On a 

en même temps essayé de caractériser les facteurs de croissance de ces 

microorgani-  mes. 

S'il fut facilemnt démontré que le lait maternel contenait les 

facteurs bifidigènes, les essais de çupplémentation du lait de Vache 

n'obtinrent pas les résultats escomptés quant au développement de la flore 

intestinale bifide. Contrairement h ce que pensait TISSIER, il est apparu 

que les Bif idobactéries n' étaient pas uniquement présentes dans la flore 

intestinale du nourrisson mais qu'on les retrouvait aussi dans celle 

d'enfants nourris au biberon et chez l'adulte. Dans ce cas, elles ne 

constituent que 40 ~ ~ 1 0 0  de la flore f4cale totale et diminuent ensuite 

avec l'âge. L'importance des Bifidobactéries a été surestimée quant h leur 

action sur la santé et la nutrition des enfants, L'effet qui leur est 

attribué le plus généralement est la résistance aux gastro-entérites, due 

à la suppression de la flore putréfiante, On négligeait, en fait, les 

problèmes de contamination microbienne de l'alimentation au biberon et les 



lacunes en ce qui concerne la composition des laits de remplacement. 

Durant cette période, les incertitudes quant à la classification 

de ces microorganismes restaient toujours d'actualité. On les classa 

surtout sous le terme de Lactobacfllus acidophflus (WISS et RETTGER, 

1934, 1938). Ces difficultés venaient surtout de l'inadaptation des 

milieux d' isolement et de culture. 

L'étude plus systématique des bactéries du genre Bffidobacterfum a 

cité ensuite entreprise, tant au niveau classification (étude des 

caractéristiques biochimiques, physiologiques, morphologiques et 

génétiques) qu'au niveau de l'écologie et des facteurs bifidighnes. 

C'est en 1957 que DEHNERT a établi une première classification en 

cinq groupes en fonction de la fermentation des glucides. REUTER la 

compléta en 1963 en y incluant les espèces du tractus digestif humain, Il 

apparut ensuite que les Bifidobactéries se retrouvaient chez des hôtes 

plus variés comme les Mammif éres ou les Insectes (MITSUOKA, 1969; SCARDOVI 

et a1,,1969; SCARDOVI et TROVATELLI,1969), En 1974, les Bifidobactéries 

étaient reconnues comme genre à part entière dans le Bergey's Manual 

(BUCHANAN et GIBBOBS,1974>, dont la dernière édition (SCARDOVI,1986) 

dénombre 24 espéces différentes. 

La biologie des Bifidobactéries repose classiquement sur l'étude 

de leur morphologie, de leurs caractères physiologiques et biochimiques, 

ainsi que de leurs caractéristiques génétiques, 

nous essaierons dans un premier temps de faire apparaître les 

éléments les plus caractéristiques de ce genre bactérien et ensuite de 

souligner les critères qui déterminent la différenciation des espèces. 



C'est cette caractéristique qui attira l'attention de TISSIER 

(1900) et lui permit de décrire le premier ce microorganisme, sous forme 

de batonnet recourbé ou de bâtonnet présentant une extrémité divisée en Y, 

ce qui lui donna son nom, Mais on rencontrait dans les mêmes cultures des 

formes plus ou moins bulbeuses et plus ou moins ramifiées. 

De nombreux auteurs observèrent ces formes mais celles-ci 

variaient en fonction du milieu de culture, et pour une même culture en 

fonction de son âge. Ce pléomarphisme provoqua dans un premier temps une 

polémique sur l'originalité de la découverte de TISSIER, puis souleva 

ensuite de nombreuses difficultés quant à l'isolement, l'étude et la 

classification de ce genre bactérien. 

Seule l'utilisation de milieux sélectifs, dont le premier fut 

celui de NORRIS et al. (19501, a permis une étude systématique de la 

morphologie. Une comparaison des formes des différentes espèces cultivées 

en milieu anaérobie dans un milieu trypticase - peptone - extrait de 
levure (TPY) montre que certaines espèces ont des formes caractéristiques 

qui peuvent éventuellement être utilisées comme critère de classification 

(Figure 1; p. 6 ) .  

b-Pléomrphisme et for= bifide : 

POUPARD et al, (1973) retracent dans une revue générale 

l'historique de l'étude morphologique des Bifidobactéries et des 

variations de cette morphologie en fonction des conditions de culture. On 

peut cependant souligner que dans un isolement frais du microorganisme on 

rencontre des formes bifides en Y ou en V, ainsi que des formes courbes en 

spatule ou en massue, Par contre, dans des subcultures les bâtonnets plus 

ou moins recourbés sont prédominants, mais présentent des irrégularités 

qui leur conférent des formes branchées, Enfin, dans des conditions de 

culture d&favorables, le pléomorphisme se rencontre systématiquement. 

GLICK et al. en 1960 ont été les premiers à étudier les causes de 

ce pléomorphisme chez B i f i d o b a c t e r i  um bif idum var. pennsyl vanicus. Ils ont 

observé dans des milieux déficitaires en glucides N-acétylaminés 
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l ' a p p a r i t i o n  de formes bulbeuses.  C e s  g l u c i d e s  in te rv iennent  dans la  

format ion des  pept idoglycannes, c o n s t i t u a n t s  de  l a  paro i  ce1 l u l a i r e .  Mais 

c e s  m ê m e s  a u t e u r s  ont cons t a t é  qu'un t a u x  é l evé  de g luc ides  N-acétylaminés 

provoque une d i s p a r i t i o n  des  formes b i f i d e s .  

Les s e l s  également i n t e r v i  ennent dans 1 ' a p p a r i t i o n  d e s  formes 

b i f i d e s .  KOJIMA et a l .  en  1968 cons t a t è ren t  que l e  s u l f a t e  e t  l ' a c é t a t e  de 

sodium a i n s i  que l e s  ch lo ru re s  d ' a u t r e s  i o n s  monovalentiï i ndu i sen t  l a  

forme b i f i d e .  En 1970, l e s  mêmes a u t e u r s  montrèrent que la t eneu r  en  ion  

calcium (Ca2+) de s  c e l l u l e s  e t  des  p a r o i s  e s t  p l u s  f a i b l e  pour l a  forme 

b i f i d e  que pour l e s  formes b a c i l l a i r e s ;  de p lus ,  l ' a d d i t i o n  de c h é l a t a n t  

ou de CaClz f a i t  v a r i e r  l a  na ture  des  formes observées.  

D 'au t res  a u t e u r s  ont observé l ' i n f l u e n c e  des  a c i d e s  aminés s u r  c e  

pléomorphisme. HUSAIB et al. en 1972 montrèrent que Lactubacillus biffdum 

c u l t i v é  s u r  un mil ieu minimum présen te  e s sen t i e l l emen t  des  formes b i f  i d e s ,  

e t  l u e  l ' a d d i t i o n  d ' a l a n i n e ,  d ' a c i d e  a s p a r t i q u e  e t  d ' ac ide  glutamique 

i n d u i t  l a  r é a p p a r i t i o n  des  formes en bâtonnet ,  D 'au t res  a u t e u r s  (CUXMIBS 

e t  a l . , 1957 ;  VEERKAW e t  a l . , 1 9 6 5 )  ava i en t  soul igné  précédemment l a  

présence de c e s  a c i d e s  aminés dans l a  pa ro i  des  Ei f idobac tBr ieç ,  s a n s  pour 

au t an t  pouvoir prouver qu ' i 1 e x i s t a i t  de s  d i f f é r e n c e s  de concent ra t  ion  en 

c e s  amino-acides e n t r e  l a  forme b i f i d e  e t  l a  forme b a c i l l a i r e .  

En conclusion,  on peut c i t e r  POUPARD e t  c o l l ,  (1973) q u i ,  en 

combinant d i f f é r e n t s  mil ieux de c u l t u r e ,  a r r i v è r e n t  à mainteni r  

d i f f é r e n t e s  souches dans une morphologie prédéterminée en u t i l i s a n t  des  

milieux adaptés .  I l s  émirent donc l ' hypo thèse  que l a  forme branchée ne 

s e r a i t  pas  une dégénérescence de l a  fo rne  b i f i d e ,  mais p l u t ô t  une forme 

d ' adap ta t ion  à un environnement n u t r i t i o n n e l  non opt imal .  

Peu de t ravaux ont é té  r i - a l i s é s  jusqu 'à  présent  s u r  c e  s u j e t .  

OVERHAB e t  PIRE (1963) ont é t é  l e s  premiers  à s ' y  i n t é r e s s e r .  P lus  

récemment, ZAXI e t  SEVERI (1982) ont  confirme l ' e x i s t e n c e  du 

pléomorphisme, mais l e u r  observat ion p l u s  d é t a i l l é e  a  permis de met t re  en 

évidence d i f f é r e n t s  types  de s t r u c t u r e s  membranaires, l e s  unes 

c a r a c t é r i s t i q u e s  de mésosomes, l e s  a u t r e s  d'  un type inconnu. L' ex i s t ence  

de c e s  d e r n i è r e s  n 'ayant  pas  é t é  observée chez l a  sauche Bifidobacterium 

bifidum de TISSIER, c e s  a u t e u r s  a t t r i b u e n t  l ' o r i g i n e  de c e s  s t r u c t u r e s  h 

une éva lu t ion  de l a  souche de Bffidubacterium bf fidum S 28 (ATCC 6 9 6 ) .  



Cependant, à 1' heure actuelle peu d' études comparatives par 

microscopie électronique des différentes formes, voire des différentes 

espèces, ont été entreprises (BAUER et al,, 1975). Il semble délicat de 

tirer des conclusions sur les relations entre l'ultrastructure de ces 

microorganismes et la morphologie; le passage d' une phase bâtonnet à une 

phase bifide n'est pas contrôlé, 

Les Bifidobactéries sont généralement considérées comme des 

organismes anaérobies, mais certaines souches ou certaines espèces sont 

plus ou moins sensibles à l'oxygène, et sont dans ce cas tolérantes vis-à- 

vis de celui-ci, mais ce toujours en présence de CO->, Deux explications 

ont été avancées pour expliquer cette particularité: 

- Les Bifidobactéries sont plus ou moins sensibles à 1'H2OZ2 qui est un 

inhibiteur de la fructose-6-phosphate phosphocétolase, enzyme clef du 

métabolisme des glucides (DE VRIES et STOUTBAXER, 1969). Cette sensibilité 

dépend soit de l'activité de la catalase qui élimine les traces de HiOi 

présentes, soit de la NADH oxydase dont l'action dans certains cas 

n'induit pas la formation de HzOa. 

- Les Bifidobactéries sont plus ou moins sensibles au potentiel d'oxydo- 
réduction. RASIC et KURMABB en 1983 ont mis en évidence des souches très 

sensibles à l'oxygène et qui ne dégradent le glucose qu'en milieu 

réducteur bien que l'oxygène ne soit pas létal pour ces souches. Dans ce 

dernier cas, l'oxygène bloquerait la croissance en augmentant le potentiel 

ci' oxydo-réduct ion. 

La majorité des Bifidobactéries d'origine humaine ont une 

croissance optimale à des températures comprises entre 37 et 41bC, Pour 

des températures inférieures à S5'C ou supérieures à 45"C,  il n'y a pas de 

croissance, Par contre, les souches d'origine animales ont gknéralemsnt 

des températures optimales de croissance plus Blevées et se développent 

encore à 46'C (RASIC et KURMAHW, 1983; BUCHAHAN et al., 1974). 



Le pH optimum de croissance est compris entre 6 et 7. Pour des 

valeurs inférieures à 5 ou supérieures à 8, la croissance est inhibée 

(BUCHANAN et al., 1974; SCARDOVI, 1986). 

A ce niveau les Bif idobactéries f ornent un groupe très hétérogène, 

sans que l'on puisse même établir une corrAlation avec leur origine 

écologique. 

a-Ilutrition azotée : 

La plupart des Sifidobactéries sont capables d'utiliser les sels 

d'ammonium comme seule source d'azote. (.HASSIXE% et a1.,1951). Seules B. 

suis, B. .magnum, B. choerinum et B. arnili ont besoin d'azote organique. 

Dans ces conditions, les Bifidobactéries excrétent des quantités 

importantes d'acides aminés : alanine, valine et acide aspartique en 

majori té (MTTEUZZI et al,, 19781, B. bifidum peut excréter j usqu' à 150 

mg/l de thréonine (SCARDOVI, 19861, 

La nutrition mi nérale a surtout été étudiée chez Biff dobacteri um 

bifidum, qui a besoin de Fer (Fe2-+ et Fe"'."), Zinc (Znz"'), Cuivre (CuS*), 

Manganèse (Mn-") et Wgnésium (W.,") pour sa croissance, 

Du fait de l '  importance du Fer dans la nutrition du nouveau-né on 

a essayé de connaître les mécanismes d' as:similat ion des ions ferriques 

(Fea+) et ferreux (Fe2+>. Le Fer ferrique est assimilé à pH neutre 

(BEZKOROVAIITY et al., 1986 ;UEDA et al. , 1!383>, le Fer ferreux à pH acide 

(TOPOUSI AB, 1986) et son transport sous forme 1 ibre (Fez+) dépendrait d' une 

ATPase membranaire et non de la présence d'bn transporteur d'ion trBs 

spécifique qui entrerait en compétition avec la transferrine et la 

lactotransferrine. 

Le Fer a également un rôle dans la protection intestinale de 

l'enfant vis-à-vis des infections bactériennes. Il pourrait intervenir 8 

deux niveaux, Premièrement, en maintenant 1' acidité inhibitrice du 

dhveloppement des bactéries putréf iantes, la production d' acide chez les 

Bifidobactéries citant en effet fonction de la concentration en Fer du 

milieu (BEZKOROVAIXY et TOPOUSIAB, 1983). Deuxièmement, la virulence des 



bactéries dépend souvent des disponibilités en Fer (FINKELSTEIN et 

a l ,  ,1983) et chez 1' enfant nourri au lait maternel le pH des selles est 

voisin de 5 ,  pH auquel le Fer est sous forme ferreux Fez' et peut être 

piégé par les Bifidobactéries, ce qui entraînerait une déplétion en Fer. 

c-Besoins vitaminiques : 

11 n' y a pas d'exigences communes pour les différents genres, ni 

pour les différentes espèces. De plus, ces exigences ne dépendent pas des 

différentes localisations écologiques. 

DEGUCHI et al. (1985) ont montré que certaines espèces sont 

capables de libérer dans le milieu des vitamines, en particulier thiamine, 

acide nicotinique et acide folique. 

d-Facteurs bifidigènes : 

Si 1' importance du sujet justifie une étude détaillée ultérieure, 

ces facteurs interviennent parfois dans la classification, 

ROMOND et coll. (1980) ont envisagé l'étude des exigences 

nutritives des Bifidobactéries isolées fraîchement. Ils ne mettent en 

évidence que des composés complexes (laits, extraits de foie) qui 

permettent d'effectuer une différenciation au sein du genre. 

Les Lactobacilles fermentent le glucose par la voie d8EMBDEN 

HEYERHOFF ou par le shunt des hexoses monaphosphates. Les Bifidobactéries 

utilisent le glucose par la voie de l'hexose-phosphacétolase, Celle-ci est 

encore appelée "shunt du fructose-6-phosphate", elle est caractéristique 

du genre Bifid~bacterium (SCARDOVI et TROVATELLI , 1965; DE VRIES et al, , 
1967; VEERKAMP, 1969). 



b-Le shunt de la fructose-6-phosphate phosphocétolase ou "shunt bifid" : 

Cette voie (Figure 2; p.12) est caractérisée par la présence de la 

fructose-6-phosphate phosphocétolase, de la transaldolase et de la trans- 

cétolase, ces deux dernières enzymes catalysant une réaction inverse de 

celle observée dans la voie des hexoses monophosphates (shunt des hexoses 

monophosphates, voie des pentoses), 

Le glÿcéraldéhyde-3-phosphate conduit ensuite au pyruvate par des 

enzymes similaires à celles rencontr4es dans la voie d8EEIBDEZ XEYERHOFF. 

Chez Bifidabacterfum biffdum la transformation du pyruvate en 

lactate se fait par l'intermédiaire de la lactate déshydrogénase. Le bilan 

de cette voie est : 

2 glucose ------ > 3 acétate + 2 lactate 

D'un point de vue énergétique il y a formation de S,5 moles d' ATP 

par mole de glucose consommée, alors que pour la fermentation homofer- 

mentaire et hétérofermentaire elle n'est respectivement que de 2 et 1, 

Cependant, on remarque que la plupart des souches de 

Bifidobactéries produisent plus d'acide acétique et moins d'acide lactique 

que ne le laisse supposer cette voie de dégradation. Ce phénomène se 

rencontre essentiellement dans des cultures en phase exponentielle de 

croissance. Cette variation est attribuée à la fois A la décarboxylation 

du pyruvate en acide acétique et acide formique par l'intermédiaire de la 

voie phosphothioclastique, et à la réduction de l'acétyl, provenant de la 

décarboxylation du pyruvate, en éthanol (DE VRIES et STOUTHAPfER, 1868; 

LAUER et KAZDLER, 1976). 

L'utilisation du shunt s'explique par l'absence d'enzymes clés. La 

glucose-6-phosphodéshydrogénaçe et l'aldolaçe n'ont pas été détectees chez 

les Bifidobactéries par DE VRIES et STOUTHA?iIER en 1867, ce qui excluerait 

un métabolisme empruntant la voie de la glycolyse ou celle de l'hexose 

monophosphate, SCARDOVI et SGORBAT 1 en 1974 ont caractérisé une très 

faible réactivité de ces enzymes chez certaines eçpAces. 

c-Decarbaxylation du pyruvate : 

On rencontre en anaérobiose trois types de rhaction de 

transformation du pyruvate en acétyl-Co A : la réaction phosphoclastique, 

la rhaction thioclastique et la voie de la pyruvate décarboxylase, 

La réaction thioclastique chez les Bifidobactéries est catalysée 
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FIGURE 2: DEGRADATION DES HEXOSES PAR LA VOIE DU 

FRUCTOSE-6-PHOSPHATE PHOSPHOCETOLASE 

Enzymes: 1 : hexokinase et glucose-6-phosphate isomérase 

2 : fructose-6-phosphate phosphocétolase 

3 : transaldolase 

4 : transcétolase 

5 : ribose-5-phosphate isomérase 

7 : xylulose-5-phosphate phosphocétolase 

8 : acétate kinase 

9 : enzymes de la voie homofermentaire 



gar la pyruvate formiate lyase, La réaction est irréversible et l'enzyme 

active n' est pas très stable. Un mécanisme d' activation a été proposé par 

GOTTSHALK en 1979. Ce mécanisme nécessite quatre composés : le FADHz, une 

enzyme d'activation, la S-adénosylméthionine et le pyruvate. 

Le formiate est rejeté tel quel dans le milieu ou oxydé par la 

formiate déshydrogénase. Dans ce cas les électrons produits, via une 

chaîne de transporteurs, servent à la réduction des protons par une 

hydrogénase. Cependant, la nature de ces transporteurs reste inconnue, 

d-Formation de l'acétate et de l'éthanol : 

L'acétate est formé à partir de l'acétyl-CoA provenant de la 

décarboxylation du pyruvate par l'utilisation d'une acétate kinase (EC 

2.7.2.1).  11 y a libération d'une mole d' ATP par mole d'acétate forde, 

Acétyl CoA ------ > Acétyl-P ------ > Acétate 

L'éthanol est formé lui aussi à partir de l'acétyl-Cod 

Acétyl CoA ------ > Acétaldéhyde ------ > Ethanol 

La présence de la fructose-6-phosphate-phospho-cétalase et la 

dégradation du glucose par l'intermédiaire de cette enzyme est une 

caractéristique essentielle du genre Bffidobacterium. On constate 

cependant qu'il existe des variations dans les produits de fermentation 

entre les espèces et même au sein d'une même espèce (DE VRIES et 

STOUTHAMER, 1968; Tableau 1; p,14> en fonction du milieu de culture et de 

l'âge de la culture. 

On peut noter une particularité des Bifidobactéries en ce qui 

concerne le métabolisme du galactose, Alors que chez la plupart des 

microorganismes, les enzymes de la voie de LEBOIR sont induites par le 

galactose ou le fucose, chez les Bifidobactéries elles sont constitutives 

(LEE et al., 1980). 

Si historiquement le genre Bifidobacteri un a été successivement 

assimi lé aux genres Bacil 1 us, Bacteroi'des, Lactobacf 11 us, Actf nomyces, 

nous pouvons cependant donner en conclusion l es  principales caractéristi- 



TABLEAU I : VARIATION DES PRODUITS DE FERlIENTATION DE DIFFERENTES SOUCIES 

DE B-  bifidum EN FONCTION DES SUCRES UTILISES COMME SUBSTRATS 

( DE VRIES - 1968 ). 

I I 

1 Souches Substrats Produits de fermentation 1 
1 Acétate Lactate Ethanol Formiate 1 

Glucose 

Lactose 

Galactose 

Mannitol 

Glucose 

Lactose 

Mannitol 

Xylose 

Glucose 

Xy lose 

Glucose 

Lactose 

Glucose 

Mannitol 

Les valeurs sont données en moles de produits libérés par mole de 

substrat hydrolysé. 



ques de ce genre bactérien : 

- Du point de vue morphologique, les Bifidobactéries sont des bacilles, 
Ils présentent un polymorphisme et un pléomorphisme en fonction des 

conditions de culture. Les essais d'identification prenant en compte la 

forme de la colonie et l'observation microscopique arrivent difficilement 

à différencier le genre Bifidobacterf um. 

- Ce sont des bacilles gram +, anaérobies. 

- Le métabolisme des glucides permet d'utiliser deux critères 

d' identification précis : 

f d'une part la présence de la fructose-6-phosphate 

phosphocétolase dont la mise en évidence est possible (SCARDOVI,1986>. 

f d'autre part le dosage des acides gras volatils (trois moles 

d'acide acétique pour deux moles d'acide lactique, un peu d'acide formique 

et d'éthanol). 

11 est donc maintenant possible d'identifier parfaitement ce 

nouveau genre, et de bien le différencier des genres voisins (Tableau II; 

p. 16). Cette identification peut être de plus confirmée par le séquençage 

du RNA 16 S. Par cette méthode, STACKEBRABDT et WOESE en 1980 ont montré 

que 1' on pouvait différencier nettement Bifidobacterium de Lactobacillus. 

L'ensemble des caractéristiques que nous venons de présenter 

permet donc de ne plus confondre le genre Bifidobacteriumdes genres 

auxquels on le rattachait jusque là. 

La définition des espèces bactériennes dépend des critères pris en 

compte pour la classification mais également des méthodologies utili-é es. 

Si l'on a souvent utilisé des critères biochimiques reposant 

estientiellemnt sur la fermentation des sucres pour la classification des 

Bifidobactéries, on voit de plus en plus se développer des techniques plus 

modernes comme l'hybridation ADN-ADN ou la caractérisation de certains 

composés cellulaires : constituants de la paroi et protéines, ou encore 



TABLEAU II : CARACPERISTIQUE8 DES GENRES VOISINS DE BIPIm- 

V ; variable + ( - 1  a majorit6 des souches + 
A : acide acCtique B 1 acide butyrique 
L I acide lactique P 1 acide propionique 

- ( + 1  O iajoritc des souches - 
P a acide formique 
S d acide succinique 



l'utilisation de critères immunologiques. 

D E H E R T  en 1957 a le premier mis en évidence cinq groupes de 

Bifidobactéries en utilisant les critéres de fermentation des sucres. Mais 

c'est surtout HITSUOKA en 1974 qui réalisa une étude plus complète à 

partir de 480 souches (Tableau III; p. 18). L' utilisation des crithres de 

fermentation des glucides et de croissance des souches A 46,5 ' C  lui a 

permis de bien différencier les souches d'origine humaine de celles 

d'origine animale. On peut cependant souligner que toutes les 

Bifidobactéries fermentent plus ou moins vite le glucose, le galactose et 

le fructose, mais ne dégradent pas le ribitol, le dulcitol, l'érythritol, 

le glycérol , le rhamnose ou 1 ' a-D-méthylmannoside. 
Il reste que certains auteurs reprochent à cette méthode des 

variations notamment pour les souches de B i f i d w b a c t e r i u m  b i f i d u m  

fraîchement isolées. Il préconise, si cette technique est utilisée, d'y 

associer une recherche de sensibilité à diffkrents substrats biffdigènes 

permettant en outre de différencier B i f i d o b a c t e r i  um b i f i d u m  variant a {se 

retrouvant chez l'adulte) de B i f i d o b a c t e r i u m  b i f i d u m  variant b (se 

retrouvant chez le nourrisson) (BEEREliS e t  a l . ,  1980, NEUT e t  a l . ,  1984, 

ROMOBD e t  a l . ,  1980). 

C'est CI partir de 1971 que SCARDOVI e t  a l .  ont commencé à utiliser 

l'homologie ADN-ADN pour la classification des Bifidobactérieç. 

Il ressort que ce genre n'est pas homogène au point de vue 

génétique puisque dans certains cas 1' homologie entre les DRA est faible, 

voire nulle. De plus, bien qu'au niveau du phénotype certaines espèces 

soient distinctes, l'hybridation permet de les regrouper : c'est le cas de 

B. i n f a n t i s ,  B. longum, B. l i b e r ~ r v m  et; B. l a c t e n s i s  (SCARDOVI et 

TROVATELLI, 1974). 

A l'inverse, au sein d'une espèce homogène au niveau de la 

fermentation des sucres une hétérogénéitk génétique peut exister entre les 

différentes souches. C' est notamment le cas de B. ado l  e s c e n t i s  (MITSUOKA, 

1'384). 

Cette étude nous a permis de dresser un tableau des relations entre 



TABLEAU . I I I :  CARACTBRISTIpVES FERMENTATOIRES DES DI-S ESPECES DU 

3. 13. iri/iiritis d d + + + + - + - d 
4. B. brruc - + + + + + d + d d 
5. IiI. u~ l~~ l t~sc r t i i i s  + d + + + + d + d d 
(i. II. urtgtrlirlutri + - + + + + - + - + 
7. 11. cul~~tirrluiirtri + - + + + + d + d d 
H. I L  ~~.s~ud~n.ccloiirluiunt + + + + + + d + - - 
9. I L  divi~itttr i + + -4. + + + + + + - 

10. 11. gf i~lnat i t~i  t l  - + + + + - + - - 
11. II.  pst*lt l loi~lt l~itr,, + + + + t' + - + - - 
12. 8. ctrtiictrli + - - + + + - + - - 
13. II.  cliw~ri~itrttr - - - + t + - + - - 

17. 11. nioixnunt 
18. H. pullorurn 
19. H. suis 
20. H. niiriiniurri - - + - + + - - - - 
21. B. subtile - - + + + + d + - d 
22. B. corynrf~~rrne + - + + + - + - 
23. B. us i i~n~id t .~ '  + - + d + d - + - - 
24. B. indicuni' - d + d + (1 - + - - - 

ii-l(ii~x+e ~ . - ~ r o I i i t  lactuse (:~iiui~iuse hiriexituhe Ihffinunc Surliitul Starch (;lucuiiatc ' -- - -.- 
1. B. bi/iduni 
2. Il. 1(11i#uni 
3. II. irifuritis 
4. H. brrv<s 
5. II. utlolcscoilis 
(i. R. u t i ~ u l i i t u r ~ ~  
7. H. c<rf~*ritrI( itu~~i 
X. H. ~~sciriloc~ric~riuli~tut~i 
9. 11. ~ I ~ ~ r i i i u ~ r i  

10. II. #lobosuni + d + - - + - + - 
1 1 .  I I. p .~~rdu lor r~unr  + + CI d d + - + - 
12. H. c.tiriiculi - + - - - - - + - 
1.1. II. irrrittiu1i.s + + + (1  d + - + - 
15. II. l l t~~rr~icpl t i lur t i  - - (1 ~1 d + - + - 
Ili. 11. tn1utti - - cl - - + - + - 
17. II. /li<l#tlulti 
1s. H. pulluruni 
19. Il. . ~ t l i . ~  
20. II. ~tiit i i tr iutt i 
21. B. subtile 
22. II. cutyi<./ornie + + - + - + - - + 
23. 11. as(rruidrs + + - + - + - - d 
24. I f .  ill<liculli - - + - + - - + 

--- + 
---- 

+ = Positif 

- = Négatif 

d = Variable 



les espèces (différenciées grace à des critères génétiques) et les groupes 

(isolés phénotypiquement) (Figure 3; p. 20). On peut souligner que l'es- 

péce B. bf ff dum confirme son originalité tant au point de vue phénotypique 

que génétique. 

Pour différencier les espèces du genre Bifidobacterf um, SCARDOVI 

et coll. ont utilisé les profils électrophorétiques d'enzymes solubles 

comme la F-6-phosphate phosphocétolase, la transaldolase et la 6 phospho- 

gluconate déshydrogènase. 

On retrouve trois types de F-6-phosphate phosphocétolase dans les 

Bifidobactéries (SCARDOVI et al., 1971). Aprés purification, il ressort 

que les enzymes des souches d'origine animale se distinguent de celles 

d'origine humaine par les activateurç, le pH optimal et la température 

d'inactivation (SGORBATI et al., 1976). Ces deux groupes sont parfaitement 

différenciés aprés l'étude immunologique des transaldolases. Chez les 1206 

souches étudiées, 40 isoenzymes de transaldolase et 19 de 6-phosphogluco- 

nate déshydrogénase ont été mises en évidence par électrophorèse et 

zymogramme (SCARDOVI et al,, 1979), En y associant une troisième enzyme, 

la 3-phosphoglycéraldèhyde déshydrogénase, 80 p.100 des souches étudiées 

sont identifiées (SCARDOVI et al., 1979). 

L'utilisation d'antiserums contre huit de ces transaldolases 

purifiées (SGORBATI et LEBDON, 1982; SCARDOVI et al., 1979) permit de 

déterminer des distances imnologiques. Les distances taxonomiques font 

apparaître 4 groupes qui coincident avec la répartition écologique des 

espéces (SCARDOVI, 1986). 

L'électrophorèse de protéines cellulaires a été utilisée sur 1092 

espèces du genre Bffidum (BIAVATI et al,, 1982). Les résultats eurent une 

bonne corrélation avec les autres critères de classification; ils mirent 

en particulier en évidence une seule bande protéique commune à l'ensemble 

du genre, à l'exception de B, boum, et permirent de confirmer l'existence 

de B. mfnimum et B. subtile. 

Cette étude a été essentiellement réalisée par l'équipe de KAXDLER 

(1968, 1970 et 1974). Il ressort de cette étude que la structure du pepti- 
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FIGURE 3 : RELATION ,ENTRE LES ESPgCaS CARACTERISEES PAR L'EYBRIDATION 
ADN-ADN (A) ET LgS BSPECES C2WETEUSEBS PAR DES UUTERES P R E N O T Y P I ~  
( B ) .  (MITSUOKA - 1984). 



doglycanne de la muréine des Bifidobactéries se rapproche plus de celle 

des Lactobacilles que de celle des Actinomycètes, KAWLER et al. 

confirment également l'étude réalisée par CUMMIBS et coll. (1957) sur la 

composition en acides aminés de la paroi. On retrouve dans toutes les 

souches étudiées de l'alanine, de l'acide glutamique et de la lysine, 

ainsi que de la glucosamine et de l'acide muramique. Par contre, la 

sérine, le glycocolle, la thréonine et l'acide aspartique sont spécifiques 

de certaines souches. 

Enfin, la composition du mucopeptide de la muréine a été décrite 

chez certaines espèces (Tableau IV; p. 22), 

Les variations de structure de la paroi des Bifidobactéries sont 

maintenant utilisées pour caractériser les espèces. Ainsi la structure du 

peptidoglycanne permet de distinguer B. boum de B. thermphil un et B. 

nfnimum de B. s u b t i l f s  (KAIIDLER et LAVER, 1974). De même la structure des 

sucres de la paroi bactérienne commence à être étudiée (VEERKAMP et al., 

1983; HABU et al., 1987) sans que l'on puisse encore utiliser ces 

résultats pour comparer les espèces, 

L' ensemble des critères que nous venons d' exposer, auxquels on 

peut ajouter la structure des plasmides (SGORBATI et al., 1982; 1986>, la 

résistance aux antibiotiques, le G+C %, la morphologie, ont permis de 

mieux connaître les caractéristiques des espèces du genre Biffdohacterium. 

Cependant, pour des raisons pratiques les tests de fermentation et 

l'observation microscopique restent les critères d'identification les plus 

couramment utilisés, 

De plus, associé à une recherche et un isolement systématique, 

nous avons vu le nombre d'espèces de Bifidobactéries augmenter en fonction 

des critères pris en compte ce qui nous oblige à comparer les différentes 

classifications (Tableau V; p. 23). 



1 B. bif idum Orn (Lys) - DSer - Dasp 1 
IB. longum 

IB. infantis Orn (Lys) - Ser - A l a  - Thr - A l a  

1 B - breve 1 
1 B. asteroïdes 

1 B. adolescentis 
1 B. anguiatm 

1 B. dentium 

]B. pullorum 

1 B. subtile 

1 B. corynef onne 

1 B. indicum 

1 B. catenulatum 
1 B. pseudocatenulatum 
1 B. magnum 

(B. globosum 

1 B. pseudol ongum 

IB. cuniculi 

1 B. choerinum 
1 B. animalis 

Lys - Gly 

Lys (Orn) - DAsp 

Lys (Orn) - A l a  -Ser 

Orn (Lys) - A l a  

Orn (Lys) - Ser ( A l a )  - A l a Z  1 
I 

1 B. thermophil um Orn (Lys) - DGlu 1 

1 B .  boum Lys - DSer - DGlu 1 

1 B. suis Orn (Lys) - Ser - Ala - Thr - A l a  1 

!B. minimum Lys - Ser 1 



TABLEAU V : PRINCIPALES CLASSIFICATIONS DU GENRE BIFIDOBACTERIUM 

(POUPARD et al. 1973, SCARDOVI et al. 1986.) 

SCARDOVI 1 1971 

------ 

1 9 6 9  

V infantis a 
infantis b 

1 X liberorui 

X lactenlis 

I i VI11 breve b 
breve c 

IV parvulorni a 
I 

ï 1 a adolescentis a 
1 b sadolescentis b 

i 1 1 c adolescentis c 

bifidui 

infantis 

l 
l j 1 d 1 

I 1 1 I 
l II b 
1 
I 
I i 
1 I 

1 j 
I 

i 

i breve 

adolescentis d 
l o n g u i  var longui a 
loagui var longui b 
longui var aniaalis a 
longui var aniialis b 
pseudolonqui a 
pseudolongui b 
pseudolongui c 
pseudolongui d 

adolescentis 

I 
theriopbilui a 

I 1 /theriophilui b 

i t b e r ~ o p b i l u i  c 
theriophilui d 

i 

longui 

pseudolongui 

theriophilui 

ruiinale 

asteroides 

suis 
globasui 
indicui 

coryneforit 

iiniiui 

subtile 
pullorui ' 
iagnui 

boui 

cboericui 

cuniculi 
--------------- 

..................... 
HOLDKHAR KT 
HOORE 1 9 7 2  

..................... 
bif idui 

infantis ss infantis 
in f a n t i s  ss liberorni 
infantis ss lactensis 
infantis - otber 

breve 

adolescentis A 
adolescentis B 
adolescentis C 
adolescentis D 
longui 

pseudoionqui 

cornutui 

eriksonii 

SCARDOVI e t  al 
1 9 8 6  

bifidui 

breve 

longun 

aniialis 

pseudolongui 

theriophilui 

asteroides 

dentiui 

anqulatui 

catenulatui 

pseudocatenulatui 

suis 
plobasui 

indicui 

coryneforie 

iiniiui 

subtile 
pullorui 

iagnui 

boui 

cboericun 

cuniculi 
----------------- 

SS:  sous esp8ces 



Les moyens modernes de détermination et d'analyse ont permis de 

quantifier la flore digestive et d'établir une repartition des 

microorganismes, En précisant 1 ' importance de la f lare intest inale sur 

l'état de santé DRASAR et HILL (1974) et SAVAGB (1977) donnèrent une 

=mes, nouvelle orientation au rôle physiologique des microorgani- 

En ce qui concerne les Bifidobactéries, deux thèses s'opposent 

1- Sont-elles de simples marqueurs d'un état de bonne santé ? 

2- Interviennent-elles vraiment pour un bon fonctionnement du tube 

digest if ? 

Les Bifidobactéries sont répandues dans le tractus digestif de 

nombreuses espéces animales. El les se retrouvent essentiel lement chez les 

mmmiféres, cependant elles ont également pu être isolées chez l'Abeille 

( B .  coryneforme, B. asteroides, B. fndicum) et chez la Poule ( B ,  pu1 lorum, 

B. gal linarurm) (SCARDOVI et TROVATELLI , 1969). Chez 1 ' Homme, cette espèce 
est inexistante au niveau de l'estomac, ; ensuite la population de 

Bifidobactéries augmente progressivement pour se retrouver essentiellement 

au niveau du gros intestin (Tableau VI; p. 25) Certains Bi fi dobacteri um se 

retrouvent au niveau du vagin, d'autres ont été isolés de caries dentaires 

( B ,  denti un, BOURNE et al, , 1978) et dans le pus des abcés (B. breve et B. 

longum, SCARDOVI ,1984). 

Enfin, les eaux résiduaires sont riches en Bifidobactéries (BOURBE 

et al., 1970; CARILLO et al., 1985), Leur utilisation comme témoin de 

contamination fécale humaine reste cependant problématique, d'une part à 

cause du manque de spécificité car on les retrouve chez d'autres espéces 

animales, d'autre part cause de leur durée de vie assez courte en milieu 

aérobie. 

A cause de l'importance qu'on lui attribue sur le bon 

fonctionnement du tube digestif, c' est surtout 1' implantation et 1' évolu- 



TABLEAUVI: REPARTITION DE LA PLORE BA-IENNE DANS L'APPAREIL 

DIGESTIF CHEZ L'HûMHE (HAWSWORTH e t  al. , 197 1 ) . 

Unité: loglO de c e l l u l e s  v i a b l e s  pa r  gramme de poids sec 

ND : < 10 p a r  gramme 

(exemple 10.5 = 3 1 0 ~ ~ .  2.5 = 316) 

r 

GENRE BACTERIEN 

Bactéroïdes 

Bifidobacterium 

Lactobacillus 

Enterobacteria 

Entérococci 

Clostridium 

Veillonella 

Levures 

ESTOMAC 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

PARTIE HAUTE DE 
L'INTESTIN GRELE 

2,s 

2,o 

1,O 

ND 

ND 

ND 

ND 

1,O 

PARTIE BASSE DE 
L'ïNTESTIN GRELF: 

3,s 

4,o 

ND 

3,3 

2,3 

ND 

ND 

2,3 

GROS 
INTESTIN 

8,O 

7,O 

6.5 

7,o 

7,o 

ND 

3,o 

ND 

FECES 

10,5 

10,5 

4,o 

6,O 

3,5 

3,o 

3,o 

1,O 



tion chez l'Homme qui ont 6th étudiées ainsi que 1' influence de la flore 

sur la santé. 

Les Bifidobactéries constituent une part importante de la flore 

normale chez l'Homme. Chez le nouveau-né, elles apparaissent entre deux et 

cinq jours et se maintiennent ensuite un niveau important, Bous 

envisagerons tout d'abord les facteurs de développement chez le nourri- =son 

et ensuite son évolution chez l'adulte. 

I - ~ ~ L I S S ü R E # T  DE LA FLORE BIFLDE CaaZ LE IOEmsAtT-EB : 

Avant la naissance, le foetus se développe dans un environnement 

stérile. Ensuite, l'apparition de la flore du tractus digestif est rapide : 

le colon dès 48 heures après la naissance contient de IOs à 1014 bactéries 

par gramme de selle (BEZIRTZOGLOU, 1985; MITSUOKA et HAZAKAWA, 1972, MOREAU 

et al,, 1986). Les Bifidobactéries apparaissent quant B elles entre le 

troisième et le cinquième jour (MITSUOKA et HAZAKAWA, 1972). Le mode de 

naissance, le type d' alimntati on, 1' envirannement et 1' individu inf lu- 

encent ce processus. 

a-]rode de naissance : 

L'enfant né par voie basse est contaminé au contact de la flore 

vaginale ou fécale de la mère, Cependant, chez les enfants nés par 

césarienne on note également l'implantation de Bifidobactéries 

(BEZIRTZOGLOU, 1985). Cette flore apparaît dans ce cas plus tardivement. 

Dans tous les cas, la flore qui s'implante chez le nouveau-né ne correspond 

pas forcément à celle retrouvée au niveau vaginal au fécal, L'origine de la 

contamination reste donc incertaine. Elle ne peut pas être due au lait 

maternel, et dans les premiers jours, les enfants nourris au lait 

commercial ont sensiblement la m&me flore que ceux nourris au sein, 

Dans le cas d'une naissance par voie basse, la flore bifide 

s'installe dans la première semaine (BULLEN et al., 1977; MITSUOKA et al., 



1972; NOREAU et al,, 1986; YOSHIOKA et al., 1983; 1984). Elle constitue la 

population la plus importante de la flore fécale. 

Dans le cas d'enfants nés par césarienne, 1' implantation de la 

flore bifide est plus tardive (deux semaines), sans que l'allaitement au 

lait maternel n'entraîne une apparition plus rapide des Bifidobactéries. 

Il semble difficile d'affirmer 1' importance de l'allaitement dans 

cette implantation. Si chez les enfants nourris au lait maternel, elle est 

plus rapide et plus importante, on constate que chez les enfants nourris au 

lait materniçé la flore bifide est supplantée par les Bacteroïdeç et 

Cl ostridiun durant les premiers jours (Tableau VI 1; p. 28) ; cependant la 

différence s'atténue avec l'âge et dans un délai de un à trois mois la 

f lare anaérobie facultative atteint des niveaux plus élevés et ce dans les 

deux types d'alimentation (BEN30 et al. , 1984; ROEERTS et al., 1984; STARK 
et LEE, 1982). 

De plus, on n' a pas pu mettre en évidence la sélection c i '  une espéce 

de Bifidobacterium en fonction du type d'alimentation (NEUT et a l , ,  1981; 

YUHARA et al. , 1983; BEWBO et al. , 1984; BIAVATI et al, , 1984). 
L'équilibre de cette flore intestinale et en particulier la 

prédominance de la flore bifide est très sensible aux modifications de 

régime alimentaire (arret de 1 ' allai tement maternel, sevrage) d' autant plus 
si ces modifications sont brutales (LUGOVSKAIA et LADODO, 1984; NEUT et 

al,, 1985) et plus ou moins bien adaptees (LUGOVSKAIA et LADODO, 1984). 

c- Individualité et environnement : 

Outre les modifications de cette flore intestinale dues à 

l'alimentation, on ne peut négliger l'influence des modifications de 

l'environnement (habitudes obstétricales, utilisation d'antibiotiques) 

ainsi que du lieu de l'accouchement (MITSUOKA, 1'384; POUPARD et al,, 1973) 

et de la nurserie, Les autres variations sont à mettre sur le compte de 

l'individualité, 

Chez les prématurés, plusieurs auteurs ((>ONCHAIZOVA, 1979; STARK et 

LEE, 1982; STEVERSOR e t  al., 1985) rint souligné les difficultBs 

d'implantation des Biffdobacterium alors que les Bacteroi'des et les 

Enthrobactéries avaient un comportement normal. 



TABLEAü VII: -Dû TPPE D'- SIR LB CUMFOSITION DE LB 

mX,RE FECALE DU NûûRRïSSON (MITSUOKA 1984) 

1 Genre bactérien 
I 
1 Entérobactérie 
1 Staphy 1 ocoques 
1 Streptocoques 
1 Lactobacillus 
1 Bifidobacterium 
1 Eubacterium 
1 Bacteroïdes 
1 Peptococcus 
1 Clostridium Perfringens 
1 Autre Clostridium 
1 Veil 1 one1 1 ae 

1 

ENFANT NOURRI AU LAIT ENFANT NOURRI AU  LAIT^ 
ARTIFICIEL MATERNEL 1 

log N Fréquence log N Fréquence 1 
% % 

+ 1 
9,s-0,s 100 

+ + 1 
0,s-1,7 100 5,8 1,9 

+ 97 1 
9,8-0,6 100 7,gf1,5 100 1 

+ 
7 8 

+ 
7,2-1,s 6,8 1,7 

+ 80 1 
10 - 2,2 97 10,7+0,9 100 1 

+ 
7 8 

+ 
7,3-4,l 3,l 4,6 

+ + 33 1 
9,9-1,l 100 6,l-4,3 

+ + 67 1 
7,9-4,O 80 2,4-4,l 

+ + 27 1 
6,4-2,s 50 1,O-2,3 

+ + 17 1 
0,9-2,6 10 1,3'3,2 

+ + 13 1 
5,9-4,6 63 5,8-3,4 83 1 

I 

IEspèce dans le qenre 

1 Bif idobacterium 
1 B. bif idum 
I B .  infantis 

1 B. breve 
1 B. adolescentis 
I B .  longum 

N = nombre de bactéries par grammes de feces 



BEiüIITO et coll. (1985) ont d'autre part observé qu'un déficit en 

vitamine K chez l'enfant s'accompagne d'une diminution des Bifidobactéries. 

Les Bif idobactéries ont tendance à diminuer avec 1' Age, surtout 

après 65 ans, au profit des Cloç t r id ium,  L a c t o b a c i l l u s ,  B. coli et 

S t r e p t o c o c c u s  (Tableau VIII; p. 30). On note également une sélection des 

espèces en fonction de l'âge (Tableau IX; p. 31). Si B. i n f a n t i s ,  B. 

b r e v i s ,  B. longum type b et B. b i f i d u m  type b ne se rencontrent que chez le 

nourrisson, B. adol e s c e n t i s  par ' contre est exclusivement retrouvé chez 

l'adulte (BIAVATI e t  a l , ,  1984). 

3-RûLE DE LA FLORB BIFIDE 

Le rôle des Bif idobactéries a surtout été envisagé chez 1 ' enfant, 
d'une part à cause de son importance dans la flore intestinale et d'autre 

part à cause de son rôle sur son état de santé. 

11 semblerait que les Bifidobactéries interviennent au niveau du 

tractus digestif en inhibant l'implantation d'un certain type de flore qui 

pourrait provoquer des désordres digestifs, La flore bifide réprime le 

développement des h c t e r o ï d e s  et Entérobactéries durant l'allaitement 

maternel, alors que 1 ' alimentation au lait materniçé induit 1' implantation 
d'une flore bifide mais non répressive vis-à-vis de ces deux genres 

bactériens (BOURRILLOIIT e t  a l . ,  1980; MITSUQKA e t  a l . ,  1972). Il est 

également admis (BEZIRTZQGLOU, 1985 que Cl o s t r i  d i  um p e r f r i n g e n s  ne se 

maintient pas chez le nourrisson en présence de Bf f f dobac ter i  um b f  f f dum. 

Récemment, CORTHIER e t  a l .  (1985) ont cependant montré dans le tube 

digestif de Souris qu' une souche de B, b i f i d u m  inhibait la production de 

toxine due à C l o s t r i d i u m  d i f f i c i l e ,  Si on a longtemps considéré que les 

Bifidobactéries ne jouaient aucun rôle dans la protection de l'enfant vis- 

à-vis des diarrhées à rotavirus (RASIC et KURMAIITET, 1983), et que seul le 

lait de Femme pratégeait l'enfant contre l'agent infectieux, il semble que 

les Bifidobactéries puissent s'opposer dans ce cas à une altération 

importante de la flore digestive. Ainsi, les Bifidobactéries ne sont pas de 

simples témoins de la bonne santé de l'intestin mais leur effet bénéfique 

est réel. 



TABtEAU VIII:VARIATION DE LA COHPOSITION DE LA FLûRE =CALE EN PONC!I!ION DE 
L'AGE. ( MITSUOKA - 1984). 

s 

Bacteroïdes 

Eurobactéries et lacto- 
bacilles anaérobies 

Cocci anaérobies gram + 

Bifidobactéries 

Streptocoques 

EntBrobactéries 

Lactobacilles 

Veillonellae 

Clostridium perfringens 

Staphylocoques 

Levures 

ENFANT DE 1 2 4  JOURS 

log N 

8 , 6  f- 1 , 7  

O 

O 

9,3 2 2 , 5  

8 ,5  5 1 , 7  

9 , 3  2 1 , 3  

6,4 2 1 , 9  

5,6 + 2 ,2  

5 ,9  + 3,O 

6,2  2 1 , 7  

3 , 5  2 1,3 

Frequence h 

4  1 

O 

O 

47 

100 

100 

53 

23 

3  5  

100 

4  1 

ENFANT DE 4  a 6  ANS 

109 N 

10 ,4  2 0 , 6  

9 , 9  + 0 , 4  

8 , l  2 0 , 9  

1 0 , l  2 0 , 6  

7 , 8  2 1 , 3  

8 , O  1 , 4  

7,O 2 1,8 

5 ,2  5 1 , 9  

5 ,7  2 2,O 

4,O + 1 , 3  

4 , 2  2 1 , 3  

Frequence % 

100 

24 

14 

9  7  

100 

100 

93 

86 

7 9  

8 6 

8 6 

ADULTES DE 20 A 64 ANS 

log N 

1 0 , 3  + 0 , 6  

9 ,9  2 0 , 8  

8 , 9  $r 1,8 

9 , 8  2 0 , 7  

7 ,7  2 1 , 3  

8 , 2  '_ 1 , 3  

6 , 7  $: 1 , 8  

4 , 8  $: 2 , 3  

4 , 8  $: 1 , 7  

4 ,4  2 1 , 8  

3 , 7  + 1 , 2  

ADULTES DE 65 a 86 ANS 

Frequence 

100 

9  3  

52 

100 

100 

100 

100 

5 5 

5 2 

9  O 

6  9  

"6- N 

10,O +_ 0 , 8  

9 , 5  2 0,9  

7 , 7  2 2 , 2  

9 , 4  2 0 , 8  

8 , 2  2 1,3 

7 , 8  2 1 , 3  

8 , O  2 1 , 5  

6 , l  2 2,O 

6 ,6  2 1 , 9  

4 , 3  2 2 , l  

4 ,6  2 1,s 

Fréquence O 

1 O0 

7 6 

3  5 

85 

100 

100 

99 

64 

9 2 

6  O 

7  1 



TABLEAüIX: VAiUATIûIï DES ESPECES DU GENRE BIPIDO- EN FOMXION 

DE L'AGK (FREQUENCn D'ISOLEmN!l' EN %) 

(MITSUOKA - 1984). 

Espèces dans l e  genre 
Bifidobactérium 

Nombre d'individus 
t e s t é s  

B. b i f  idum 
B. bifidum 

type a 
type k 

B. i n f a n t i s  ss in f an t i s  
type a 
type h 

I ss liberorum 

I ss l a c t e n t i s  

B. breve ss breve type a 
type b 
type c 

ss parvulorum 
type a 
type b 

B. adolescentis  type a 
type b 
type c 
type d 

B. longum type a 

Znfants de 
L a 4 jours 

Snfants de 
4 a 6 ans 

Rdultes de 
20 a 64 an: 



Si les relations entre les microorganismes sont bien développées et 

étudiées in vitro, le passage in vivo est plus délicat notamment chez le 

nourrisson. Les difficultés rencontrées proviennent du maintien à de hauts 

niveaux de la flore bifide dans l'intestin. L'utilisation des facteurs 

bifidigèneç devrait résoudre ce problème et il est donc nécessaire de faire 

le point des connaisçances actuelles sur ce sujet. 

FACTESURS BZFIDIGENES 

Avant 1950, lorsque l'utilisation du lait en poudre faisait ses 

premiers pas, il était reconnu que le lait de Femme était supérieur au lait 

de Vache pour l'alimentation du nouveau-né, En effet, on constatait une 

meilleure santé des enfants nourris au sein, moins de miladies (particuliè- 

rement de gastroentérites), et une mortalité plus faible, Un certain nombre 

d'hypothèses ont été émises pour expliquer cette observation. Le lait de 

Femme contient des protéines ayant une activité antivirale et 

antibactérienne (IgA de sécrétion), des macrophages, des cellules 

lymphoïdes et des protéines ferriques (lactotransferrine). Mais par dessus 

tout, ces faits coincident avec une différence de flore intestinale suivant 

le mode de nutrition, Dans les intestins des enfants nourris au sein, le 

bifide est prédominant. Par contre, chez les nourrissons soumis à une 

alimentatioon artificielle, le nombre de coliformes est très élevé, les 

formes anaérobies gram-négatives sont présentes en grande quantité et les 

bifides sont peu nombreux (HAEIIIEL, 1970). Ceci suggère que les B, 

bifidum peuvent avoir une influence positive sur le maintien de la bonne 

santé des enfants nourris au lait de Femme, Aussi de nombreux chercheurs 

ont essayé de faire croître artificiellement B. bifidum "in vitrd' et de le 

maintenir "in vivd' , Les études concernant les facteurs de croissance des 

Bifidobactéries ont suivi deux voies : 

1- Modification de la composition du lait de Vache : "maternisation" 

II- Identification de facteurs bifidus et bifidigènes. 



1- XODIFICATIOB DR LA COMPOSITIOX DU LAIT DR VACHB 

Les travaux sur les différentes compositions des laits ont 

essentiellement porté sur le lait de Femme et sur le lait de Vache, qui 

sont les plus généralement utilisés dans l'alimentation du nourrissan, Ces 

recherches ont précisé les différences qualitatives et quantitatives 

existant entre ces deux laits, faisant du lait humain un aliment de choix. 

Elles revêtent une importance particulière du point de vue de la 

"maternisationN du lait de Vache. 

SITTLER (1908) est le premier à affirmer que l'addition de lactose 

dans le lait de Vache provoque la croissance des Bifidobactéries. Des 

études ont montré que l'addition de 12 p.100 de lactose (P/V) (GERSTLEY et 

al., 1932; XAECIAUX ,1958) ou d'au mains 10 p. 100 (BESSAU, 1937, 1938) 

provoque l'apparition d'une flore gram-positive dans les fèces. 

L'effet bifidigène du P-lactose a été annoncé par plusieurs 

auteurs (MALYOTH et KIRIMLIDIS, 1939; ULYOTH et STEIH, 1953; DUSTERWALD 

et a1.,1950; DELTHIL, 1953). Mais cet effet a Bté infirmé par d'autres 

(FRISELL, 1951; PETUELY, 1957 ; LEVESQUE , 1959). L' administration orale du 
lactose donne des effets temporaires et partiels de baisse du pH (ROSS et 

DAWES, 1954). Apparemnt, le lactose ne parvient pas au gros intestin en 

quantité suffisante pour provoquer la croissance des Bifidobactéries. 

Le chauffage du lait de Vache contenant un ajout de lactose a étB 

proposé comme un moyen de retarder 1 ' absorption intest inale (BESSAU, 

1937,1943; KLEIBSCHMIDT,1949) + Cette méthode induit la formation de 

nouveaux composés bifidigènes attribuée à la modification du lactose. 

Des laits artificiels, recevant des compléments en nialtodextrines 

(IrIALYOTH,1949) ou en dextrine-cystéine, sont des supports pour la flore 

bifide et suppriment les coliformes dans les intestins. Cependant, 

d' autres études utilisant des dextrines indi quent que 1 ' effet est faible 

(LEVESQUE, 1959) ou même négligeable (PETUELY, 1957). Les effets de ces 

sucres sont donc contradictoires, ce qui indique que d'autres facteurs 

doivent intervenir 



1 - L m  PR0TBIBE.S ET LGS SGLS 

Certains auteurs ont remarqué que le fort taux de lactose et le 
/ r 

faible pouvoir tampon du lait humain favorisent un pH acide des féces 

(ADAM, 1921,1925; CRUISCHAIBK, 1925). D' autres études ont montré que la forte 

concentration en protéines (caséine en particulier) et en phosphate de 

calcium dans le lait de Vache inhibe la croissance des Bifidobactéries, 

tandis que le fort taux de cystine du lait humain la favorise (ADAM, 1949; 

BLAUROCK, 1937). Ces observations ont conduit au développement de laits de 

Vache modifiés avec une teneur réduite en caséine et en phosphate de 

calcium et supplémentés en lactose et cystine. 

Les acides gras présents dans le lait de Vache sant des 

inhibiteurs de la croissance des Bifidobactéries, Les acides laurique et 

myristique ont l'effet le plus important (TOEIIIRELLI et al.,1950; 

GYLLEBBERG et al., 1954,1956). Une étude complémentaire a confirmé 1' effet 

néfaste de certains acides gras dans l'ordre suivant : propionique, 

butyrique, palmitique, stéarique tandis que les acides plus insaturés 

(oléique, li noléique) ont peu d'effet (OISHI, 1966). 

Cependant la forte teneur en acides gras essentiels (linoléique, 

linolénique) du lait de Femme a une fonction nutritionnelle importante, On 

a donc modifié le lait de Vache en remplaçant ses acides gras 

constitutionnels par des huiles végétales contenant une forte proportion 

de ces produits essentiels. 

II-IDEIICTIFICATIOX DE FACTEURS BIFIDIGEaIES 

Les facteurs bifidigènes sont des facteurs de croissance 

nécessaires au développement des Bif idobacteri um. 

Très tôt, on a trouvé que certains constituants du lait humain 

écrémé provoquaient la croissance des Bifidobactéries (MOR0,1907; 



SCHoNFELD,1926) , mais il a fallu plus de vingt ans pour réussir à les 

identifier. 11 existe plusieurs types de facteurs de croissance définis 

par leur capacité à stimuler spécifiquement une espèce de B i f i d o b a c t e r i u m .  

L'espèce B. b i f f d u m  se divise en deux variants: le variant a 

essentiellement retrouvé chez l'adulte et le variant b retrouvé chez 

l'enfant. Ces deux variants requiérent des facteurs de croissance 

différents. Les facteurs bifidigènes spécifiques du variant b sont 

supportés par des structures oligosaccharidiques alors que ceux du variant 

a sont plutôt de nature peptidique. 

Quatre groupes de facteurs bifidigènes sont décrits dans la 

littérature : 

- Le lactulose, ou facteur de PETUELY, 
- Les oligosaccharides contenant de la N-acétylglucosamine appelés bifidus 
facteur 1 (BF 1) , 
- Les peptides obtenus par digestion enzymatique de caséine, ou bifidus 
facteur 2 (BF 2>, ou encore facteur de RAYBAUD, 

- Des constituants divers, 

Selon PETUBLY (1949,19571, le lactulose est un facteur bifidigène. 

Ce disaccharide est composé d' une molécule de galactose et d' une molécule 

de fructose. L'adjonction de ce disaccharide au lait artificiel à un taux 

de 1 à 1,5 gramme par kilogramme et par jour ou de 1 à 2 p.100 de 

l'aliment stimule la croissance de B i f i d o b a c t e r i u m  en 24-96 heures. Le 

rapport lactose/protéine doît être préférentiellement de 2,6 (PETUELY, 

1957). Les produits d'hydrogénation du lactulose (lactite, lactulite) ont 

également un effet bifidigéne. Ils sont ajoutés séparément ou ensemble à 

des taux de 3 g, pour une ration alimentaire de 292 kJ. et un rapport 

lactose/protéine de 2,5 à 5 (PETUELY, 1966), L'ingestion de lactulose chez 

l'adulte provoque aussi la croissance de B i f i d o b a c t e r i u m  (HOFFMAN, 1966). 

Cet effet s'explique car contrairement au lactose, le lactulose Bchappe à 

la digestion et à l'absorption intestinale. Il parvient jusqu'au côlon où 

il devient une source d'énergie pour la flore bifide (HOFFMAN et 

a1.,1964). Mais le lactulose n'est pas présent à l'état libre dans le lait 

humain. Il résulte de la transformation du lactose par chauffage du lait; 

de plus il est inefficace i n  vitro. C'est pourquoi RAYNAUD (1959) lui 

dénie le nom de facteur bifidigéne. Son adjonction permet l'augmentation 



d e s  B i f i d o b a c t é r i e s  e t  d e s  L a c t o b a c i l l e s  i n  v i t r o .  Mais il e s t  a u s s i  

u t i l i s k  p a r  l a  m a j o r i t é  d e s  3 c o l i  (YOSHIOKA,1971>. Aussi l o r s q u ' i l  e s t  

absorbk à f o r t e s  doses ,  i l  pravoque fréquemment d e s  d i a r r h é e s  

f ermentat  i v e s ,  

GYORGY e t  a l .  (1954) découvrent  un mutant de  L. b i f i d u s  v a r .  Penn 

q u i  c r o î t  uniquement e n  p résence  de l a i t  ma te rne l .  Ce f a c t e u r  b i f id igc ine  

du la i t  humain a p p e l é  f a c t e u r  b i f i d u s  1 n ' e s t  n i  d é t r u i t  n i  a l t é r é  p a r  

chauf fage .  GYORGY e t  a l .  (1954) c o n s t a t e n t  que l e s  l a i t s  d ' e s p è c e s  v a r i e e s  

e t  l e s  s é c r é t i o n s  humaines e n  s o n t  d e s  s o u r c e s  n a t u r e l l e s ,  Le c o l o s t r u m  

humain e s t  l e  p l u s  a c t i f  s u i v i  p a r  l e  c o l o s t r u m  de  Rat p u i s  l e  l a i t  d e  

Femme et l e  l a i t  d e  Rat. GYORGY v o i t  dans  la  f o r t e  t e n e u r  du c o l o s t r u m  

humain e n  f a c t e u r  b i f i d u s  un élément s u s c e p t i b l e  d ' e x p l i q u e r  l a  r a p i d e  

i m p l a n t a t i o n  du b i f i d e .  Le l a i t  de Chat posséde une bonne a c t i v i t é ,  s u i v i  

pa r  c e l u i  de 1' Ane, du Chien,  du Singe e t  du Lapin .  Par  c o n t r e ,  l e s  l a i t s  

de ruminants  s o n t  f a ib lement  a c t i f s  ( B r e b i s ,  Vache, ChBvre>. Cependant,  i l  

e x i s t e  une c o n c e n t r a t i o n  a p p r h c i a b l e  d e  f a c t e u r  de c r o i s s a n c e  dans  l e  l a i t  

de Vache. 

Les f a c t e u r s  b i f  i d i g é n e s  du l a i t  e t  du c o l o s t r u m  humain n' o n t  p a s  

de masse m o l é c u l a i r e  homogène. En e f f e t  ils peuvent i - t r e  s é p a r é s  e n  une 

f r a c t i o n  d y a l i s a b l e  r e p r é s e n t a n t  de 40 à 75 p .  100 de  l ' a c t i v i t h  t o t a l e  e t  

une f r a c t i o n  non d y a l i s a b l e  d e  25 à 60 p.  100 (GAUHE e t  a l . ,  1954; GYORGY 

e t  a l . ,  1974) .  La s u i t e  d e s  t r a v a u x  de  GYORGY e t  KUHN a permis de 

demontrer que l e  g y n o l a c t o s e  de  POLONOVSKI e t  LESPAGIIOL (1930) e s t  l e  

suppor t  de  l ' a c t i v i t é  b i f i d i g B n e  du l a i t  de  Femme. Les t r a v a u x  e f f e c t u é s  

dans  n o t r e  l a b o r a t o i r e  (GRIKMORPREZ e t  XONTREUIL, 1968, 1975, GRIMX~NPREZ,  

1972) on t  permis de  mieux c o n n a î t r e  l a  s t r u c t u r e  d e s  a l i g o s a c c h a r i d e s  du 

l a i t  humain. A c e  j o u r ,  p l u s  de 60 s t r u c t u r e s  o n t  é té  mises  en  e v i d e n c e .  

Par  d i f f é r e n t e s  t e c h n i q u e s  chromatographiques ,  ils i s o l e n t  d e s  composés 

a c t i f s  qu i  c o n t i e n n e n t  t o u s  de  l a  IT-acétyl-glucosamine. La p résence  de N- 

acétylglucosamine semble donc i n d i s p e n s a b l e  à 1 ' e x p r e s s i o n  de c e t t e  

a c t i v i t é ,  hypothcise émise p a r  GALJHE e t  a l ,  e n  1954 e t  conf i rmée p a r  l a  

s u i t e  p a r  GYORGY e t  a l .  en  1955. 



Des études ont été entreprises afin de mieux définir l'importance 

de la N-acétylglucosamine dans 1' expression de 1' activité bif idigène. Dans 

ce but des dérivés de ce monosaccharide ont été obtenus par synth&se et 

par hydrolyse d'oligosaccharides. Les plus importants sont : 

- la ïi-acétyllactosamine 
- les N-J3-glucosides dérivés de la N-acétylglucosamine 

- les N-acyls dérivés de la N-acétylglucosamine. 

TOMARELLI et al. (1954) ont testé plusieurs substances naturelles 

de facteur de croissance BF 1, la mucine de Porc leur a paru la meilleure 

source, Ils réalisent une hydrolyse douce de celle-ci et isolent ainsi un 

disaccharide f ortement actif composé de galactose et de N- 

acétylglucosamine. ZILLIKEN et al, (1955 a, 1955 b) obtiennent le même 

produit également par hydrolyse mais aussi en incubant des cellules de B. 

blfldum var. penn avec du lactose et de la N-acétylglucosamine, Ils 

identifient ce disaccharide comme étant le 4-O-J3-D-Galactopyrannosyl-N- 

acétyl-D-glucoçamine. Ces auteurs constatent que la N-acétylglucosamine 

libre est peu efficace par rapport à ce composé. 

b-Les N-j3-glycosl des et 1 es 1-acyl s déri vés de 1 a 1-acé tyl gl ucasamine : 

ROSE et al. (1954) et ZILLIKEN et al, (1955 cl constatent que les 

a- et P-méthyl-E-acétyl-D-glucosamine présentent des propriétés intéres- 

santes, L' anomère j3 est un facteur de croissance de B. bifidum var penn et 

l'isomère a est quant à lui inactif. Mais, l'addition de dérivés de type a 

augmente 1' effet du J3-glycoside. Par ailleurs, 1' éthyl- et le B-propyl-N- 

acétyl-P-D-glucosaminide sont considérablement plus actifs que les 

composés méthylés (Tableau X; p. 3 8 ) .  Ils ont une activité comparable à 

celle de la N-acétyllactosamine (GYORGY et ROSE, 1955). Les N-acyl 

dérivés ont été découverts plus récemment par LAMBERT et ZILLIKEN (1965) ; 

les plus actifs sont la N-benzoylglucosamine et la N-carboéthoxy-D- 

glucosamine, 

Ces composés synthétiques marqués vont permettre à O'BRIEN et al. 

(1960) et LAIBERT et al. (1965) de démontrer que la 1iT-acétylglucosamine 

est incorporée dans l'acide muréique présent dans la paroi cellulaire. Les 



TABLEAU X : FACTEUR BIPIDUS 1 : BBACTIBITE DE DIVEI?!5 OLIGOSACCHA- 

RIDES OBTEBüS PAR SYBTHiiSJl CHIHIQUE SUR LA CBOISSBBCE 

DE B. BIFIDüH 

ZILLIKEB et al, (1955 c> 

COMPOSES (* 

4-0-fl-D galactopyranosyl-N-acétyl-D-glucasamine 

3-0-B-D tl Il II 

6-0-8-D W Il II 

ii NI-diacétyl-chitobiose 

a-alkyl-N-acétyl-D-glucosaminide 

B-méthyl-8-acétyl-D-glucosaninide 

J3-éthyl te 81 

B-n propyl " Il 

B-isopropyl " $1 

B-n butyl " Il 

8-benzyl Il Il 

B-phényl Il (1 

UNITES ( en mg) 

O, 06 

1,50 

O, 90 

1,2-2,2 

inactifs 

O, 1-0,2 

O, 04-O,O6 

O, 04-0,06 

O, 09 

O, 065 

O, 095 

O, 05 

(*> UBITE = quantité de substance qui, ajoutée à un milieu de culture, 

donne une croissance égale A une préparation contenant 

0,OB m l  de lait humain. 



activités de croissance de la B-acétylglucosamine et de ses dérivés sont 

considérablement différentes. La B-acétylglucosamine présente le moins 

d'activité. Elle est rapidement convertie en fructose-6-phosphate, lui- 

même métabolisé en acétate et lactate, B f f f d o b a c t e r f u m  b f f f d u m  var. penn 

produit plus d' acide en présence de N-acétylglucosamine qu' en présence de 

B-éthyl, B-caproyl et E-benzoyl glucosamine (VEERKAMP, 1969 a et b; 

YOSHIOKA, 1971). Ainsi, la disparitian rapide de la N-acétylglucosamine 

serait défavorable à son incorporation dans la paroi. La substitution par 

un radical, peu propice à sa dégradation en fructose-6-phosphate, permet 

par contre son incorporation dans le cycle de biosynthèse de la paroi, La 

différence d'activité entre les méthyl-, éthyl- et acyl- dérivés est mal 

élucidée: paur LAMBERT et ZILLIKEE, plus les composés sont hydrophobes, 

mieux ils passent à travers la membrane cellulaire du fait de leur 

caractère lipophile. 

Pour être actif sur L. b i f i d u s  var, penn, une substance doit 

posséder les caractéristiques suivantes: 

- être un dérivé de la B-acétylglucosamlne, 
- être capable de traverser la membrane cellulaire de la bactérie, 
- être accessible au système enzymatique permettant la synthèse de la 
paroi (ne pas être dégradée trop vite). 

Cependant la présence de B-acétylglucosamine ne suf f i t pas à 

l'expression de l'activité (Tableau XI; p. 40). C'est le cas paur des 

oligosaccharides isolés d'urine ou du lait de Femme, Ainsi les 

oligosaccharides et les glycoprotéines contenant de l'acide N-acétyl 

neuraminique sont inefficaces comme agents de croissance pour B. b f f f f u m  

var. penn (HICOLAI, 1971; BICOLAI et ZILLIKEI, 1972; GYORGY et a l . ,  1974). 

Lorsqu'ils sont traités par une neuraminidase, la croissance est alors 

exponent le1 le à leur quanti té de N-acétylglucosamine. B. b i f i d u m  var .  Penn 

posséde une neuraminidase spécifique des liaisons a 2,3 , de l'acide 

sialique mais elle a peu d'effet sur les liaisons a 2,6. 

Pour 1' instant cette étude ne concernait que B. b i f i d u m  var. penn; 

XOMOND e t  al. (1980) ont démontré que B. b f f f d u m  v a r  b  est une population 

homogène qui a besoin du lait de Femme pour croître. Elle en utilise les 

facteurs glucidiques (SEKA, 1982). Cependant, ils constatent que toutes 

les souches de B, b f f f d u m  var. b n'ont pas besoin des mêmes quantités de 

facteurs oligosaccharidiques pour croître (NEUT, 1984). 



TABLEAU XI : FACTEiUB BIFIDUS 1 : BEACTIVITE D'OLIGûSACCWIDES ISOLES DU 

LAIT DE FEMME SUR LA CBOISSAXCE DE B. BIFIDCIW. 

(GYORGY et a l ,  1955, GRIMMOBPREZ 1972, NICOLA1 1971) 

OLIGOSACCHARIDES DEPOURVUS D'AZOTE 

TRISACCHARIDES 2' fucosidolactose 

3' f ucosidolactose 

galactosyl-lactose 

TETRASACCHARIDES lactodifucot4traose 

OLIGOSACCHARIDES COHTEWANT DE LA B-ACETYLGLUCOSAMIME 

OLIGOSACCHARIDES NEUTRES 

TETRASACCHARIDES lacto-B-tétraose 

lacto-B-néotétraose 

PEBTASACCHARIDES lacto-B-fucopentaose 1 

lacto-M-fucopentaose 11 

HEXOSACCHARIDES lacto-M-difucohexaose 1 

OLIGOSACCHARIDES ACIDES 

HAUTS POIDS XOLECULAIRES 

ACTIVITE 

(-) 

(- > 

( -)  

(- 1 

t+t 

t+S 

ttt 

t+t 

ttt 



RAYNAUD en 1959 est le premier à décrire un facteur essentiel pour 

la croissance de 3 b i f i d u m  souche Tissier i n  vivo et f n  vitro. Ce facteur 

est appelé facteur bifide 2. Bn effet, il avait constaté que cette souche 

était insensible à la lactosamine ou à la fi-éthyl-N-acétylglucosamine, 

Mais celle-ci est sensible aux produits d'hydrolyse de protéines, plus 

spécifiquement ceux de la caséine bovine. Les BF 2 sont obtenus par action 

d'enzymes telles que la pepsine, la trypsine et la papaïne sur les 

protéines , Un mélange d'acides aminés ou le produit de l'hydrolyse 

complete de protéines ont des activités négligeables, Il s'agirait donc de 

peptides non glycosylés différents de la streptogénine (RAYNAUD, 1959) 

mais dont la structure n'est pas encore connue (ROSE et GYORGY, 1963; 

RAYBAUD et BIZZIBI, 1971). 

Les sources naturelles de BF 2 sont rares et les meilleures sont 

des hydrolysats enzymatiques de protéines. Le tableau XII page 42 montre 

le taux de BF 2 dans différents produits. 

Un rapport clinique a montré que l'administration orale de ce 

facteur avec du lait en poudre augmente le nombre de Bifidobactéries mais 

n'établit pas la flore bifide. Ce facteur semble être digér6 et absorbé 

dans les intestins (WEIHAHB e t  al., 1959). Les hydrolysats de caséine sont 

surtout actifs sur le variant a de B i f i d o b a c t e r i  um b i f i d u m  mais ils ont 

aussi une activité de type B i f i d o b a c t e r i u m  b i f i d u m  b, qui est de 20 h 50 

fois plus faible cependant (SEKA ASSI, 1982, KEHAGIAS e t  al., 1977). 

Les glycoprotéines du colostrum et du lait humain sont efficaces 

sur les deux types de variants; HIRANO e t  al. (1968) isolent du colostrum 

humain 8 fractions de glycopeptides ayant une activité sur la croissance 

quand ils sont présents à une concentration de 2 mg pour 10 ml dans un 

milieu contenant du lait écrémé. 

NICHOLS e t  al. (1974) isolent 7 fractions de glycoprotéines du 

colostrum humain et deux fractions du colostrum de Vache, 11s constatent 

que toutes les fractions du colostrum humain ont une activité promotion- 



TABLBAU XII : FACTEUR BIFIDUS 2 : BBACTIVITB SUR LA CBOISSBBCB DE 

B. BIFIDüH DE DIVERSES SWSTAECES 

(D' APRES RAYBAUD, 1959 > 

SUBSTANCES 

Lait humain frais 

Lait humain traité par la papaïne 

Pepsine commerciale brute 

Trypsine commerciale 

Papaï ne brute 

Extrait dl Aspergillus oryzae 

Extrait de foie 

Digestion papaïnique de foie de veau 

Caséine brute 

Hydrolysat de caséine par : 

. la papaïne 

, la pepsine 

. la trypsine 

TITRES ( EH UWITE / g ) 

inactive 

UBITE = plus faible quantite de BF 2 qui donne une croissance 

correspondant à une acidité totale de 1 ml d'acide N/10. 



nelle de croissance pour B i f i d o b a c t e r i u m  b i f i d u m  var. penn. L'activité 

spécifique pour B i f i d o b a c t e r i u m  b i f idum var. b est corrélée dans ce cas à 

la quantité d'hexosamine contenue dans la fraction glucidique. 

L'activité bifidigéne de la caséine a été également étudiée. 

BEZKOROVAIWY e t  a l .  (1979) ne mettent pas en évidence directement de 

facteurs BB b dans la protéine. Cependant lorsqu'elle est digérée par des 

enzymes protéolytiques (trypsine, chymotrypsine), elle libére des 

glycoprotéines de structures proches de celles du lactosérum. L'activité 

est 18 aussi fonction de la composition en glucides; en fait, il semble 

que la caséine humaine native soit bifidigéne (BEZKQROVAIBY e t  a l . ,  1981). 

En effet, l'hydrolyse trypsique n'augmente pas le taux de facteurs BB b 

mais permet l'accessibilité de ceux-ci, 11s constatent également que la 

caséine humaine dégl ycosylée est inhibitrice de B i f i d o b a c t e r i u m  bif idum.  

11s en concluent que le microorganisme posséderait un récepteur à sa 

surface qui pourrait fixer réversiblement la caséine. 

2- PlLKT'BBIBB ET JUS DE CARLïTTE 

Depuis longtemps, les pédiatres administrent une soupe de carottes 

aux enfants souffrant de diarrhées. GYORGY (1955 b) avait montré que 

certaines espèces de Bifidobactéries incluant B i f i d o b a c t e r i u m  b i f idum var, 

penn avait besoin de pantéthèine pour la croissance car elles ne pouvaient 

utiliser 1' acide pantothénique. OHTA e t  a l ,  (1971) et KUROMIYA (1960) 

montrent que la soupe de carottes augmente le nombre de Bifidobactéries i n  

v i v o  et i n  v i t r o .  YOSHIOKA e t  a l .  (1968) entreprennent la purification des 

facteurs bifidigènes du jus de carotte. 11s démontrent que ces facteurs 

sont des intermédiaires de l'acide pantothénique au coenzyme A. Cependant 

les activités du coenzyme A et de ses précurseurs varient pour chaque 

espèce tandis que l'extrait de carotte est actif sur la plupart des 

espèces. Ils soupçonnent donc la prksence d'un facteur autre que le 

coenzyme A et ses précurseurs, 

3- OLIWACCEâRIDhX ET GLYWPROTEIBBS PRODUITS PAR D'AUTBS BACTERIBS 

HOElElA en 1960 a été le premier 8 démontrer que le milieu de 

culture d' Escherichia  coli contenait une substance active sur la 

croissance du bifide. Elle a été identifiée par YAHASHITA (1976) comme 



étant une glycoprotéine. Plus récemment, TAaIAKA et al, (1983) ont montré 

que les produits de transgalactosylation synthètisés par certaines 

bactéries pouvaient &tre des facteurs de croissance, 

Les facteurs bifidigènes sont de nature complexe. On peut 

cependant constater que les variants requièrent des facteurs de croissance 

différents. Les uns sont plutôt de nature oligosaccharidique, et les 

autres de nature peptidique, 

Elais nous ne connaissons qu'une part des besoins des 

Bifidobactéries. Beaucoup de points devront être éclaircis concernant les 

interactions entre le bifide et les autres bactéries, entre la microflore 

et les substances nutritives de l'alimentation et entre la microflore et 

l'hôte. 



La souche de Bf f i  d o b a c t e r i  um b f  f  f dum var. b (AA/22> ut i 1 i sée nous 

a été fournie par C. ROMOBD (UER de pharmacie de l'université de Lille II> 

où elle a été identifiée selon les critères de MITSUOKA (1984>, 

=men Une souche provenant de la Deutsche Sammlung von Mikroorgani- 

(DSM) a été utilisée comme souche témoin : B. b f f f d u m  DSEl 20456 (souche 

type). 

DE COL- 

La souche de B i f i d o b a c t e r f u m  b f f i d u m  a été réisolée par repiquages 

successifs sur un milieu TPY (Trypticase,peptone,yeast extract) en boîte 

de Petri, Les manipulations sont effectuées sous atmosphère N=/COZ/HZ 

(75/15/10> a 37°C. La pureté de la souche de la DSM a été v6rifiée de la 
même manière, 

2-XILIEU PDUR LA FXZRET'TATI08 DES SUCR6;S 

Pour contrôler les capacités de fermentation des sucres des 

différentes souches, nous avons utilisé dans un premier temps une 

technique en tube et ensuite un contrôle sur une galerie Api 50 CH. Nous 

avons d'ailleurs utilisé par la suite la galerie Api 50 CH pour un 

contrôle des cultures en sortie de fermenteur associé à une observation au 

microscope optique. 

Le milieu de fermentation des sucres pour les tubes de culture 

était le suivant : 



peptone 10 g (Institut Pasteur Production, IPP) 

chlorure de sodium 5 g (Merck) 

extrait de viande 3 g (IPP) 

extrait de levure 6 g (IPP) 

chlorhydrate de cystéine 0,3 g (Merck) 

agar 0,5 g (IPP) 

Hz0 distillée qçp 1000 ml. 

L' hydrate de carbone désiré : lactose, cellobiose, mél ibiose, 

saccharose, sorbitol, amidon, ribose, gluconate est introduit à raison de 

10 p. 100 ( p / v ) ,  

L'indicateur de pH utilisé est le rouge de phénol, Les milieux 

sont amenés entre pH 7,4 et 7,5, répartis en tubes et autoclavés durant 20 

minutes à 115'C. Aprés ensemencement, les tubes sont placés A 37'C pendant 

1 à 2 jours, le virage de l'indicateur de pH indique une acidification et 

la fermentation des sucres, 

Pour la galerie Api 50 CH, après culture, les cellules sont 

centrifugées et mises en culture sur un milieu BCYT (ZEIKV et al., 1975) 

modifié par TOUZEL et ALBAGBAC, 1953. 

La determination d' un milieu optimum pour la production d' enzymes 

est effectuée en milieu liquide dans des flacons munis de bouchons butyl 

sous atmosphère Hr,ç:osi (85/15) selon la technique de HURGATE modifiée par 

NILLER et WOLIB (1974). Les milieux sont réduits au moment de l'emploi par 

une solution de sulfure de cystéine 2 p.100 (v/v> dans de l'eau. Après 

stérilisation par autoclavage durant une heure, les flacons sont incubés à 

37°C et inocul6ç à 5 p. 100 (v/v) au moyen de précultures. La culture est 

arrêtée aprés 96 heures. 

Pour la détermination du pH optimum, nous avons utilisé les 

tampons suivants : 

-Tampon phosphate de sodium 0,05 M de pH 5,8 à 7,9 

-Tampon MOPS (Sigma) de pH 6,l à 8,1 

-Tampon PIPES (Sigma) de pH 5,7 à 7,7 

Les pH ont été contrôlés aprés autoclavage et en fin de culture. 

Pour déterminer le milieu optimum, nous avons utilisé une méthode 

statistique basée sur la technique du carré gréco-latin (AUDEN et coll,, 

1967). Celle-ci permet de déterminer 1' influence de trois variables sur la 

production d'enzymes. Les paramètres que nous avons pris en compte sont : 



-La concentration en bouillon cerveau coeur (IPP) 

-La concentration en glucose, dans ce cas la source de protéine est 

stérilisée séparement de celui-ci 

-La concentration en minéraux : fiCln, MgCl2 et CuSOo 

L'ensemble des milieux de culture que nous avons testé, est donné dans le 

tableau XII1 p. 48. L' influence d' un paramétre sur la production d' enzymes 

sera obtenue en faisant la moyenne des résultats obtenus pour une valeur 

de ce paramètre. 

Des essais de supplémentation en gynolactose, mcine de porc, 

fraction IV de C O D  et de lait de Femme ont été envisagés. 

Les essais de milieu en fermenteur ont été effectués dans des 

fermenteurs SETRIC de 2 litres et de 6 litres, Dans ces essais, nous avons 

fait varier la concentration en glucose entre O et 40 g/l. Rous avons 

étudié l'influence de 1'incorporation.dans le milieu de culture de lait de 

Vache à 5 p. 100 (v/v), de lait de Femme à 3,3 p. 100 et 6,6 p. 100 (v/v) et 

de gynolactose à 0,5 et 1 g/l, Au cours du refroidissement après 

stérilisation, les fermenteurs sont mis à barboter sous R ~ C O Z  (85/15), Au 

moment de chaque prélévement d'échantillon, on fait barboter de l'azote. 

La température de fermentation est de 37'C. Le PH est régulé par 

l'addition de soude 10 K. Les ensemencements des fermenteurs de 2 et 6 

litres ont été effectués à 5 p. 100 au moyen de précultures de 16 heures 

réalisées en flacons sans contrôle de pH. 

La production de biomasse de Bifidobacterium bifidum est réalisée 

dans un fermenteur SETRIC de 200 litres, Il est ensemencé grace à un 

fermenteur de 6 litres 

Les cinétiques de production d'enzymes libérées dans le milieu et 

d'enzymes cellulaires ont été étudiées a partir de cultures en fermenteurs 
de 6 litres, 

Après fermentation, les cellules sont récupérées par 

centrifugation à 7000 g durant 15 minutes et à 4'C, 

Les cellules après fermentation sont récoltées par centrifugation, 

les culots sont alors fixés dans le glutaraldéhyde et placés dans du 



TABLEàU Xlll : DETERMINATION DU MILIEU MINIMUM : 
COMPOSITION DES MILIEUX. 



thiocarbohydrazide et du tétraoxide d'osmium selon la technique de MALICK 

et al, (1975). Les culots sont ensuite déshydratés par l'alcool et par la 

rnéthode du point critique. Les coupes sont observées par microscopie h 

balayage. 

II-TECHBIQUES D'HXTRACTIOB DES ACTIVITES BBZYXATIQUES 

Plusieurs essais de conservation de la biomasse en tampon 

Phosphate de sodium 20 mM pH 7 ont été effectués. Les paramétres que nous 

avons étudiés sont les suivants : 

-la température de conservation : +4'C, -2O'C, - 80 'C  

-la lyophilisation 

-l'influence du glucose 40 p. 100 (P/V) et du glycérol 30 p. 100 I V I V ) .  

L'extraction aux ultra-sons est effectuée grâce B un Sonifer 

BRANSON B 30 (350 W), elle est réalisée à -10°C de façon à ce que la 

suspension de cellules n'atteigne pas une température supérieure à 2'C, la 

fréquence est de 20 Kcycles et l'amplitude de 20 microns, Le milieu 

d'extraction est du tampon phosphate 20 mM pH 7, l'influence de 

différentes substances a été envisagée : 

-réducteurs : DTT, 8-mercaptoéthanol, chlorhrydrate de cystéine à une 

concentration de 1mM 

-EDTA 1 mM 

-détergents non-ioniques : octyl-J3-D-glucopyranoside (Calbiochem) 

nonidet P 40 (Calbiochen> 

triton X 100 (Signa) 

tween 20 (Sigma) 

-détergents anioniques : désoxycholate de sodium (Sigma) 

B-lauryl-sarcosine (Sigma) 

sodium dodécyl sulfate (Merck) 



-détergent cationique : cétavlon 

-détergents zwitterioniques : zwittergent 3-12 (Calbiochem) 

zwittergent 3-16 (Calbiochem) 

La concentration optimale en cellules dans le milieu d'extraction a été 

déterminée pour des concentrations de .0,5 à 13 p. 100 de cellules seches 

(P/V> dans le volume d'extraction (20 ml). De même, nous avons effectué 

une cinétique d'extraction à la concentration optimale et dans le milieu 

optimal , 

La solution enzymatique obtenue après sonnage est ultracentrifugée 

à 100.000 g durant une heure, le surnageant constituera la fraction 

utilisée pour la purification, 

D'autre part, différentes vitesses de centrifugation ont été 

appliquées à la suspension cellulaire obtenue aprh sonnage 

(centrifugation de 3.000 à 200.000 g>. Les activités enzymatiques et le 

dosage des protéines sont effectués au niveau de chaque surnageant et de 

chaque culot de centrifugation, 

Une suspension cellulaire homogène contenant 2,5 g de cellules 

sèches dans 20 ml de tampon Phosphate de sodium 20 mM pH 6,8, EDTA 1 mM, 

est portée à O'C, puis deux passages à la presse de French à 20.000 psi 

(soit 1.400 bars) sont réalisés. 

Dif fkrentes vitesses de centrifugation dans les mêmes conditions 

que pour 1' extract ion aux ultra-sons sont appliquées à cette suspension, 

Les activités enzymatiques et le dosage des protéines sont effectués au 

niveau de chaque surnageant et de chaque culot de centrifugation. 

Après récolte des cellules, celles-ci sont remises en çuspension 

dans un milieu contenant 5 g/l de bouillon cerveau coeur et différentes 

concentrations de pronase (Merck) et de lysozyme (Sigma). L' incubation se 

réalise à 37'C durant 4 heures. 



Une centrifugation à 100.000 g durant une heure, nous permet 

d'éliminer les cellules, le surnageant est filtré sur filtre 0,22 Fm et 

les concentrations en activités enzymatiques et en protéines sont 

déterminées sur cette solution enzymatique, 

A une suspension cellulaire contenant 2,s g de cellules dans 4 m l  

de tampon phosphate de sodium 0,l M pH 6,8, on ajoute 2,5 mi de butanol, 

Cette suspension est agitée dans un bain de glace durant 30 minutes. Après 

centrifugation à 100,000 g durant 30 minutes, la phase butanolique est 

récupérée, on y ajoute 2,5 mi de tampon phosphate de sodium 0,1 M pH 6,8. 

On agite de nouveau cette fraction dans un bain de glace puis on 

recentrifuge dans les mêmes conditions. Aux deux phases aqueuses 

récupérées, on ajoute 0,5 volume de butanol, on agite dans un bain de 

glace, on centrifuge puis la phase aqueuse est dialysée 24 heures contre 

du tampon phosphate de sodium 10 mM, NaCl 0,5 M pH 6,8. Les concentrations 

en activités enzymatiques et en protéines sont effectuées sur le dialysat. 

La croissance bactérienne est suivie par turbidimétrie au 

spectrophotomètre UVIKOB 810 (KOBTROFT) à 660 nm. Le poids sec de cellules 

est mesuré, après centrifugation, par séchage à l'étuve à 105'C jusqu'à 

poids constant. 

Après récolte des cellules de B i f i d o b a c t e r i  um b i f i d u m  par 

centrifugation à 3000 g durant 15 minutes, les cellules sont reprises dans 

de l'eau contenant du NaCl 9 p.1000 de façon à obtenir une DO de 1,5 à 660 

nm. L'incubation se fait à 37'C dans une chambre anaérobie, 



On utilise la technique recommandée par SCARDOVI (1986). Après 

culture sur milieu TPY, 15mi de culture sont centrifugés à 5.000 g 

durant 10 minutes. Les cellules récoltées sont lavées deux fois dans du 

tampon phosphate de sodium 0,05 M pH 6,5 additionné de 500 mg par litre de 

chlorhydrate de cystéine et reprises ensuite dans 1 mi de ce même tampon, 

La suspension cellulaire est ultra-sonnée à -10'C durant 2 minutes. On 

ajoute 0,25 mi d'une solution de i?aF à 6 g/l et d'iodoacétate de potassium 

h 10 g/l, et 0,25 ml. de fructose-6-phosphate à 80 mg/ml (sel de sodium, 

pur à 98 p.100 Sigma). Le &+lange est incubé 9. 37'C, la réaction est 

arrétée par l'addition de 1 m l  d' hydroxylamine/HCl 139 g/l amenée à pH 6,5 

avec de la soude 1 M. Après 10 minutes à température ambiante, on ajoute 1 

mi d'acide trichloroacétique 15 p. 100 ( P / V )  dans l'eau et 1 ml d'acide 

chlorhydrique 4 M. La coloration rouge violette apparait après addition de 

1 mi de chlorure ferrique 6 Hz0 (P/V> dans l'acide chlorhydrique 0,l M. La 

lecture s'effectue à 505 nm contre un blanc préparé sans fructose-6- 

phosphate. 

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de BRADFORD 

(1976). Cette méthode utilise le bleu de coomassie. L'absorbance est 

mesurée à 595 nm. La gamme étalon est réalisée avec de la sérum albumine 

bovine (Sigma), 

I-WIS8 EN EVIDBICB DES ACTIYITES SUR p B P - i E I D B  

Pour ces dosages nous utilisons des substrats synthétiques : 



Les enzymes hydrolysent les pNP-osides en manosaccharide, d'une 

part, et en p-nitrophénol, d'autre part. Celui-ci devient jaune en milieu 

alcalin et est dosé par spectrophotomètrie. 

b-Hode opératoire : 

Il dérive de la méthode de GOMORI (1955). 

0,l ml de pï?P-oside 10 mM sont mélangés avec 

0,2 ml de tampon 0,2 M au pH optimal d'action et 

0,1 ml de' fraction enzymatique ou suspension cellulaire. 

Après incubation à 37 'C la réaction est arrêtée par addition de 

0,6 m l  de carbonate de sodium 1 M. La densité optique de la solution est 

mesurée au spectrophotométre à 400 nm. 

Une unité glycosidasique est définie comme la quantité d'enzyme 

libérant une pole de paranitrophénol par minute dans les conditions 

standard. 

Pour ce dosage on utilise un substrat synthétique : le 4 méthyl 

umbelliféryl-acide-N-acétyl-neuraminique (Mu-NeuAc) . Les neuraminidases 



libèrent l'acide H-acétylneuramfnique et la méthylumbelliférone qui est 

dosée par fluarimétrie ( X  d'excitation ; 370 nm; X d'émission : 450 nm). 

b-Hode opératoire : 

A 0,l mi de Mu-NeuAc 0,l mM on ajoute 

0,2 m i  de tampon acétate 0,2 M pH 5 et 

0,l mi de solution enzymatique. 

Après incubation B 50 'C pendant 5 minutes la réaction est arretée par 

addit ion de 1,6 mi de carbonate de sodium 0,5 M. 

Une unité de neuraminidase est définie comme la quantité d'enzyme 

libérant une pmale de méthylumbelliférone par minute dans les conditions 

standard. 

3-XISIB liZ EVIDBdCE DE L'ACTIVITG a-L-FUcaSIDASIQWE 

La méthode utilisée dérive de la méthode de FIBCH (1969). 

Le L-fucose libéré par l'acti on de l'a-L-fucosidase est dosé par 

la fucose déshydrogénase. Le fucose libre est oxydé en présence de NAD+, 

qui est réduit en NADH,H+, La quantité de NADH,H+ proportionnelle au mono- 

saccharide libéré est déterminée par spectrophotométrie directe à 340 nm. 

&Hode opératoire : 

Le substrat utilisé est un pentasaccharide : le monofucosyl (a 1- 

2) lacto-W-tétraose (ou substance H) . 

50 pl d'une solution de substance H à 4 mg/ml sont mélangés à 

250 pl de solution enzymatique et à 

150 pl de tampon phosphate 0,2 H citrate 0,l M pH 5, 

Après 15 minutes à 45 'C la réaction est arretée par chauffage à 

100 'C durant 3 minutes. Aprés refroidissement, on ajoute : 



200 pl de IAD" h la concentration de 2 %/mi, 

150 pl de tampan TRIS/HCl 0,8 M pH 8,l et 

200 pl d'une solution de fucose déshydrogénase (AS 150 UI/g) h 2 mg/&, 

Ce mélange est; porté 30 minutes à 37 'C et la réaction arrdtée 

dans un bain de glace. 

Une unité de fucosidase est définie comme la quantité d'enzyme 

libérant une p.mole de fucose par minute sous les conditions standard. 

Les solutions enzymatiques obtenues aprés les différents types 

d'extraction sont analysées par gel filtration. La colonne de Superose 6 

(Pharmacia) 1 x 30 cm (zone de linéarité 5.000-1.000.000) est montée dans 

le systéme Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) et équilibrée dans un 

tampon phosphate de sodium 0,02 M, IaCl 1 M, pH 7 avec un débit de 15 

ml/heure. La colonne de Sépharose CL 6 B (Pharmacia) 1,6 x 100 cm (zone de 

linéarité 10.000-4.000.000) est équilibrée dans un tampon phosphate de 

sodium 0,02 Ml NaCl 1 ET, pH 7 avec un débit de 10 milheure. Les colonnes 

sont calibrées avec les protéines suivantes : ribonucléase A, 

chymotrypsinogéne A, ovalbumine, sérum albumine bovine, aldolase, 

catalase, ferritine, thyroglobuline (Pharmacia). Les volumes d'exclusion 

(VC,) sont déterminés par injection de bleu dextran, Un volume de 200 pl 

(0,5 mg de protéine) des fractions étudiées est injecté sur la colonne de 

Superose 6, un volume de 1 m i  est injecté sur la colonne de Sépharose CL 6 

B. Les protéines sont détectées par la mesure de la DO à 280 nm, Des 

fractions de 500 pl sont recueillies et les activités glycoçidasiques 

mesurées sur chaque fraction, 

La solution enzymatique obtenue aprés sonnage est déposée sur une 



colonne (5 x 25 cm) d' Hydroxylapat i te-Ultrogel (IBF) Bquilibrée en tampon 

phosphate de sodium 20 mM pH 6,8 à 20 O C ,  Les débits d'injection et 

d'élution sont de 150 ml/h. Après lavage par passage de 2 litres de tampon 

d'équilibrage, l'élution est réalisée par un gradient discontinu en tampon 

phosphate de sodium pH 6,8 aux concentrations suivantes : 0,03; 0,15 et 

0,3 M. Pour chacune de ces concentrations, un volume de 3 litres est 

injecté sur la colonne. Les protéines sont détectées par enregistrement 

continu de la densité optique A 280 nm. Les fractions enzymatiques 

recueillies (20 ml> sont rassemblées et concentrées par ultrafiltration 

tangentielle (cassette Minisette FILTRON Oméga 010, seuil de coupure 

10.000). 

Cette chromatographie est réalisée en FPLC (Fast Protein Liquid 

Chromatography) sur une colonne (0,5 x 5 cm) Mono Q HR 5/5 (PHARMACIAI 

équilibrée en tampon phosphate de sodium 0,02 M pH 6,8 à 20 'C, à un débit 

de 45 ml/h, Après injection de la fraction obtenue sur Hydroxylapatite 

Ultrogel cmaximum 15 de protéines par injection) et lavage de la 

colonne par le tampon d'équilibrage, on applique un gradient continu de 

NaCl de O à 0,5 M en tampon phosphate de sodium 20 mM pH 6,8. Les 

protéines sont détectées par mesure en continu de la densité optique à 280 

nm. Les fractions il ml) contenant l'activité enzymatique sont concentrées 

sur membrane AMICOR PM 10 (seuil de coupure 10, 000). 

La solution enzymatique est équilibrée dans le tampon phosphate de 

sodium 5 mFI pH 6,8 NaCl 2 M. Elle est appliquée sur une colonne d' octyl 

Sépharoçe CL 4 B (1 x 50 cm) équilibrée dans le &me tampon. L'élution est 

effectuée à un débit de 10 ml/h par un gradient décroissant de Fïa.Cl (de 2 

M à 0 )  d'un volume total de 50 ml. Les fractions recueillies sont de 3 ml. 

L' activité est dosée sur chaque fraction. Les protéines sont repérées par 

mesure de la densité optique à 280 na, 



V-BLECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAWIDE 

Les électrophorèses (plaques de 10 x 13 cm) sont réalisées en 

présence de SDS a la concentration de 0,l p. 100 selon la méthode de WEBER 

et OSBORE (1969). Le gel utilisé pour suivre la purification est un 

gradient 5 - 15 p. 100 en polyacrylamide, 
Les échantillons sont traités par un tampon contenant du SDS (BDH) 

à 2 p. 100 et du P-mercaptoéthanol à 4,5 p. 100 à 100 ' C  pendant 5 minutes 

en présence de Bleu de bromophénol. Des dépots allant jusqu'h 50 pl (afin 

d'obtenir une quantité voisine de 0,l mg de protéine) sont réalisés. 

L1électrophor&se est réalisée sous courant constant de 40 rnA jusqu'à ce 

que le marqueur (Bleu de brornophénol) ait migré jusqu'au bas du gel. 

Les échantillons traités sont, après migration, révélés par le 

Bleu de coomaçsie R 250. 

La détermination de la masse moléculaire a été effectuée en gel 

homogène de 10 p.100 en acrylamide. Les témoins utilisés sont ceux du 

"kit" PHARMACIA de calibration de masse moléculaire (14.000 - 94.000). 

Ce type d'électrophorèse est effectué dans les mêmes conditions 

que l'électrophorèse dénaturante mais en supprimant dans le gel le SDS et 

dans le tampon-échantillon le SDS et le B-mercaptoéthanol, 

DES WEWiJ3S AP- 

Le transfert se fait sur feuille de nitrocellulose selon la 

méthode de BURRETTE (1951). On met en contact la feuille de nitrocellulose 

et le gel d'électrophorèse. On dépose ensuite le tout dans une cuve de 

transfert contenant du tampon TRIS/HCl 0,025 W pH 8 , 4 .  On applique alors 

un .courant continu de 15 mA de 40 volts durant 16 heures. Les dépots ont 

été réalisés en double exemplaire ce qui permet, après transfert, de 

découper la feuille de nitrocellulo:~e en deux parties : une moitié de la 

feuille servira à révéler l'activité enzymatique, l'autre a rkvéler les 



protéines par l'bmido schwartz. 

Pour révéler l'activité, on réalise un gel d'agarose (indubiose 

IBF) B 5 p.100 dans lequel on incorpore du méthylumbelliféryl B-acétyl- 

neuraminate 8. une concentration finale de 0,l mM. Ce substrat est dilué 

dans le tampon optimal de l'activité. On rince la feuille de 

nitrocellulose par le tampon optimal de réaction et on l'applique sur le 

gel d'agarose. Le tout est placé à 37 'C pendant une heure, puis dans une 

chambre saturée en ammoniaque pendant 10 minutes. La présence de 

l'activité est révélée sous une lampe à 354 nm. La quantité d'enzyme à 

déposer dans ces conditions pour révéler l'activit6 est de 5 unités. Les 

profils respectifs des protéines et de l'activité enzymatique après 

migration sont réalisés par lecture au dençitonètre BIORAD modèle 620. 

La masse moléculaire a été déterminée par chromatographie sur une 

colonne (1 x 30 cm) de Superose 6 HR 10/30 (PHARliLACIA), ayant une zone de 

linéarité de 5.000 à 1,000.000, dans le système FPLC. La colonne est 

équilibrée dans un tampon phosphate de sodium 100 mM, DaCl 1 M, pH 6,8 à 

un débit de 0,5 &/min. et à 20 'C. La colonne est calibrée avec les 

protéines suivantes : sérum albumine bovine (monomérique et dimérique), 

aldolase, catalase et ferritine. Le volume d'exclusion (ou Vol est 

déterminé par injection de Bleu Dextran. La fraction étudiée est injectée 

par aliquotes de 0,2 ml au même débit. Les protéines sont détectées par 

mesure de la densité optique à 280 nm. Des fractions de 0,5 ml sont 

recueillies et l'activité enzymatique mesurée sur chacune d'entre elles. 

Le point isoélectrique a été déterminé en FPLC sur colonne 

PHARKACIA Nono P HR 5/20 (0,5 x 20 cm). La colonne est équilibrée en 

tampon TRIS/HCl 25 mM pH 6,3. L'élution est effectuée par passage de 

"polybuffer 74'' dilué au 1/10 et ajusté A pH 3,5 par addition d'HC1 1 M, 



500 pl de fraction protéique stabilisée dans le tampon d'équilibrage sont 

injectés à un débit de 30 d/h. Les protéines sont détectées par mesure de 

la densité optique à 280 nm. L'activité enzymatique et le pH sont mesurés 

sur chaque fraction (1 ml) recueillie. 

Le pH optimal a été déterminé selon le protocole décrit page 53 en 

utilisant le système tampon citrate/phosphate/borate 100 mM qui couvre une 

gamme de pH allant de 3,O à 10. Un témoin-substrat a été incubé dans les 

mêmes conditions . 

-Acide citrique cristallisé 1 Hz0 RP 34,67 g 

-Acide orthoborique RP 10,20 g 

-Acide phosphorique RP 11,66 ml 

-Soude 5 M 343 ml 

Les acides citrique et orthoborique sont d'abord dissous dans 500 

ml d'eau milliQ, puis on ajoute l'acide phosphorique et la soude 5 M. Le 

volume de la solution est ensuite ajusté à un litre par addition d'eau 

milliQ. La préparation est à une concentration de 0,165 M. 

A 20 mi d'eau milliQ on ajoute 60 mi de solution stock, Le pH 

désiré est ajusté par addi tion d'acide chlorhydrique 12 M, et la solution 

est ensuite amenée à 100 ml par addition d'eau milliQ. 

DE LA D8ACTLQB 

L'activit& est mesurée dans les conditions standard décrites à la 



page 53. Les incubations sont réalisées à des températures variant de 37'C 

à 55'C. 

La stabilité à la température est réalisée en préincubant les 

solutions enzymatiques à différentes températures comprises entre 37'C et 

55'C durant des temps variant de 7 minutes à 4 heures. Les résultats sont 

exprimés en logarithme décimal du pourcentage de l'activité résiduelle. 

Les paramètres apparents Kn, et V,,, sont déterminés selon la 

méthode de LINEWEAVER et BURK (1934). 

Le Kn, et le V, ont été déterminés sur le 4 méthyl-umbelliféryl 

acide neuraminique selon le protocole décrit à la page 53, avec des 

concentrations finales en substrat de 0,025 à 0,25 mM dans le système- 

tampon acétate de sodium 0,2 M pH 5,3 à 50 "C pendant 10 minutes. 

Bous avons également étudié cette activité sur le sialyl (a 2-3) 

lactose, le sialyl (a 2-61 lactose et l'acide colominique. Ces substrats 

sont dilués dans le tampon acétate de sodium 0,2 M pH 5,3 à 2 mg/ml, 200 

pl de solution enzymatique sont préincubés avec 400 pl de tampon puis 200 

pl de substrat sont ajoutés. Les temps d'incubation sont de lh40, 3h20, 

6h40 et 23h20. La quantité d'acide sialique libérée est mesurée par la 

méthode de WARREN (1959). 

DV Ki VIS - A - Vu DE La- 

Le Ki est déterminé en préincubant la neuraminidase pendant 10 

minutes en présence de différentes concentrations d'acide sialique. Les 

dosages sont ensuite réalisés dans les conditions standard. 

VIII-ACTION D'EFFECTEURS SUR L'ACTIVITE cc-D-BBüRANIBIDASIQUE 

Les différents cations MnClp, CoC12, CaC12, MgClz, ZnClz et CUSOA 



sont incorporés dans les différents milieux réactionnels à une 

concentration finale de 2 mld. Il en est de même pour 1'EDTA. La réaction 

enzymatique n'est plus arrêtée par du carbonate de sodium mais par du 

tampon Glycocolle/NaOH 0,2 Il pH 10. La solution enzymatique est préincubée 

pendant 30 minutes avec le tampon optimal contenant les différents 

cations, puis le substrat est ajouté pour déclencher la réaction. 



RESULTATS 

1-CARACTERIST IQUBS DE LA SOUCHE4 BIFIWBACTXRI UN BIFIDmY AA12.2 

La souche AA/22 e s t  un b a c i l l e  gram +, anaérobie s t r i c t *  E l l e  

posséde b ien  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  qui  permettent de l a  d i f f é r e n c i e r  d e s  

genres  v o i s i n s  des  Bifidobacterium (Tableau XIV) . De plus ,  l e  dosage de  la  

f r u c t o s e  6 phosphate phosphocétolase e s t  p o s i t i f .  

L 'observa t ion  en  microscopie opt ique d 'une  c u l t u r e  en mil ieu 

l i q u i d e  s u r  BCC, nous montre d e s  bâtonnets  courbes non spo ru lé s  qui  ne 

s o n t  pas  a s s o c i é s  en co lon ie s .  En microscopie é l ec t ron ique  (Figure 4 p .64)  

on observe que c e r t a i n s  de c e s  bâtonnets  p o r t e n t  des  protubérances 

d i s t a l e s  e t  l ' o n  note l a  présence de formes branchues ou en "Yw, 

La morphologie de l a  souche A A / 2 2  a i n s i  que s e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  

phénotypiques montrent que nous sommes en présence d'une espèce 

bac tér ienne  appartenant  au genre Bifidobacterium, 

La déterminat ion de  l ' e s p è c e  a  é té  f a i t e  en u t i l i s a n t  le:= c r i t i - r e s  

donnés par  MITSUCIKA (1984). Les r é s u l t a t s  rassemblés  dans l e  tableau X V  

page 65 montre que l a  souche A A / S 2  possède bien l e s  c a p a c i t é s  f e rmen ta i r e s  

Ca rac tP r i s t  iques de 1' espece P. bi ficfum, 

Cet t e  souche e s t  capable  d ' u t i l i s e r  l e s  f a c t e u r s  g luc id iques  du 



T A B L E A U X I V  : DETERMINATION D U  GENRE DE LA SOUCHE AA/22 

Présence  de gaz  
s u r  g l u c o s e  

C a t a l a s e  

Réduct ion  d e s  
n i t r a t e s  

Produc t ion  d' i n d o l e  

L i q u é f a c t i o n  de l a  
g é l a t i n e  

A c i d i f i c a t i o n  d e s  
m i l i e u x  c o n t e n a n t  
du Rhamnose 

Sorbose  

l 1 Adoni to l  

1 G a l a c t i t o l  

- Tes t  n é g a t i f  

B i f  i d o b a c t e r i u m  
r i t è r e s  de Mitsuoka 

( 1 9 8 4 )  

Souche 
A-A/2-2 



Figure 4 :  CELLULES DE B. BIFIDUM AA/22 EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 



TABLEAUXV : FEEWNTATION DES SUCRES DE LA SOUCHE AN22 

- pas de fermentation. 
+ fermentation positive. 

Gluconate 

Ribose 

Arabinose 

Lactose 

Cellobiose 

Melezitose 

Saccharose 

Sorbitol 

Amidon 

B. bifidum 
criteres de Mitsuoka 

( 1984 ) 

- 
- 
- 

+ 

- 
- 

- 
- 
- 

B. bif idum 
AA/22 

- 
- 
- 

+ 
- 
- 

+ 

- 
- 



lait de Femmme et est sensible à l'action de la N-acétyl-D-glucosamine 

(Tableau XVI p. 67) .  

La souche AA/22 est donc un Bfffdobacterium bi fidum variant b. 

La souche DSM 20.456 est donnée comme étant une souche type de B. 

bifidum, il est pour cela intéressant de comparer les potentialités 

enzymatiques de ces deux souches. 

L'étude de la fermentation des sucres a été effectuée sur ce type 

de galerie qui constitue un moyen commode d'identification que nous 

utiliserons ensuite systématiquement pour contrôler l'état des cultures en 

sortie de ferinenteur. Les résultats (Tableau XVI 1 p. 68) concordent avec 

ceux obtenus précédemment lors de l'étude de la fermentation des sucres en 

tubes. 11 faut noter que sur ce type de galerie les premiers signes de 

dégradation des sucres n'apparaissent lu' au bout de 72 heures alors qu'en 

tubes les mêmes résultats sont obtenus aprés 48 heures de culture. 

La souche AA/22 fermente lentement le galactose, le rbsultat 

positif n'est obtenu qu'aprgs 5 jours de culture. Contrairement à la 

souche type, la souche AAi22 ne fermente pas le m&libiose mais utilise le 

P-gentiobiose, le D-turanose et le saccharose, bien que ces deux derniers 

sucres ne commencent à être dégradés qu'au bout de respectivement 10 et 8 

jours. 

Ces résultats montrent la difficulté de préciser pour certaines 

souches, uniquement à partir des caractérist iques f ermentaires, 

l'appartenance au biotype b isolé chez l'enfant, Ces biotypes doivent 

fermenter le mélibiose et non le saccharose. La souche AM22 fermentant le 

saccharose et ne fermentant pas le mélibiose nous ne pouvons pas préciser 

s'il s'agit d'un variant a ou b. C'est pourquoi l'étude de l'influence des 

facteurs glucidique:= est nécessaire. Ces résultats sont décrits dans le 

mémoire de thèse de M. B. ROMORD (1988) (Tableau XVI p . 6 7 ) .  



TABLEAU %VI : SENSIBILITE DE LA SOUCHE AA/22 A CERTAINS FACTEURS BIFIDIGENES 
(D'APRES ROMOND - 19871 

1 unité = inverse de la dernière dilution du facteur envisagé permettant 
la croissance de la bactérie. 

B. bif idum 
AA/22 

Lait U/ml 
Gynolactose 

u/g 

22 200 + 288 

Vache 

< 12,5 

Femme 

162,5 2 37,5 

éthyl N acétyl 
glucosaminide 

u/g 

187 500 2 62 500 

Mucine 
u/g 

3 750 + 250 



TAûIWlU VI 1 : FERMENTATION DES SUCRES SUR Api 50 CH DES SOUCHES 
DE B. bifidum - DSM 22 456 ET AA/22 

+ dégradation du substrat 
- pas de dégradation du substrat 

Glycérol 

Erythritol 

D-arabinose 

L-arabinose 

Ribose 

D-xylose 

Galactose 

D-glucose 

D-fructose 

D-mannose 

Rhammose 

Dulcitol 

Mannitol 

Alpha-m6thyl-D 
-manonoside 

N acétyl glucosamine 

Cellobiose 

Lactose 

Mélibiose 

Saccharose 

Tréhalose 

Mélézitose 

Beta gentiobiose 

D- turanose 

D- f ucose 

L-f ucose 

DSM 22 456 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 

+ 

+ 
- 
- 
- 
- 

- 

- 
- 

+ 

+ 

- 

- 
- 

- 
- 
- 

- 

AA/ 22 

- 
- 

- 
- 
- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 
- 
- 
- 
- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 



&Activités enzymatiques : 

L'utilisation de galeries Api-zym nous a permis de donner un large 

spectre qualitatif des activités enzymatiques présentes chez ces 

souches (Tableau XVIII p.70). La lecture effective après 12 heures 

d'incubation nous montre que la souche AA/22 possède 16 des 19 activités 

enzymatiques testées. 

De plus, la recherche d'activités glycosidasiques détectées sur substrats 

synthétiques de type para nitrophenyl ou méthyl umbelliferryl (Tableau XIX 

p. 71) complète les résultats obtenus sur galerie Api-zym, On caractérise 

plus particulierèment au niveau cellulaire: 

- une a-D-galactosidaçe, 
- une 8-D-galactosidase, 
- une a-D-glucosidase, 

- une J3-D-glucosidase, 

- une I?-acétyl-B-D-glucosaminidase, 

- une N-acétyl-J3-D-galactosidaçe, 

- une a-L-fucosidase, 

- une a-D-neuraminidase , 

La souche type a un potentiel enzymatique moins étendu, et nous 

n'avons pas mis en évidence d'activité a chymotrypsine et de N-acétyl-P-D- 

glucosami nidase. 

Il apparaît d'autre part une différence au niveau de la détection 

de la J3-D-glucosidaçe entre les résultats obtenus en tubes sur para 

nitrophenyl-P-D-glucopyrannoside qui donne un resultat négatif et la 

galerie Api-zym qui utilise comme substrat le 6 bromo 2 naphtyl-B-D- 

glucopyrannoside et qui donne un r4sultat pasi tif, Cette dif férence peut 

s'expliquer par la similitude des substrats utilisés dans la galerie Api- 

zym. En effet cette technique nécéssite des temps d'incubation longs 

(10h>, ce qui peut introduire des interférences au niveau des résultatso 

Cette hypathPse est confirmée par le fait que la présence de P-D- 

glucosidase est décelBe dans des quantités plus faibles et en fin 

d'incubation. Il faut aussi souligner que la mise en Bvidence de l'a-L- 

fucosidase n'a étb possible qu'en utilisant des substrats naturels, 

Enfin, nous avons vérifie quelles etaient les enzymes excrétées: 

seule la B-D-galactosidase, la N-acétyl-fi-D-glucosaminidase,l'n-D- 

neuraminidase et l'a-L-fucosidaçe se retrouve en quantité suffisante pour 



TABLEAU I V  I I I  : ACTMTES ENZYMATIQUES DEIWWNEES SUR GALERIE 
A p i - Z w i  DES SOUCHES DE Bifidobacterium 
DSM 22 456 ET AA/22 APRES 4 h. D'INCUBATION 

+ t e s t  pos i t i f ,  présence de l'enzyme 
- t e s t  negatif 

Phosphatase alcal ine  

Estérase C 4 

Estérase l ipase C 8 

Lipase C 14 

Leucine arylamidase 

Valine arylamidase 

Cystine arylamidase 

Trypsine 

a-chymotrypsine 

Phosphatase acide 

Naphtol-AS-BI- 
phosphorylase 

a-galactosidase 

6 -galactosidase 

6-glucuronidase 

6-glucosidase 

a-glucosidase 

N ac6tyl- 6 -D- 
glucosaminidase 

a-mannos idase 

a-fucosidase 

DSM 22 456 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 
- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 
- 

AA/22 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 



TAELEAUXIX : ACTIVITES GLYCOSIDASIQUES DE B. bifidumAA/22 

* = Résultats obtenus en utilisant un substrat naturel 
(substance H). 

a Galase 

fl~alase 

ff Glcase 

P~icase 

a Manase 

fi Manase 
apucase * 

ff Fucase 

ff GlcNacase 

0 GalNacase 
fl GlcNacase 
cX NeuAcas e 

Enzymes excretées : recueillies au niveau du milieu de 
culture après centrifugation des cellules. 

Cellule 
entière 

+ 

+ 

+ 

- 
- 
- 

+ 

- 
- 

+ 

+ 

+ 

Enzymes 
excrétées 

- 

+ 
- 
- 
- 
- 

+ 

- 
- 
- 

+ 

+ 

Cellule traitée 
a la presse de 

French 

+ 

+ 

+ 

- 
- 
- 

+ 
- 

- 

+ 

+ 

+ 



pouvoir être détectées au niveau du milieu de culture. 

BTous avons quantifié les activités qui nous intéressent plus 

particuliérement au niveau des cellules "entières" et des cellules après 

passage à la presse de FREBCH (Tableau XX p.73). On remarque que les 

activités enzymatiques sont beaucoup plus élevées pour la souche AA/22. 

Nous obtenons en particulier dans le cas des cellules intègres : 

- une activité j3 Galasœ 2 fois plus importante, 
- une activité B GlcBAcamœ 6 fois plus importante, 
- une activité NeuAcm" 7 fois plus importante, 

- une activité ~ u c ~ * ~ ' l ~  fois plus importante. 

Aprés passage à la presse de FREBCH seules les activités B-D- 

Galamœ et or-L-Fuca" sont significativement augmentées. 

II-OPTIWISATIOBT DE LA PRODUCTIOBT D'BBZYNES 

La mesure des activités au niveau des cellules dont nous avons 

détruit la structure soit par passage à la presse de FRENCH soit par 

traitement aux ultra-sons montre que nous pouvons ainsi accéder à une plus 

grande quantité d'enzymes (Tableau XXI p. 74), à l'exception de l'activité 

BeuAca" qui reste sensiblement constante quelque soit le traitement; pour 

cette activité, les différences observées peuvent être attribuées à la 

dénaturation de l'enzyme lors de l'extraction. D'autre part, nous avons 

compare l'efficacité d' un traitement aux ultra-sons avec un traitement à 

la presse de FRENCH, dans le premier sans en avoir optimiser les 

conditions nous retrouvions dans la suspension cellulaire la même quantité 

de Galas* et de BeuAcasœ,deux fois plus de GlcNAc""* et 2 fois plus de 

Fucam*. Cette augmentation peut s'expliquer soit par le fait que les 

ultra-sons détruisent les membranes bactériennes et permettent à une 

certaine fraction d'activité enzymatique de s'exprimer, soit que pour la 

méme quantité de protéines enzymatiques leur activité augmentent à cause 

de la modification de l'environnement. 

De plus nous constatons que les activités enzymatiques sont très 



TABLEAUXX : ACTIVITE ENZYMATIQUE (U/q DE MAT- SECHE) DES 
SOUCHES DSM 22 456 ET AM22 DE BIFIDOBACTERIUM 
BIFIDUM 

*: Suspension cellulaire après traitement 21 la presse 
de French. 

DSM 22 456 

AA/ 22 

DSM 22 456 

AM22 

r 

CELLULES EN SUSPENSION 

Galactosidase 

300 

630 

Neurami- 
nidase 

10 

88 

N-acktyl- fl -D. 
glucosaminidase 

50 

300 

Fucosi- 
dase 

2 

2 3 

* PRESSE DE FRENCH 

Galactosidase 

560 

1 350 

Neurami- 
nidase 

8 

66 

N-acétyl- fl- D. 
glucosaminidase 

40 

250 

Fucosi- 
dase 

7,s 

80 



TABLEAU 11 1 : ACTïVïTE EXOGLYCOSIDASIQUE DE LA SOUCHE DE B.  bif idum 
AM22 ( U / a  DE C E U U L E  SECHE) 

Culture des souches en fermenteur A 37°C sous atmosphère N2/C02 
sur milieu 37 g / l  de BCC - 10 g / l  de glucose. 

(1):Les  act iv i tés  sont mesurées sur l a  suspension ce l lu la i re  après 
traitement . 

Souche 

AA/22 

Galase 

634 

70 

1 350 

1 700 

Cellules entières 

Surnageant de 
culture 

Extraction A l a  
presse de French 

( 1 )  

Extraction aux 
ultra-sons 

( 1 )  

GlcNacase 

300 

24 

250 

510 

NeuAcase 

88 

10 

66 

80 

Fucase 

20 

5 

90 

170 



faiblement excrétées puisque dans le surnageant de culture nous ne 

retrouvons, par rapport à une solution traitée aux ultra-sons, que 5 p.100 

de Gala"*, 5 p. 100 GlcBAc-", 13 p. 100 de Beum" et 3 p. 100 de Fucam'. Les 

activités glycosidasiques dont nous voulons optimiser la production sont 

donc des activités cellulaires et 1 ' extract ion aux ultra-sons associée à 

la mesure de ces activités ùans l'homogénat obtenu est un bon reflet de 

1' activité potentielle des cellules de B i f i  d o b a c t e r i u n  b i f f  dum. Les 

activités excrétées sont cependant également à étudier car elles sont des 

témoins de l'état de la culture puisquaon peut voir leur apparition lors 

d'une autolyse, D'autre part, si en optimisant la production de ces 

activités enzymatiques on augmente significativement les quantités 

da enzymes recueillies, celles ci sont généralement plus faciles à 

purif fer. 

Dans un premier temps les études ont été menées après culture (20 

ml de milieu) en flacon de type pénicilline; l'extraction aux ultra-sons a 

été éffectuée sur 0,01 g de matière séche cellulaire durant deux minutes 

dans un tampon phosphate de sodium 20 mM pH 7,0. Les principaux résultats 

ont été ensuite confirmés par culture en fermenteur ce qui nous a permis 

de procéder à des extractions sur 4 g de matière sèche, 

Bi fi dobacteri un bf  f i d u n  en anaérobiose produit des acides 

organiques qu i vont inhi ber la croissance du microorganisme, La recherche 

d'un pH optimal de culture en flacon de pénicilline nous a amené A 

effectuer les cultures à pH constant en utilisant trois systémes tampons: 

- le tampon MOPS 50 mM entre pH 6,5 et 8 
- le tampon PIPES 50 mM entre pH 6 et 7,5 
- le tampon phosphate de Na 50 mM entre pH 5 et 8 

Les forces ioniques des tampons ont permis de compenser la production 

d'acide organique durant les 60 heures de culture sur un milieu contenant 

5 g/1 de BCC. 

1-IEFLaBBCE DU pH LA PRûDUCTICIg DE BIUh%SXû : 

Les résultats obtenus (figure 5 p.76) avec les trois systénies 



m : Tampon P i p s  

A : Tampon M o p  

: Tampon P h o s p h a t e  

F I G U R E  5 : I n f l u e n c e  du  pH du milieu de c u l t u r e  s u r  la 

production d e  b i o m a s s e  c h e z  B.  b i f  idum ~ ~ / 2 2 .  



tampons utilisés sont homog&nes et permettent de définir un optimum de 

culture pour des pH compris entre 6,6 et 6,8. De part et d'autre de cet 

optimum la biomasse de B i f i d o h c t e r i u m  b i f i  durn décroi t d' abord lentement, 

nous obtenons 50 p. 100 de la quantité de cellules recueillies à pH 6,8 

pour un pH de 6 et de 8. Ensuite paur des pH plus acides la croissance est 

très limitée puisque pour des pH de culture de 5,5 et 5 nous obtenons 

respectivement 15 et IO p. 100 de la biomasse obtenue à pH 7. 

La quantité de cellules de B. b i f i d u m  A A / 2 2  obtenue à l'optimum de 

pH est selon le système tampon comprise entre 0,85 et 1,2 g de matière 

sèche par litre de culture; les meilleurs résultats sont obtenus en tampon 

MOPS. 

a-Influence du pH sur les activités glycosidasiques exocellulaires : 

Pour les trois activités glycosidasiques mesurées le maximum 

d'activité excrétée se trouve paur des pH compris entre 6,ô et 6,8 et ce 

dans les trois systèmes tampons utilisés (Fig.6 p,78>, De plus pour les 

trois activités le tampon PIPES favorise leur excrétion; c'est ainsi que 

nous obtenons à pH 6,7 : 

- 3,5,10-3 U de Calms", 

- 1,0.10-a U de GlcHAc""', 

- O, 28. IO--" U de IieuAcas* 
pour un gramme de matière sèche cellulaire. 

La variatian de l'excrétion des trois enzymes est sensiblement 

identique en fonction du pH et pour des valeurs de pH de 7,5 et 6, on 

obtient 5 fois moins d'enzymes dans le milieu de culture. 

&Influence du pH sur les activités cellulaires : 

Nos résultats (Figa7 p.79)  sont exprimés en unités par gramme de 

matière séche de B. b i f i d u m  AA/22 et représentent donc bien l'influence du 

pH sur l'expression des activités glycosidasiques dans les cellules 

bactériennes. 



:Tampon Pipes 

A :Tampon Mops 

:Tampon Phosphate 

Figure6 :Influence du pH du milieu de culture sur laprcduction 

de glycosidasg excrétées chez B. bifidum. 



: Tampor! PPpes 

:Tampon Mops 

.:Tampon Phosphate 

a i p e  7 :~nflue.nce du p~'du milieu de culture sur la production 

de glycosidases cellulaires Che; B. bif idum AA/ZZ. 



Selon l e s  systèmes tampons u t i l i s é s  nous obtenons des  pH optimum 

d i f f é r e n t s  mais compris e n t r e  6 , 6  e t  7. Cependant dans  un même système 

tampon l e s  pH optimaux s o n t  l e s  mêmes pour l e s  t r o i s  a c t i v i t é s  

g lycos idas iques  : 

- l e  tampon PIPES donne l e s  a c t i v i t é s  c e l l u l a i r e s  l e s  p l u s  f o r t e s ,  l e  pH 

optimum e s t  de 7,O e t  nous obtenons pour un gramme de matiére sèche  14.10- 

" U de Galase, 4 ,3 .  U de GlcIiAcase e t  1,3, U de  NeuAcms", 

- en tampon phosphate de  sodium l e  pH optimum e s t  de 6 , 6  

- en tampon MOPS l e  pH optimum e s t  de 6 , 8 .  

Quelque s o i t  l e  système tampon u t i l i s é  la  q u a n t i t é  d ' a c t i v i t é  

glycosidasique c e l l u l a i r e  v a r i e  de l a  &me façon en fonc t ion  du pH, Les 

concent ra t  i ons  c e l l u l a i r e s  en  enzymes s o n t  très f a i b l e s  pour des  pH 

s u p é r i e u r s  à 7 , 3  e t  i n f é r i e u r s  à 6 , 5 .  Au d e l à  de c e s  pH, l e s  

concen t r a t ions  en enzymes sont  4 f o i s  p lus  f a i b l e s .  

C e t t e  étude nous permet donc de déterminer  l e  pH qui nous donnera 

la p lus  grande q u a n t i t é  d' enzymes par  volume de c u l t u r e ,  Le pH optimum de 

production de biomasse e t  des  t r o i s  enzymes é t a n t  proche, l e  maximum 

d ' a c t i v i t é s  enzymatiques par  l i t r e  de c u l t u r e  e s t  obtenu pour un pH v o i s i n  

de  6,Q. Pour des r a i s o n s  de c o û t s ,  l e s  é tudes  de milieu de c u l t u r e ,  en 

f lacon  p e n i c i l l i n e ,  s e r o n t  e f f e c t u e e s  en tampon phosphate de sodium 20 mM 

pH 6,8. 

D'autre  p a r t , c e t t e  é tude  de l ' i n f l u e n c e  du pH s u r  l e s  a c t i v i t é s  

é t u d i é e s  n ' a  pas permis de t rouve r  de cond i t i ons  provoquant l ' e x c r é t i o n  

enzymatique. Les enzymes c e l l u l a i r e s  r e s t e n t  dans tous  l e s  c a s  qua t r e  f o i s  

supé r i eu re s  aux a c t i v i t é s  exc ré t ées .  

Le:= v a r i a t i o n s  d ' a c t i v i t k  e t  d'optimum de pH se lon  l e s  systèmes 

tampons ne son t  pas exp l i cab le s .  I l  e s t  cependant i n t é r e s s a n t  de no te r  que 

l e  tampon ROPS, qui  donne 20 p. 100 de biomasse supplémentaire par  rappor t  

aux deux a u t r e s  tampons, n ' e s t  pas  favorable  à une production importante 

d'enzymes c e l l u l a i r e s  e t  de Cala"- e x t r a c e l l u l a i r e .  

C - w  D'W m I E V  m X  : 

La méthode s t a t i s t i q u e  employée a permis d' é t u d i e r  1' inf luence  de 



la concentration de différents éléments : 

- le bouillon cerveau - coeur (BCC), 
- le glucose, 
- des minéraux (magnésium, manganèse et cobalt). 

Les résultats obtenus (Tableau XXII p. 82) sont des moyennes et ne 

peuvent être utilisés qu'à titre comparatif. 

Les conditions optimales pour la production de cellules de B.. 

bifidumAA/22 sont les suivantes :- une concentration en BCC de 37 g/l, 

- une concentration en glucose de 10 g/l, 
- une concentration de 5 ml¶ en e2+, Mnz4 et de Cuz+. 

La production d'enzymes cellulaires ou excrétées dans le milieu 

est meilleure pour de fortes concentrations en BCC ainsi qu'en glucose. 

Par contre l'addition de minéraux n'augmente pas cette production et a 

même tendance à 1' inhiber. 

L'utilisation d'un milieu riche en élément nutritif (BCC) et en 

glucose favorise non seulement la croissance cellulaire mais également la 

production au niveau cellulaire des glycosidases. Si les minéraux 

favorisent la croissance ils sont par contre inhibiteurs de la production 

des enzymes. 

A partir d'un milieu faiblement concentré en nutriments (BCC 5 

g/1) nous avons incorporé différentes sources de facteurs bifidigénes afin 

de mieux observer leur influence sur la production d'enzymes et la 



TABLEAUXXII 8 ACTIVITE EXOGLYCOSIDAQUE DE B. bifidum AA/22 (U/1 de culturel 
(SELON LA METHODE STATISTIQUE DE AUDEN ET C0LL.L (1967) 

INFLUENCE - DU BOUILLON CERVEAU COEUR (BCC) 
- DU GLUCOSE 
- DES MINERAUX MnZ+ Mg2+ CoZ+ 

Biomasse g/l 

Activité dans 
les surnageants 
de culture 

Gala se 

GlcNacase 

NeuAcase 

Activité 
cellulaire 

Gala se 

GlcNacase 

NeuAcase 

Concentration en BCC 
(g/l) 

Concentration en 
glucose (g/l) 

37 

1,2 

18 

1,92 

0,24 

378 

231,6 

0,78 

5 

0, 4 

11,6 

0,64 

0,04 

160 

80 

0,24 

Concentration en 
Mineraux (mM) 

20 

0,8 

14,4 

0,92 

0,08 

248 

159 

0,48 

10 

0,85 

10,22 

2,38 

0.17 

318 

174 

0,30 

O 

0,60 

12,9 

2,7 

0,3 

457 

228 

1,08 

O 

0,50 

9,25 

1,95 

0,lO 

225 

117,5 

0,5 

5 

0,70 

9,75 

1,20 

0,14 

308 

163 

0,50 

2 

0,40 

3,2 

0,84 

0,08 

228 

44 

0,36 

5 

1,OO 

6,o 

0,35 

0,lO 

23,O 

10,OO 

0,30 



croissance. 

- la fraction IV de COHN qui contient des protéines glycosylées et peut 
donc être source de BF 1 

- le gynolactose , sucre du lait de Femme source lui aussi de BF 1 
- les mucines de Porc non hydrolysées: en utilisant le potentiel 

enzymatique du B. b i f i d u l o  BA / 22 les mucines peuvent &tre source de BF 1 

ou de BF 2 

-le lait de Femme qui peut apporter des BF 1 et des BF 2, et du lactulose 

après stérilisation 

-le lait de Vache contient du lactulose m i s  en beaucoup plus faible 

quantité que le lait de Femme, Sa concentration en BF 2 est cependant 

identique. Les cultures ont été arrêtées après 60 heures d'incubation à 

37'C au cours de la phase stationnaire. 

1-IW;tüBBCE DES FACTrmRS BIFIDIGEBITS SUR LA BIO&!SB' : 

Les résultats (Tableau XXIII p.84) montrent que tous les facteurs 

bifidigénes augmentent la croissance de B,bifidum AA/22, et elle est 

d' autant plus importante que la concentration en facteurs bif idigènes 

augmente, Cependant deux remarques sont à faire : 

Premidrement, nous n'observons pas pour la fraction IV de COHW, le 

gynolactose et la mucine une croissance des bactéries proportionnelle à la 

concentration en ces facteurs bifidiaénes potentiels. Ces augmentations de 

croissance sont en outre assez faibles (inférieures à 25 p.100). Ceci 

entraine deux conclusions : ces facteurs ne sont pas de simples sub:=trats 

énergétiques puisque la crois:sance de la souche B. b i f f d u m  semble dans les 

conditions où nous l'avons effectuée se stabiliser 21 des concentrations 

supérieures à 3 g/l; le milieu utilisé est alors soit déficient en un 

autre facteur de croissance et pas assez riche pour permettre de 

visuali:-;er un effet dose de:s facteurs bifidigènes,soit la croissance est 

inhibAe par un autre paramètre, le pH ne pouvant Ptre incriminé puisque 

nous avons dans taus les cas vérifié qu'il ne s'était pas éloigné de la 

valeur optimale, 

Deuxièmement pour le lait de Femme les augmentations sont proportionnelles 

à la quantité de lait introduite et le gain de croissance est beaucoup 

plus important (plus 100 p. 100 pour une concentration de 5 8/11. Ces 



TABLEAUXXIII~ INFLUENCE DE LA FRACTION IV DE COHN, DU GYNOLACTOSE, DE LA MUCINE ET DU LAIT DE FEMNE 
SUR LA QUANTITE D'EXOGLYCOSIDASE PRODUITE PAR B. bifidum (U/a DE MATIERE SECHEL 

- (1) g/mati&re sèche, incertitude sur la mesure de la biomasse 2 % 
- Incertitude sur la mesure des activitks enzymatiques 10 % 



r é s u l t a t s  é l iminent  l a  p o s s i b i l i t é  dl une i n h i b i t i o n  de  l a  c ro içsance  due 

au milieu BCC à 5 g / l  e t  confirment que l e  l a i t  de Femme con t i en t  bien l e s  

f a c t e u r s  de c ro issance  de B. b i f i d u m .  

11 est i n t é r e s s a n t  de comparer 1' e f f e t  du l a i t  de Femme e t  du l a i t  

de Vache s u r  l a  c ro i s sance  de B. b i f i d u m .  En e f f e t  si l e  l a i t  de Femme a 

un e f f e t  de  simple source  énergé t ique ,  il ne p ré sen te ra  que peu de 

d i f f é r e n c e  avec l e  l a i t  de Vache, Les r é s u l t a t s  exposés dans l e  tab leau  

XXIV page 86 montre que pour un mil ieu de base à 5 g / l  e t  37 g / l  de ECC l a  

supplémentat ion en l a i t  de Femme e t  de Vache f a v o r i s e  l a  production de 

biomasse, mais de maniÈtre deux f o i s  p lus  importante dans l e  c a s  de la  

supplémentat ion en l a i t  humain. Cet e f f e t  e s t  beaucoup p lus  s e n s i b l e  si l e  

mil ieu de dépa r t  e s t  moins r i c h e  en  BCG. 

En conclusion,  nous avons v é r i f i é  que l e s  f a c t e u r s  b i f id igBnes  

u t i l i s é s  classiquement augmentent b ien  l a  product ion de biomasse chez 

B. b i f i d u m  e t  nos r é s u l t a t s  s o n t  dans ce  c a s  en accord  avec ceux obtenus 

pa r  C,  ROMOIPD qui u t i l i s e  l a  product ion d ' a c i d e  comme mesure du 

métabolisme de l a  b a c t é r i e .  

Cependant, nos r é s u l t a t s  montrent que seu l  l e  l a i t  humain r e s t e  l e  f a c t e u r  

de  c ro i s sance  l e  p lus  e f f i c a c e  pour B. b i f i d u m ,  e t  qu i  dans nos condi t ions  

e s t  un v r a i  f a c t e u r  de c ro i s sance  puisque l ' augmenta t ion  de sa 

concent ra t  ion  en t r a ine  tou j o u r s  une c ro issance  supplémentaire.  Par cont r e ,  

l e s  a u t r e s  sources  comme l e  gynolactose e t  l a  mucine sont  beaucoup moins 

e f f i c a c e s  a l o r s  que l a  s e n s i b i l i t é  de l a  souche B. bifidum AA/22 à c e s  

f a c t e u r s  e t a i  t importante.  

2-IEFLVBECB DES FACTEüRS BIFIDIGEmS SUR LA PRCIDUCTIUB D'ENZYXES : 

Les r é s u l t a t s  p ré sen té s  dans l e s  tab leaux  XXIII e t  XXIV p.84 e t  86 

montrent t o u t  d 'abord que l a  f r a c t i o n  IV de COHD n ' a  eu aucun e f f e t  sur l a  

production d e s  g lycos idases  é t u d i é e s ,  exc ré t ées  ou c e l l u l a i r e s .  

D 'au t re  p a r t ,  nous n 'avons pu met t re  en évidence une inf luence  n e t t e  des  

f a c t e u r s  b i f id igènes  !gynolactoçe, mucine, l a i t  de Femme) s u r  la  

product ion de l a  lieuAc""" de B. b i f i d u m .  Les expér iences  e f f ec tuées ,  s u r  

un milieu contenant 5 g par  l i t r e  de ECC ( tab leau  XXIII p. 9 4 ) ,  f o n t  

a p p a r a î t r e  que l e s  f a c t e u r s  i s s u s  des  mucines e t  de l a i t  humain augmentent 

l a  product ion de Gala"* e t  de G l ~ l i A c " ~ ~  exc ré t ées  ou c e l l u l a i r e a .  



TABLEAUXXIV: UJnUENCE DU LAIT DE VACHE OU DE F M  SUR LES ACTMTES 
EXOGLYCOSIDASIQUES PRODUITES PAR B. bifidum AA/22 

- * g de matière sèche/l de milieu, incertitude sur la mesure de la biomasse 2 "a 

-Incertitude sur la mesure des activites enzymatiques 10 % 

Activité 
au niveau 
du surna- 
geant 
U/g de 
cellules 
séches 

U/g de 
cellules 
sèches 

Galase 

GlcNacase 

NeuAcase 

Galase 

GlcNacase 

NeuAcase 

Milieu 5 g/l de BCC 

Biomasse * 

Témoin 

5,3 

1,s 

0,4 

28,O 

9,O 

0,35 

O, 70 

0,2 

Milieu 37 g/l de BCC 

10 g/l de glucose 

T 
de femme de vache 

1,2 1,s 1,5 

+ 5 % lait 
de femme 

20,3 

8,1 

0, 5 

89,O 

72,l 

0,25 

1,25 

1,1 0, 9 

+ 5 % lait 
de vache 

5,2 

3,1 

0,4 

32, O 

11,O 

O, 35 

O, 95 

0,5 

0,20 0, 3 

20 

7,1 

O, 25 

2,80 

18 2 5 

7,5 8,9 

0,25 

2,50 

0,30 

3,OO 



Comme nous l'avons constaté pour la biomasse, nous n'observons une 

relation entre la concentration du facteur bifidigène et la production des 

activités enzymatiques que dans le cas de l'utilisation du lait humain. 

Par contre, pour des concentrations de mucine et de gynolactose 

supérieures à 5 g/l, nous n'observons pas d'effet sur la concentration en 

glycosidases. De plus, les facteurs issus du lait de Femme sont plus 

efficaces, en effet pour ce milieu complémenté avec 5 g/l de gynolactose 

ou 5 p. 100 de lait de Femme, les activités 0-D-galactosidasique et N- 

acétyl-8-D-hexasaminidasique sont multipli4es par un facteur 3 ou 4, alors 

que l'utilisation de mucine ne fait que doubler les concentrations de ces 

activités enzymatiques. 

Dans un deuxième temps, nous avons comparé l'efficacité du lait de 

Femme à celui du lait de Vache sur la production de glycosidases dans un 

milieu à 5 g puis 37 g par litre de BCC, Le lait de Vache constituait un 

bon témoin de l'efficacité du lait de Femme sur la production d'enzymes. 

Nous observons, premièrement que le lait de Vache n'a pas eu d' influence 

notable sur la production des glycosidases que nous étudions, deuxièmement 

nous observons que le lait humain augmente très nettement la production 

d'activités glycosidasiques pour une concentration en ECC de 5 g/l, les 

activités cellulaires P-D-gai*"" et 0-D-glcNAc""" étant respectivement 

multipliées par 3 et 7. Par contre, pour une concentration de 37 g/1 de 

BCC, il y a peu de différences de concentration des activités excrétées et 

cellulaires avec le témoin ne contenant pas de lait humain, 

La fraction IV de COHN se révèle être un mauvais facteur de 

croissance et n'induit pas la production de glycosidases chez la souche de 

B. bifidum AA/22. 

La production de neuraminidase ne peut être augmentée qu'en favorisant la 

production de la biomasse. 

En outre les facteurs bifidigènes: gynolactose, mucine, lait de Femme et 

lait de Vache, semblent agir de deux façons .sur la production de 

glycosidaseç par B. bifidum : 

-au niveau de la multiplication cellulaire puisqu'ils permettent 

d' augmenter la biomasse. 



-au niveau du métabolisme puisqu'ils augmentent la concentration ou la 

réactivité de certaines glycosidases. 

La mucine de Porc n'est pas trés efficace pour augmenter la 

production de gl ycosidases chez B. bifidum par rapport aux facteurs 

bifidigènes contenus dans le lait. Par conséquent, dans la suite de notre 

travail nous ne l'utiliserons plus, 

Enfin le lait de Femme reste le facteur bifidigéne le plus avantageux paur 

la production de glycosidases chez B. biffdum, mais son action est plus 

efficace lorsqu' on utilise un milieu contenant 5 g/l de BCC et de 5 p. 

100 de lait de Femme puisque l'on obtient par litre de culture et par 

rapport à un milieu à 37 g/l de BCC, 10 g/l de glucose et de 5 p. 100 de 

lait de Femme, 1,5 fois plus de Gala"' et 3,3 fois plus de GlcNAcm". Ce 

résultat est en désaccord avec l'optimisation faite pour le choix de la 

concentration en BCC et glucose et pour la production de neuraminidase. 

Cela nous conduit donc à vérifier certains paramètres en fermenteur. 

Les concentrations en enzyme excrétée n'ayant pu etre augmentées de 

maniére intéressante nous n'avons reporté que les valeurs obtenues sur les 

enzymes cellulaires. 

Le suivi de la cinétique (Figure 8 p.89) met en évidence paur la 

production dans un milieu contenant 37 g/l de BCC et 10 g/l de glucose les 

éléments suivants pour la production de biomasse : 

- une phase de latence de 9 heures, 
- une phase exponentielle de 21 heures, 
- une phase de plateau de 20 heures. 

Ensuite, à partir de 48 heures, on constate une diminution de la 

bi amasse. 

Pour la production d'enzymes, la sécrétion dans le milieu de 

culture et la quantité d'enzymes récupérée suivent la cinetique 

précédemment décrite jusqu'à la fin de la phase plateau où l'on arrive à 



Production de biomasse 

Production de glycosidases dans le milieu de culture 

Figure8 :Cinétique de fermentation de B. bifidum. 



obtenir par litre de culture 2,4 g de matière sèche cellulaire qui 

contiennent : 

- 3,150 U de Gala"-, 
- 390 U de GlcBAcmm-, 

- 64 U de ifeuAcam*, 

- 85 U de Fuca'-. 

Au cours de la phase décroissante nous constatons une augmentation 

des activites enzymatiques excrétées dans le milieu de culture de façon 

plus importante pour la Gala"* et la GlcNAcm"-. Au bout de 70 heures, nous 

retrouvons dans le milieu de culture (après récupération des cellules par 

centrifugation) et par litre de culture : 

- 15 U de Gala*-, 
- 24 U de GlcBAca'-, 
- 3,5 U de ZIeuAcm". 

A ce moment de la cinétique les activités cellulaires ont suivi 

l'évolution de la biomasse mais la perte (20 p. 100) par rapport à la fin 

de la phase plateau est plus importante que celle des cellules (13 p.100). 

En conséquence, et comme nous n'avons pas noter de différence soit 

au niveau de l'extraction, soit au niveau de la purification, pour des 

cellules récoltées lors de la phase exponentielle ou au cours de la phase 

plateau, nous centrifugerons le milieu de culture aprés 35 heures de 

fermentation. 

2-IBFLIIBdCE DES C O . I T I U E  DE C W L T W  FXRREmXER SUR LA PRODUCTIUB DB 

G L Y C a S I D ~  : 

Bous avons fait varier le pourcentage de glucose, de BCC et 

introduit dans le milieu du gynolactose, du lait de Femme et du lait de 

Vache. Les fermentations ont été conduites pH 6,8 et à 37 'C, sous 

atmosphére R2/C02 et durant 35 heures. 

a-Influence du glucose : 

La croissance de B. biffdum en fermenteur augmente en fonction de 

la concentration en glucose. De 0,6 g de matière séche cellulaire dans un 

milieu dépourvu de glucose on passe à 3,15 g dans un milieu en contenant 

30 g/l (Tableau XXV p. 91). 



T A B L E A U X X V  : INFLUENCE DES CONDITIONS DE CULTURE E N  FERMENTEUR 
SUR LA PRODUCTION DE GLYCOSIDASE PAR B b i f i d u m  
A A /  22 

* P a s  d' a g i t a t i o n  e t  p a s  d e  r é g u l a t i o n  d e  pH. 

M i l i e u  
U t i l i s é  

- L ' i n c e r t i t u d e  s u r  l a  mesure  d e  l a  b i o m a s s e  e s t  d e  2  % 
- L ' i n c e r t i t u d e  s u r  l a  mesure  d e s  a c t i v i t é s  e n z y m a t i q u e s  e n  u / l  d e  

c u l t u r e  e s t  d e  5  % 
- L ' i n c e r t i t u d e  s u r  l a  mesure  d e s  a c t i v i t é s  e n z y m a t i q u e s  e n  u / g  d e  

c e l l u l e  s è c h e  e s t  d e  1 0  %. 

BCC g/ 1 

G l u c o s e  g / l  

pH f i n a l  

37  

O 

7 , o  

P o i d s  d e  c e l l u l e  s è c h e  
g p a r  l i t r e  d e  c u l t u r e  

0, 6 0  

656  

394 

136  

82 

2 1 , s  

7  

27 

1 6  

G a l a ' *  

G l c N a c a ' *  

NeuAca' 

Fuca  ' 

37  

1 0  

* 

U / g  d e  
c e l l u l e s  s è c h e s  

U / 1  d e  c u l t u r e  

U / g  d e  
c e l l u l e s  s è c h e s  

U / 1  d e  c u l t u r e  

U / g  d e  
c e l l u l e s  s è c h e s  

U / 1  d e  c u l t u r e  

U / g  d e  
c e l l u l e s  s è c h e s  

U / l d e c u l t u r e  

0 , 5 5  

2 0  

1 0  

35 

1 9  

5 , o  

3 

11 

6  

37 

1  O 

6, 8  

2, 45 

1280 

3150 

160 

392 

26, 0 

64 

25 

86 

37 

20 

6, 8 

37 

30 

6, 7  

2, 75 

1585  

4340  

1 8 0  

495 

28, 0  

7 7  

24 

6 6  

3, 15 

1710 

5340 

160 

500 

27,  0  

85 

30 

9 4  



La concentration en glucose a un effet sur la concentration 

cellulaire en Galm='. En effet, nous passons de 656 à 1.710 U/g de cellule 

séche quand la concentration en glucose passe de O à 30 g/l. 

Par contre le glucose a peu d'effets sur la concentration en 

G~cBAc~'~, BeuAcmm' et Fucamœ au niveau des cellules. On n'observe en 

particulier aucun effet réel d'une augmentation de la concentration en 

glucose sur la concentration de ces glycosldases. On remarque aussi que 

dans des conditions de culture défavorables (pH non régulé) non seulement 

la quantité de cellules diminue mais aussi et surtout la concentration en 

gl ycosidases. 

&Influence des facteurs bifidigènes : 

Les résultats sont reportés dans le tableau XXVI page 93. En ce 

qui concerne la biomasse, les poids de cellules que nous obtenons en fin 

de fermentation sont comparables à ceux que nous obtenions en flacons de 

penicilline pour un même milieu de culture. Et comme nous l'avions déjh 

remarqué l'addition de lait de Femme à un milieu moins concentré en milieu 

nutritif (5 g/l de BCC) augmente très fortement la croissance cellulaire : 

l'addition de 6,6 p. 100 de lait multiplie ici la biomasse par 3. Par 

contre, dans le cas où B . b i f i d u m  est cultivé dans un milieu plus concentré 

en éléments nutritifs ,l'influence des facteurs bifidigènes : lait de 

Femme 6,6 p ,100, gynolactose 1 g/l ,ne se fait pas sentir. 

Pour ce qui est de la production d'enzymes, la culture en 

fermenteur augmente de manihre importante la concentration des cellules en 

glycosidases. En effet, dans un milieu contenant 37 g/l de BCC et 10 g/l 

de glucose et par rapport aux rbsultats obtenus en flacon de penicilline 

on obtient : 20 fois plus de Galm'*, 2 fois plus de GlcNAcm'" et 120 fois 

plus de Beum"*. Ces résultats peuvent s'expliquer par les conditions plus 

défavorables que nous avions utilisées pour la culture en flacon de 

penicilline, notamment, au niveau de la durée de culture 

Comme nous l'avions déjà observé l'addition de lait Humain (6,6 p. 

100) dans un milieu faiblement concentré en BCC augmente trBs fortement 

les concentrations en glycosidases et de manière plus importante que pour 

un milieu riche en éléments nutritifs. En effet, paur une concentration de 

5 g/l de BCC les concentrations en Galas* et G~cBAc""~ sont multipliées 

par 3, en Fucmm" par 2, celle de la Neuamœ n'augmente pas, Malgrè cela les 

résultats obtenus par litre de culture nous amène à ne pas utiliser un 

milieu pauvre en éléments nutritifs car si nous comparons un milieu à 5 



TABLEAUXXVl r INFLUENCE DES FACTEURS BIFIDIGENES SUR LA PRODUCTION EX 

FERME- DE GLYCOSIDASES PAR B. bifidum AM22 

LE' = Lait de femme. 
LV = Lait de vache. 

- L'incertitude sur la mesure de la biomasse est de 2 % 
- L'incertitude sur la mesure des activités enzymatiques en u/l de 
culture est de 5 % 

- L'incertitude sur la mesure des activités enzymatiques en u/g de 
cellule s6che est de 10 %. 

5 

O 

6,s 

0,30 

36 

11 

34 

11,2 

3,5 

1 

6,s 

2 

5 

O 
3,5 % 
Li? 

6,8 

1,50 

120 

180 

93 

140 

34,O 

50 

13 

20 

37 

10 
3,5 % 
LE' 

6,8 

2,65 

1120 

2960 

120 

320 

18,s 

53 

26 

67 

Milieu 

Utilisé 

BCC g/l 

Glucose g/l 

pH final 

37 

10 

6,9 

2,45 

1280 

3150 

160 

392 

26 

64 

25 

86 

37 

10 
6,6 8 
LV 

7,O 

2,55 

1200 

3060 

130 

330 

19 

49 

22 

56 
P 

37 

10 
+3,5% 
LV 

7,2 

2,40 

1260 

3025 

150 

360 

21,s 

50 

28 

67 

Poids de cellule sèche 
g par litre de culture 

37 

10 
6,6 % 
LF 

7,O 

2,85 

1600 

4560 

200 

570 

30,5 

87 

28 

80 

Galase 

GlcNacase 

NeuAcase 

Fucase 

37 

10 
lg de 
Gyno 

6,8 

2,40 

1920 

4610 

320 

768 

33,O 

102 

30 

72 

U/g de 
cellules sèches 

U/1 de culture 

U/g de 
cellules sèches 

U/1 de culture 

U/g de 
cellules sèches 

U/1 de culture 

U/g de 
cellules sèches 

U/1 de culture 



g/l de BCC supplément6 par 6,6 p. 100 de lait de Femme et un milieu à 37 

g/l de BCC et 10 g/l de glucose non supplément4 en facteurs bifidigènes 

nous obtenons dans le second cas 18 fois plus de Gala"-, 3 fois plus de 

GlcNAcmm-, 4 fois plus de Fucm"* et la même quantité de lieua"-, 

Dans un milieu composé de 37 g/l de BCC et de 10 g/l de glucose 

par litre de culture, l'influence de l'addition de lait humain sur la 

concentration en enzymes n'apparait que pour une valeur de 6'6 p, 100. 

Alors que l'addition de 6,6 p.100 de lait de Vache n'a aucun 

effet, résultats qui confirment ceux obtenus en flacons de penicilline, 

L'augmentation de ces concentrations est encore plus forte pour 1 g/l de 

gynolactose. On augmente respectivement les concentrations en Gala"* de 

1,5, en GlciVAcan-, HeuAcas- et Fuca" de 2.  

La culture en fermenteur de B. bff idum montre 1' importance des 

facteurs glucidiques du lait de Femme sur le développement de ce 

microorganisme. 

Cependant , nous n' avons pu mettre en évidence d' action importante 
de ces composés sur la cinétique de croissance des bactéries, Par contre, 

la réactivité ou le potentiel glycosidasique de la cellule sont augmentés, 

Malheureusement, les quantités de cellules nécessaires à l'étude de 

l'extraction et à la mise au point de la purification des glycosidases de 

B. bif idum AA/22 nous oblige à utiliser des volumes de culture important 

(200 11. La supplémentation de ce type de fermenteur en lait de Femme ou 

en sucres du lait humain purif iés s' avère techniquement difficile. C' est 

pourquai naus avons utilisé comme matériel de départ dans la suite de 

notre travail des cellules de B i f i d o b a c t e r i u m  bif idum issues d'une 

fermentation sur un milieu contenant 37 g/l de BCC et 10 g/l de glucose. 

Dans ces conditions, nous obtenons 2,5 g de matière sèche cellulaire par 

litre de milieu de culture et sans avoir optimiser les conditions 

d'extraction aux ultra-sons, 4200 U de 0-D-galm"", 1280 U de N-acétyl-P-D- 

glciVAcm"", 200 U de a-D-neuAcmm* et 420 U de a-L-fucas*, 

Les résultats obtenus (Figure 9 ~ $ 9 5 )  montrent l'importance de la 

température pour la récupération des activités enzymatiques. Pour les 



A B C 
a) Tampon phosphate de sodium 20 mM PH 6,8 

A - .  B C 
b) Tampon phosphate de sodium 20 mH pH 6,s - glucose 40 5 

A B C 

C )  Tampon phosphate de sodium 20 mM pH 6,8 - glyc6rol 30 5 

A: activité Ga1 
ase 

ase 
B: activité GlcNac 

C: activité NeuAc ase 

Les mesures ont été faites après un stockage des cellules 
de 6 mois et après traitement aux ultra-sons. 

FIGURE 9 i INPLUENCE DES CONDITIONS DE CONSERVATION DES CELLULES 
DE B. bifidum A - A / 2 - 2  SUR LES ACTIVITES 
GLYCOSIDASIQUES 



trois activités enzymatiques étudiées aprhs 6 mois de conservation, les 

meilleurs résultats quelque soit le milieu de conservation sont obtenus 

pour une température de -80 "C. Dans ces conditions le milieu le plus 

adapté se révèle être un tampon phosphate de sodium 20 mM pH 6 , 8  

additionné de 30 p. 100 de glycérol, on retrouve alors 100 p. 100 de la P- 
D-gala"* de la a-D-neuAca""* et 95 p. 100 de la P-D-glcNAc""". 

En ce qui concerne la lyophilisation on remarque que : quelque 

soit le milieu de conservation envisagé la Gala"" et GlcNAca"* ne 

supportent pas bien ce traitement. Par contre la NeuAca"" est stable 

durant ce traitement et son activité est conservée jusqu'à 6 mois de 

stockage sous forme lyophilisée à t4 ' C .  On remarque d'autre part que 

1' addition de glycérol dans le milieu avant lyophilisation provoque une 

désactivation plus importante des différentes enzymes lors de cette étape. 

III-EXTRACTION DES ACTIVITES ENZYMATIQUES 

La purification des activités enzymatiques nécessite l'obtention 

d'enzymes "solubles" pour pouvoir utiliser les procédés chromatographiques 

classiques. Les résultats présentés dans le tableau XXVI 1 p. '37 sont donc 

donnés après séparation des cellules par centrifugation ti 100.000 g et 

filtration sur filtre de porosité 0,45 )lm. Nous observons que les 

traitements chimiques ou enzymatiques (autolyse, traitement des cellules 

au butanol ou mélange lysozyme pronase) ne nous permettent pas de 

récupérer une quantité suffisante d'activités glÿcosidasiques. 

L'utilisation de la congélation/décongélation successives ne nous donne 

pas non plus de meilleurs résultats, cette technique étant inefficace sur 

les  bactérie:^ gram + dont la résistance de la paroi est plus grande, Far 

contre, des réçultats sont plus intéressants avec des techniques 

permettant de faire éclater la structure cellulaire et la paroi. Ainsi le 

traitement par la presse de FREXCH permet d'obtenir : 1.350 U de Gala*"", 

250 1J de GlcNAca*", 90 TJ de FucasW, 2 , 6  IJ de NeuAc**"* par gramme de 



TABLGAU X X V  I I : ACTMTE EXOGLYCOSIDASIQUE EXTRAITE A PARTIR DE 
B. bif idun AA/ 22 SELûN D- TRAITENENTS 
ju/g de cellule sèche) 

Activité totale dans le surnageant à 100 000 g 
% S/C+S = 

Activité totale du culot + Activité du surnageant à 100 000 g 

(1) 

Ultra-sons 
(1) 

Butanol 
(2 

Lysozyme 
Pronase 

(2) 

Autolyse 48 h 
( 2  

(1):Les activités sont mesurées sur la suspension cellulaire. 

(2):Les activités sont mesurees sur le surnageant de centrifugation 
des cellules. 

1 700 

43 

360 

315 

75 % 

I 
510 

1 

. 2,s 

35 

28 

of 8 

4,8 

0, 1 

63 % 80 40 % 170 50 % 



matière sèche cellulaire. Cette technique donne donc accès aux enzymes 

intra-cellulaires sans désorganiser les structures membranaires. Les 

ultra-sons permettent d' obtenir un éclatement des ce1 lules mais également 

de désorganiser tous les types de membranes. Cette technique donne accès 

aux enzymes intra-cellulaires "solubles" mais aussi à une partie des 

enzymes membranaires. 

Pour comparer les deux types d'extraction nous avons utilisb des 

suspensions enzymatiques issues du traitement de 10 g de matière sèche 

cellulaire repris dans 50 ml de tampon phosphate de sodium 20 mM pH 6,8, 

Après récupération de la partie soluble et filtration, nous pouvons voir 

que 1' extraction aux ultra-sons présente un avantage certain puisqu' elle 

permet de récupérer par rapport à l'extraction a la presse de FRENCH : 2 
fois plus de Galmm*, 3 fois plus de GlcNAcau~, 20 fois plus de NeuAcam-, 

1,5 fois plus de Fuca**. 

A la suite des extractions à la presse de FRENCH et aux ultra-sons 

nous avons effectué sur les fractions obtenues des centrifugations 

différentielles et nous avons mesuré à chaque étape les activités 

enzymatiques contenues dans le surnageant et le culot, les résultats sont 

rassemblés dans le tableau XXVIII page 99. 

L' extraction à la presse de FRENCH nous permet de ne pas madif ier 

la répartition des activités entre les fractions cellulaires,libres et 

conjugués et d'autre part l'on peut considérer qu'après une centrifugation 

à 20.000 g durant une heure les parois et les membranes cellulaires sont 

sédimentées, La mesure des activités glycosidasiques dans le culot de 

centrifugation par rapport à l'activité totale permet de déterminer que 71 

p. 100 de l'activité Gala"-, 86 p.100 de l'activité GlcNAcmm*, 99 p. 100 de 

l'activité BeuAcmmR et 88 p.100 de l'activité Fut*"" sont d'origine 

membranaire lors de l'extraction à la presse de FRENCH. D'autre part nous 

constatons par ailleurs que l'extraction aux ultra-sons solubilise 

beaucoup plus les activités enzymatiques puisque à toutes les vitesses de 

centrifugation nous obtenons des pourcentages de récupération des 

activités nettement plus importants et ce pour les quatre activités 

glycosidasiques étudiées. A titre de comparaison, dans la fraction 

insoluble après centrifugation à 20.000 g nous obtenons 20 p, 100 paur la 

Gala"*, 30 p, 100 pour la GlcNAcam', 54 p, 100 paur la NeuAcame, 47 p. 100 

paur la Fucm**, 



TABLEAU XXVlll t REPARTITION DES AC!TIWl%S GLYCOSIDASIQUES SELON LA 
VITESSE DE CENTRIFUGATION APRES : 

a) Extraction 21 la presse de French 

b) Extraction aux ultra-sons 

AS = Activité en Unité/mg de protéine. 

Activité du surnageant de centrifugation 
" a.- 

Activité sur la solution enzymatique après extraction 



Rous observons que le traitement aux ultra-sons est sélectif des 

activités glycosidasiques puisque nous augmentons les activités 

spécifiques des suspensions récupérées, nous extrayons ainsi, des 

membranes de la bactérie, plus d'activité enzymatique que de protéines 

contaminantes par rapport à ce que contient le cytoplasme. L' ut il isation 

des ultra-sons n'a pas une efficacité identique pour toutes les enzymes : 

en effet, si nous comparons les activités contenues dans un surnageant 

100.000 g de suspensi ans enzymat iques obtenues par ultra-sons d' une part 

et par presse de French d'autre part, le second contient 20 fois moins de 

Neu Aca"", 4,5 fois mina de GlcBAcm"", 4 fois moins de Fuca"" et 2,5 fois 

moins de Gala". Ceci semble indiquer que les activités glycosidasiques de 

B. bifidum ne sont pas toutes ancrées de la même façon dans les éléments 

membranaires de la cellule bactérienne, ou que leurs concentrations dans 

les parties membranaires sont différentes de celles du cytoplasme. 

Enfin, dans les deux types d' extract ion les activités spécif iques 

de nos quatre enzymes hvoluent de la même façon suivant la vitesse de 

centrifugation. Jusqu'à 20,000 g nous enrichissons le surnageant en 

glycosidases, l'activité spécifique des enzymes augmentant pour des 

vitesses de centrifugation supérieures, nous entraînons dans le culot 

autant et parfois plus de protéines enzymatiques que de ~lycosidaçes, les 

activit4s spécifiques ont alors tendance à diminuer. 

L'utilisation des ultra-sons est une technique qui semble bien 

adaptée pour l'extraction des activités enzymatiques. Elle nous permet 

d'obtenir une fraction enzymatique chromatographiable après centrifugation 

à 100.000 g et qui contiendra 75 p. 100 de la Cal"'-* , 63 p. 100 de la 

Gl~liAc"~", 40 p.100 de la NeuAc*"" et 50 p. 100 de la Fuca*" 

Cette étude nous a aussi permis, en fonction des conditions de 

culture, d'envisager une repartition des enzymes dans la cellule de B. 

bi f idum.  Les résultats sont rasçemblés dans le tableau XXIX page 101. On 

constate que peu d'enzymes sont excrktées : celle que 1' on retrouve le 

plus dans le milieu de culture (10 p. 100) est la neuraminidase. Le reste 

de l'activité neuraminidasique mesurée après traitement aux ultra-sons 



TABLEAU X X l X i  REPARTITION DES ACTMTES ENZYMATIQUES DANS LA 
CEZLULE DE B. bifidum AM22  

Enzymes 
exocellulaires 

Enzymes cellulaires ) 
externes 

Enzymes cytoplasmiques 
(surnageant Presse de 
French) O 

Enzymes membranaires 
(Culot Presse de French- 
enzymes cellulaires 
externes) b 

Enzymes membranaires 
extractibles aux 
ultra-sons = 
[surnageant ultra-sons - 
enzymes cytoplasmiques) 

Galase 

4 % 

34 % 

21 % 

18 % 

23 % 

GlcNacase 

4 "6 

53 a 

6 "6 

1 % 

36 % 

NeuAcase 

10 "s 

89 % 

1 % 

O 

O 

Fucaae 

3 % 

13 % 

11 % 

27 % 

30 % 



correspond à celle obtenue sur les cellules entiéres, ce qui semble 

montrer soit que toute l'activité est dirigée vers l'exterieur de la 

bactérie, soit que lors du traitement aux ultra-sons autant d'activité ont 

été extraite que détruite, ce qui semble peu probable puisque 

l'extraction à la presse de French moins dénaturante n'a pas mis en 

évidence d'autres activités. 

L'ensemble des extractions qui ont été réalisées dans ce chapitre 

ont ét6 faites, sauf indications contraires dans le texte, en tampon 

phosphate de sodium 20 mM pH 6,8 et pour une concentration en matière 

séche cellulaire de 2 g/l, les débris cellulaires sont ensuite écartés au 

moyen d'une centrifugation à 100 000 g durant une heure. 

Une étude préalable a permis d'étudier l'influence de divers 

tampons sur les activités enzymatiques et de préciser en particulier que 

le tampon phosphate n'influait pas sur les activités glycosidasiques 

étudiées. 

a-Effets des détergents sur les  activités enzymatiques : 

Bous avons étudié l'influence de certains additifs sur une 

fraction enzymatique extraite aux ultra-sons et centrifugée 100.000 g 

pendant une heure. Comme 1' indiquent les résultats présentés dans le 

tableau XXX p, 103, les détergents non ioniques et zwiterioniques ont un 

effet activateur sur les activités enzymatiques. Dans les conditions 

utilisées, le Triton X 100 et le NP 40 se révèlent Btre les meilleurs 

activateurs. Par contre l'addition d'EDTA 2mM ou de DTT 2 mM ne modifie 

pas les activités glycosidasiques étudiées, On peut également noter que 

les activités sont inhibées en présence de SDS 0,l p.lOO et d'urée. 

Les glycosidases de B. bfffdum étant en partie membranaire, il est 

normal que des éléments madif iant les tensions superficielles, comme les 

détergents, modifient les activités enzymatiques. A partir de maintenant, 

nous tiendrons compte dans l'expression de nos résultats des effets 

act ivateurs de ceux-ci. 



TABLEAUXXX : EFFET DES DETERGENTS SUR LES ACTIVITES 
GLYCOSI DASI QUES DE B. b i  f i  dum A A /  22 

P o u r c e n t a g e  d ' a c t i v i t é  r é s i d u e l l e  exp r imé  p a r  r a p p o r t  à c e l u i  
o b t e n u  e n  tampon p h o s p h a t e  d e  sod ium 20 mi4 - pH 6, 8. 

Non i o n i a u e  

O c t y l  g l u c o s i d e  0 , l  % 
Nonide t  P 40 0, 1  X 
T r i t o n  X 100  O, 1  % 
Tween 20 O, 1  % 

Ani o n i  a  ue  

Acide d e s o x y c h o l i q u e  
O, 1  % 

N - L a u r y l - s a r c o s i  ne 
O, 1  % 

SDS O, 1  % 

C a t i o n i a u e  

C e t a v l o n  

Z w i t t e r i o n i a u e  

Z 3-12 
Z 3-16 
Chaps 

Gala  ' 

150  
180  
160  
140  

100  

90 

O 

O 

150  
130  
110  

GlcNaca ' ' 

120 
160  
110  
105  

90 

1  O0 

30 

50 

140  
100  
120  

NeuAca ' ' 

140 
140 
150 
1  O0 

85 

90 

25 

40 

150 
120 
105 



&Extraction en présence d'additifs : 

Dans le tableau XXXI p. 105 nous comparons les activités obtenues 

après extractian aux ultra-sons en présence d'additifs qui pourraient soit 

favoriser la solubilisation des membranes (détergents), soit préserver les 

activités enzymatiques après leur passage sous f orme soluble (détergents, 

EDTA, réducteurs). 

L'extraction dans un tampon phosphate de sodium n'a que peu 

d'effet par rapport à celle effectuée dans l'eau, de même que la 

modi f ication de la force ionique par l'addition de EaCl, la présence d'un 

réducteur ou celle de sels biliaires. 

L'addition d'octyl glucoside (0,l p. 100 ) , de KP 40 (0,l p. 100 1, 

de Tri ton X 100 (0,l p. 100 ) et de i? lauryl sarcosine (0,l p, 100 ) permet 

de doubler la quantité d'enzymes récupérées. Cependant, pour des raisons 

d'interférences du Triton et du N-lauryl-sarcosine avec le dosage des 

protéines, il n'a pas toujours été possible de déterminer les activités 

spécifiques des enzymes extraites. 

D'autre part le faible gain apporté par l'emploi de l'octyl 

glucoside comparé au coût de ce détergent pour des extractions répétées 

nous a fait choisir le Nonidet P 40 comme agent additif lors des 

extractions aux ultra-sons, En combinant l'effet de 1'EDTA et du HP 40 

dans du tampon phosphate de sodium 20 mM pH 6,8, nous obtenons par rapport 

à une extractian réalisée en tampon seul : 2 fois plus de Galame, 3 fois 

plus de GlcNAca"*, de ï?euAca"* et de Fuca'*, 1,5 fois plus de protéines, 

On remarquera toutefois que les effets ne sont pas cumulatifs, 

c-Concentration optimale en Bonidet P 40 : 

Les valeurs des activités spécifiques des glycosidases (Figure 10 

p. 106) font apparaître un optimum à 0,l p. 100 de NP 40 pour la 

récupération des enzymes après centrifugation. Ces résultats tiennent 

compte des variations d'activités que nous avons mesurées pour différentes 

concentrations en i?P 40. Pour des concentrations supérieures ( j  usqu' à 0,5 

p.100) nous retrouvons de moins en moins d'enzymes actives sous forme 

soluble, et au delà de 0,5 p.100 le phénomène se stabilise. Pour ces 

valeurs, nous avons pu voir une augmentation de la quantité d'enzymes dans 

le culot de centrifugation, De plus, nous constatons que la quantité de 

protéines augmente elle aussi jusqu'à 0,3 p.100 de détergent et se 

stabilise ensuite pour des concentrations allant jusqu'à 1 p,100. 



T-UXXXI: I N F L U E N C E  DE LA C O M P O S I T I O N  DU TAMPON S U R  
L' EXTRACTION D E S  A C T I V I T E S  G L Y C O S I D A S I Q U E S  AUX 
ULTRA-SONS ( U / m a  DE P R O T E I N E )  

Les extractions ont été réalisées avec une concentration en 
matière sèche cellulaire de 3,8% et durant 5 min. 

Milieu d'extraction 

Hz0 

Tampon POq3- 20 mM 
PH 6,8 

+ NaCl 50 mM 

+ EDTA 1 mM 

+ DTT 1 mM 

+ octyl glucoside 0,l % 

+ N P 4 0  0,1% 

+ Triton X 100 0,l % 

+ acide desoxycholique 
0,l % 

+ N-lauryl-sarcosine 
0,l % 

Tampon P043- 20 mM 
PH 6,8 

NP 40 0,l "s 
EDTA 1 mM 

Gala se 

3,s 

4,8 

4,6 

6,4 

3,s 

7,O 

7,1 

7,o 

4 

4,4 

7,O 

GlcNacaSe 

O, 45 

0, 7 

0,7 

1,2 

O,4 

1,6 

1,4 

1,9 

O, 7 

1,4 

Ir6 

NeuAcase 

0,05 

0,06 

O, 05 

0,08 

O, 05 

0, 1 

O,1 

0,1 

O, 02 

0,02 

O, 09 



A,B,C,D :-représentent les memes paramètres que 
dans la figure il . 

FIGURE 10 : INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN NP40 SUR L'EXTRACTION 

DES ACTIVITES GLYCOSIDASIQUES:. 

. - 
A Ga1 ase 

GlcNac 
ase 

A NeuAc 
ase 

i Fuc ase 
1 - - 

m .  

ase A: activité Fuc U par mg de ~rotéine. 
ase / B: activité NeuAc asru par mg de proteine. 

C: activité GlcNac U par mg de proteine. 

D: activité  al^^^ U par mg de protéine. 
FIGURE11 : INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN EDTA SUR L'EXTRACTION 

DES ACTIVITES GLYCOSIDASIQUES . 



A la concentration optimale de 0,l p. 100 le gain d'activité par 

rapport à un milieu sans détergent est beaucoup plus important pour la 

Galas", la KeuAcm"" et la Fuca"* dont les activités spbcifiques ont été 

doublées, que pour la GlcHAcm"" dont l'activité spécifique a été 

multipliée par 1,4. 

d-Concentration optimale en EDTA : 

Les résultats reportés sur la figure 11 p. 106 font apparaître un 

effet positif de 1'EDTA sur l'extraction des activités glycosidasiques. 

r~tte augmentation s'observe pour des concentrations en EDTA allant 

jusqu'à 1 mM. Au delà de cette concentration 1'EDTA n'influence plus la 

quantité d' exoglycosidases obtenues. L' EDTA peut intervenir, soit au 

niveau de la stabilisation des enzymes (protection contre les phénomènes 

d'oxydation catalysée par les métaux), soit corne agent perturbateur des 

structures membranaires. 

e-Analyse par gel filtration des fractions extraites aux ultra-sons : 

11 est nécessaire de connaître l'effet engendré par l'addition de 

BP 40 et d' EDTA sur la masse moléculaire des protéines extraites. Il est 

indispensable en particulier, de vérifier que le détergent n'a pas 

provoqué la formation de micelles contenant des activités enzymatiques 

(bien que nous nous trouvons à une concentration inférieure à la 

concentration micellaire critique du BF 40). C'est pourquoi nous avons 

comparé le profil et la répartition des pics obtenus après gel filtratian 

sur une fraction traitke aux ultra-sons en tampon phosphate de sodium 20 

mM. pH 6 , 8  avec une seconde fraction dans le m&me tampon mais contenant 0, 1 

p. 100 de BP 40 et 1 mM d' EDTA (Figure 12 p. 108). 

L'examen des profils d'élution montre l'apparition en présence de NP 40 

d'un pic supplémentaire de haute masse moléculaire sans activité 

enzymatique. 

De plus il n'y a pas eu de modification de la masse mol&culaire 

des différentes enzymes; nous les retrouvons sous forme de deux pics : une 

fraction s'éluant au volume mort de la colonne et ayant une masse 

moléculaire supérieure à 2.10e. (Pic l), l'autre fraction correspondant à 

des masses moléculaires comprises entre 30.000 et 80.000 {Pic 2 ) .  

Cependant au niveau de la réactivité de ces pics il apparait des 



DO 280 nm 
pic 1 

t pic 1 

volume (ml) 

Figurel2:Profils de chromatographie sur superose 6 des 
protéines solubles après extraction aux ultra- 
sons: Effet du NPqO . 

A -Extraction en tampon phosphate de sodium 20 mM pH 6,8 .  

6 -Extraction - en tampon phosphate de sodium 29 fiiM pH 6,8 
NP40 0,l % .  



différences (Tableau XXXII p.110) : dans le cas d'une extraction en 

présence de détergents, il y a une augmentation des activités au niveau du 

Pic 2 alors que la réactivité au niveau du Pic 1 (de haut poids 

moléculaire) diminue. C'est en particulier le cas pour la ï?euAcm"- paur 

laquelle on a 1,7 fois plus d'activité au niveau du pic de faible poids 

moléculaire. 

Rous avons fait varier la concentration en cellules de 5 à 75 

grammes de matière séche par litre. Les résultats reportés dans le tableau 

XXXI II page 111 montrent que 1' efficacité maximale d' extraction par les 

ultra-sons est obtenue pour une concentration de 30 grammes de cellules 

séches par litre de tampon d'extraction. 

a-Cinétique d'extraction : 

Les différentes activités enzymatiques ne sont pas 

"solubi1isées"de façon identique, lors du traitement aux ultra-sans 

(Fig. 13 p, 112) 

Les activités Galamœ et GlcRAca"* sont obtenues après un temps de 

sonnage voisin de 5 minutes. Ceci nous permet d'extraire 2.250 U de Gala"' 

et 510 U de G1cNAcmm* par gramme de cellules séches. De part et d'autre de 

cet optimum les quanti tés dl enzymes extraites diminuent. Après 3 minutes 

et 7 minutes de traitement nous obtenons 80 p. 100 de ce maximum paur les 

deux activités. Mais alors qu'en début de traitement aux ultra-sons nous 

retrouvons cette activité localisée au niveau du culot de centrifugation : 

pour 7 minutes de traitement nous constatons par contre une dénaturation 

des activités Galamo et GlcEAcan*. 

La cinétique d'extraction est différente pour la NeuAcamm : un 

traitement de 3 minutes permet d'obtenir 65 TJ par gramme de cellules 

séches. Aucune modification de rkactivité n'est obtenue même ç '  il eçt 

supérieur à 10 minutes, L'utilisation d'un temps de traitement aux ultra- 

sons supérieurs à 10 minutes permettrait d'obtenir des solutions 



TABLEAUXXlll: ANALYSE PAR GEL FILTRATION SUR SUPEROSE 6 DE SOLUTIONS 
ENZYMATIQUES OBTENUES PAR EXTRACTION AVEC ET SANS 
DETERGENTS 

r 

Solution 
injectée 

(100 pl) 

Pic 1 

Pic 2 

Gala se 

GlcNacase 

NeuAcase 

Fucase 

Prot6ines 

Gala se 

GlcNacase 

NeuAcase 

Fucase 

Protéines 

Gala se 

GlcNacase 

NeuAcase 

Fucase 

Protéines 

Tampon 

Activité 
totale 

5 U 

1,2 U 

0,Ol U 

0,15 U 

0,8 mg 

0,5 U 

0,18 U 

0,005 U 

0,045 U 

0,41 mg 

4,25 U 

1,O U 

0,004 U 

0,100 U 

0,14 mg 

PO4 de Na 

% de l'acti- 
vité totale 

10 % 

15 % 

50 % 

30 % 

85 "a 

83 % 

47 "a 

65 % 

+ NP40 0,l 

Activit6 
totale 

8,4 U 

2 U 

0,l U 

0,4 U 

1,2 mg 

0,42 U 

0,14 U 

0,020 U 

0,14 U 

0,52 mg 

7,70 U 

1,80 U 

0,075 U 

1,02 U 

0,20 mg 

% 

% de l'acti- 
vité totale 

5 % 

7 "a 

20 % 

12 "a 

92 "s. 

90 "a 

75 % 

85 "d 



T A B L E A U X X X I I I :  INFLUENCE DE LA C O N C E N T R A T I O N  E N  CELLULE SUR 
L' EXTRACTION DE GLYCOSI DASE AUX ULTRA-SONS. 

A c t i v i t é  surnageant  
% A c t i v i t é  récupérée  = 100 x 

A c t i v i t é  c u l o t  c e n t r i g u g a t i o n  

% Matière 
sèche 

0,  47 

O,  95 

1 , 9 0  

3, 80 

7,  60 

1 5 , 2 0  

masse c e l l u l e  sèche  ( g )  
% Matière sèche  : 

100  m l  de tampon d' e x t r a c t i o n  

A c t i v i t é  
enzymatique 

~ a 1 .  
GlcNaca' 
NeuAca' 

Gala ' 
GlcNaca ' 
NeuAca ' 

Gala ' 
GlcNaca' 
NeuAca ' 

Gala 
GlcNaca ' 
NeuAca ' ' 

Gala ' 
GlcNacas 
NeuAca' 

Gala'  
GlcNaca'* 
NeuAca'* 

X A c t i v i t é  dans 
surnagean t  d é  sonnage 

6 2  
45 
2 0  

7 9  
48 
43 

83 
64 
48 

100  
1  O0 
100 

7 0  
7 3  
47 

49 
45 
1 2  

% A c t i v i t é  
récupérée  

40 
1 2  

6 , 8  

4  1  
1  O 
16 

46 
1 7  
2 3  

5 3  
27 
46 

42 
1 9  
18  

28 
1 2  

3 



A B C D  

.   al^^^ 
$ GlcNic 

ase 

NeuAc ase 

proteine 

A: activité Ga1 19 3 .U par g de matière sèche 

B: activité GlcNac ase ' 2 10 U par g de:.matière sèche 

C: activité NeuAc U par g de matière sèche 

D: proteine 102 mg par g de matière sèche 

L'extraction a éké réalisée pour une concentration de 3.8% 
de matière sèche dans un tampon phosphate de sodium 2 0 m ~  
pH 6.8 EDTA 1mM @PIO 0.1%. 

FIGURE: 13 CINETIQUE D'EXTRACTION DES ACTIVITES 
ENZYMATIQUES PAR ULTRA-SONS 



enzymatiques contenant plus d'activités XeuAcas* par rapport aux autres 

activités glycosidasiques sans pour cela en augmenter l'activité 

spécifique. 

La quantité de protéines "solubilisées" augmente régulièrement 

durant le traitement. Bous obtenons ainsi à 5 minutes 320 mg de protéines 

par g de cellules séches et 400 mg à 10 minutes, 

b-Analyse des fractions enzymatiques obtenues : 

L'évolution des masses moléculaires déterminées par gel filtration 

sur Superose 6, en fonction du temps de traitement aux ultra-sons, pour 

une quantité de cellule constante, mantra (Figure 14 p.114) que jusqu'à 5 

minutes de traitement nous obtenons le même profil d'élution, seule 

l'intensité des pics augnente, et le rapport des picç reste sensiblement 

constant : 30 p, 100 pour le Pic 1 et 32 p.100 pour le Pic II (Tableau 

XXXIV p. 115). De plus les activités se retrouvent dans tous les cas au 

niveau des Pics 1 et II définis précédemment page 107, 

Par contre, pour des temps supérieurs à 10 minutes, nous voyons 

apparaître un massif protéique de hauts poids moléculaires ne possédant 

pas d'activités enzymatiques ce qui fait diminuer le pourcentage des Pics 

1 et II respectivement de 11 et 20 p. 100* Au niveau de la répartition 

des activités enzymatiques dans ces deux pics, les quatre activitbs 

suivent la même évolution. Nous remarquons que jusqu'à 2 minutes de 

traitement le Pic II renferme plus d'activités enzymatiques, avec des 

activités spécifiques plus élevées# A partir de 5 minutes de traitement 

aux ultra-sons les activités se retrouvent de plus en plus dans le Pic 1 

de haut poids moléculaire. Cette remarque est surtout importante pour la 

NeuAcas* dont le glissement du Pic II vers le Pic I est très marqué 30 

p. 100 entre 3 et 10 minutes de traitement aux ultra-sons. 

La technique que nous préconisons pour l'extraction des activités 

glycosidasiques de B i f i d o b a c t e r i u m  b i f i d u m  AA/2.2 est la suivante : 

- Les cellules conservées à -80 ' C  dans un tampon phosphate de sodium 20 

mM pH 6 , 8  sont reprises aprBs trois lavages dans du tampon phosphate de 

sodium 20 EIX pH 6,8 contenant 0,1 p. 100 de NP 40 et 1 mM d'EDTA. La 

concentration cellulaire est équivalente à 3,7 grames de cellules séches 



1 l 

-1 minute de traitement aux ultra-sons 
t 

I 

ume(m 
sons. 

- 10 minutes de traitement aux ultra-sons. 

Figure14:Profiia de chromair.ographie sur superose 6 des 
proteines solubles après extraction aux ultra- 
sons: Influence du temps de sonage. 



TABLEAUXXXIV: ANALYSE PAR GEL FILTRATION SUR SUPEROSE 6 DE SOLUTIONS EXTRAITES 
POUR DIFFERENTS TPIPS DE SONNAGE 

Temps de 
sonnage 

minutes 

1 

2 

5 

10 

'3 protéines 

Pic 1 

26 

3 1 

33 

11 

Pic II 

30 

32 

37 

21 

Gala se 
( %  U totale) 

Pic 1 

10 

6 

5 

30 

Pic II 

85 

89 

92 

6 3 

GlcNacas e 
( %  U totale) 

Pic 1 

8 

6 

7 

29 

Pic II 

82 

88 

90 

6 2 

NeuAcas 
( %  U totale) 

Pic 1 

15 

19 

15 

40 

Fucase 
( %  U totale) 

Pic II 

7 2 

80 

7 5 

50 

Pic 1 

10 

7 

12 

20 

Pic II 

80 

85 

85 

70 



par litre de tampon. 

- L'extraction s'effectue par traitement de 5 minutes aux ultra-sons à une 

température inférieure à-10 'C. 

- Les débris ce1 lulaires sont successivement éliminés par une 

centrifugation d'une heure à 10.000 g puis à 100.000 g à une température 

de 4'C. 

Les caractéristiques de la suspension enzymatique que nous 

obtenons sont les suivantes : pour un gramme de matiére séche cellulaire 

on extrait 321 mg de protéines qui renferment 2.250 U de Galm=', 515 U de 

GlcBAcau-, 30 U de BeuAcm" et 120 U de Fuca"'. Les techniques de mise en 

évidence d'activité protéolytique que nous avons utilisées ne nous ont pas 

permis de mettre en évidence la présence de protéases dans ces solutions 

extraites aux ultra-sons. 



IV-PURIFICATIOH ET CARACTERISATIOX DE L' ACTIVITB 

~URIIWIBI DASIQUE 

L' étude et la purification d' une neuraminidase sont intérésçantes 

car cette enzyme est utilisée dans lg4tude des relations structure - 
fonction des glycoprotéines. 

Depuis que SHILA en 1957 a le premier mis en évidence la présence 

d'une neuraminidase chez les Eifidobactéries, certains auteurs comme 

ITICQLAI (1481) et LAUER (1972) ont étudié ce type d'enzyme chez B. 

I a c t e n t i  s et B. b f  f idum var  pennsyl vannicus.  Nous pouvons rappeler 

certains résultats que nous avons mis en évidence dans la première partie 

de notre étude : 

- la neuraminidase est, des trois enzymes dont nous avons suivi la 

production chez B. b i f i d u m  souche AA/22, la glycosidase qui est la mieux 

excrétke. 10 p. 100 de l'activité totale exprimée chez le microorganisme. 

Le reste de l'activité neuraminidasique est semble t-il membranaire, 

- l'extraction aux ultra-sons nous a permis d'extraire 40 p. 100 de cette 

activitk membranaire dont 75 p. 100 a une masse moléculaire inférieure à 

30.000. 

?fous allons étudier 1' activité neuraminidasique chez B ,  bifidum, 

?a purification et la caractérisation en constituent la premiére 4tape. 

Après extraction aux ultra-sons et centrifugation à 100.000 g 

durant une heure, nous avons purifié cette solution enzymatique par 

chromatographie liquide sur trais supports successifs : 

- un support d'adsorption non spécifique : 1'Hydroxylapatite Ultrogel, 

- un support d'échanges de cations : la Mono Q HR 5/5, 

- un support d'interaction hydrophobe : l'0ctyl-Sepharase. 

L'analyse de cette purification est exposée dans le tableau XXXV 

p, 118. 

1 -C~OIYATLY;RâPBIE D'ALXWRPTIOB SUR HYDRi3XYLAPAT.l TE- UL TROGEL : 

Eous obtenons 5 pics de protéines dont trois contiennent une 

activité neuraminidasique* Un premier pic est élu4 lors de l'équilibration 





de l a  colonne en tampon phosphate de  sodium 20 mM pH 6 , 8  j u s t e  a p r è s  

l ' i n j e c t i o n  de l a  s o l u t i o n  enzymatique s u r  l a  colonne. On y r e t rouve  47 

p.100 de l ' a c t i v i t é  neuraminidasique, avec une a c t i v i t é  spéc i f ique  de  0,29 

U/mg de pro té ine .  

Un second p i c  e s t  é l u 6  en tampon phosphate de sodium 30 mM pH 6,8. 

On y re t rouve  42 p.100 de l ' a c t i v i t é  i?euAcmsœ avec une a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  

de 0,52 U/mg de p ro t é ine .  Dans c e t t e  f r a c t i o n  l ' a c t i v i t é  NeuAca"- e s t  

p u r i f i é e  5 , 7  f o i s  avec un rendement de 39 p. 100. 

Un t ro i s i ème  p i c  e s t  é l u é  en tampon phosphate de sodium 150 mM pH 

6 , 8 .  On y re t rouve  10 p.100 de l ' a c t i v i t é  R ~ U A C ~ " ~  avec une a c t i v i t é  

spéc i f ique  de 0,10 U/mg de p ro t é ine ,  Les r é s u l t a t s  s o n t  rassemblés dans  l a  

f i g u r e  15 page 120. 

Nous avons poursu iv i  n o t r e  é tude  s u r  l e  second p i c  qui  posséde l a  

meil leure a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  e t  ne c o n t i e n t  pas  d ' a u t r e s  a c t i v i t é s  

exoglycosidasiques 

L ' é lu t ion  (F ig .  16 p, 121) e s t  r é a l i s é e  par  un g rad ien t  l i n é a i r e  

ascendant de RaCl avec une pente  de 14 mM/ml en tampon phosphate de sodium 

20 mM pH 6 , 8 .  On é l u e  a i n s i  pour une concen t r a t ion  de 175 mM de NaCl une 

f r a c t i o n  contenant 68 p. 100 de l ' a c t i v i t é  NeuAcmse i n j e c t é e  avec une 

a c t i v i t é  spéc i f ique  de  10 ,5  U/mg. Ce t t e  é t ape  nous permet de p u r i f i e r  20 

f o i s  c e t t e  a c t i v i t é  avec un rendement de 93 p.100. 

L ' é lu t ion  (Fig.  17 p,  122) s ' e f f e c t u e  en tampon phosphate de sodium 

20 mM pH 6 , 8  par  un g rad ien t  de  force  ionique déc ro i s san te  en NaCl de  2 M 

à O .  Pour une concen t r a t ion  e n  HaCl de 1 M on é l u e  une f r a c t i o n  contenant  

68 p.100 de l ' a c t i v i t é  NeuAcam* i n j e c t é e ,  avec une a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  de 

22 U/mg, l e  r e s t e  de l ' a c t i v i t é  e s t  é luée  dans un tampon ne contenant  pas  

de NaC1.Le rendement g loba l  de c e t t e  é t ape  e s t  de 91 p. 100. 

L'  analyse pa r  é lec t rophorése  (SDS-PAGE) montre que c e t t e  f r a c t i o n  

e s t  homogène e t  c o n t i e n t  une pro té ine  ayant  une masse moléculaire  de 

32.000 ( f i g u r e  18 p. 123> ,  I l  n ' e s t  pas  poss ib l e  de s a v o i r  directement  si 

c e t t e  p ro t é ine  correspond b ien  à l ' a c t i v i t é  neuraminidasique puisque 

l'enzyme perd son a c t i v i t é  en présence de SDS e t  ji-mercaptaéthanol, Par  



recueillie 

- - - -  - -  gradient de force ionique. 

:profil protéique. - :profil d'activité neuraminidasique. 
-1  activité neuraminidasique enrmole d'ac. sia1ique.mi.n . 

Figure15:Profil de chromatographie sur ~ydroxylapatite. 



r e c u e i l l i e  

- 1 
A: Activité neuraminidasique en pmole ac. sialique-min . 
P r o f i l  protéique. 

-m Profil d'activité neuraminidasique. 

---Gradient de force ionique. 

Le volume d'injection correspond à 1/5 de l'activité recueillie 

sur Hydroxylapatite. 

Figure 16: Profil de chromatographie sur nono Q. 



A :activité neuraminidasique en mole ac. sialique.min - 1 
: profil protéique. 

trr-.. : profil d'activité neuraminidasique. 

_ _ _ _ _ _  . . gradient de force ionique. 
Le volume de l'injection correspond à 1/2 de 
l'activité recueillie sur Mono Q. 

Figure.17: Pro511 de chromatographie sur Octyl-sépharose.- 



Figure 18: ELECl!ROPRORESE EN SDS PAGE DES FRAC3IONS 0- A PARTIR DE 

LA FRACTION FI 

O) Témoins de masses moléculaires 

1) Extrait de traitement aux ultra-sons 

2) Fraction F Hydroxylapatite Ultrogel 
1 

3) Fraction FI Hono Q 

4) Fraction FI Octyl Sépharose 

PROFIL AU DENSIMIiIETRE DE LA FRACTION FI OCPn SEPHAROSE 

(puits 4 de l'électrophorèse ci-dessus) 



contre, une électrophorèse native sans SDS et B-mercaptoéthanol montre que 

la suspension enzymatique est encore homogene puisque nous révélons une 

bande protéique par coloration au bleu de Coomassie, et le transfert de la 

protéine sur feuille de nitrocellulose, nous permet de vérifier que cette 

protéine possède l'activité enzymatique (figure 19 p,125). 

Le protocole de purification suivi nous a permis de purifier la 

neuraminidase de B i f i  d o b a c t e r i  um b i f i d u m  244 fois avec un rendement de 18 

p. 100. La fraction finale obtenue est homogène en Alectrophorèse native pt 

dénaturante, en gel filtration sur Superose 12 et en chromatofocalisation 

sur Mono P. 

a-fisse moléculaire : 

Par électrophorèse il existe une relation linéaire entre le 

logarithme de la masse moléculaire et la mobilité électrophorétique de 

l'échantillon. L'analyse (Figure 18 p. 123) nous donne une masse 

moléculaire relative de 32.000 i 2.000. 

Par gel filtration nous avons utilisA deux types de support 

chromatagraphique : en présence de NaCl 1 K sur Superose 6 nous obtenons 

une masse de 75.000 et sur Sépharose CL BB nous obtenons une msçe de 

76.000 de la neuraminidase sous forme native. Il semble donc que nous 

soyons en présence d'une enzyme composée de deux sous unités .~oi:jineç que 

l'on n'arrive pas à distinguer par électrophorèse en milieu dénaturant. 

Les essais d'électrophorBse que nous avons effectués, en modifiant l'agent 

dénaturant ne nous ont pas permis de visualiser les deux saus unités, de 

mgme que les essais en gel filtration en présence d'agents dissnciants, 

&Point iso-électrique : 

La fraction enzymatique est éluée en un seul pic actif par 



Figure 19: REVELATïON DE L9ACl!IVITE NEUMINIDASIQUE WRES 

ELECTRûPHORESE EN CONDITIONS NON DENA- 

1) Extrait de traitement aux ultra-sons 

2) Fraction F Mono Q 0,25 M 
II 

3) Fraction FI 

a c t i v i t h  e n z y m a t i q u e  

SUPERPOSITION W PROFIL D'ACLINITE ET DU PROFIL PROTEIQUE DE 

LA FRACTION FI  Aü DENSI'KMETRE (puits  3)  



chromatofocalisation sur Mono P en FPLC. Ce pic intégré représente 90 

p, 100 de la surface et correspond h un pHi de 4,2 (figure 20 p. 127), 

a-Température optimale et s t a b i l i t é  B l a  température : 

La température optimale d'action de la neuraminidase sur un 

substrat synthétique (le méthylumbelliféryl acide neuraminique) est de 50 

'C (figure 21 p.128). De part et d'autre de cet optimum les variations de 

l'activité neuraminidasique ne sont pas identiques : à 45°C et 55'C les 

activités résiduelles sont respectivement de 85 p. 100 et 40 p. 100 de 

l'activité initiale. 

Les stabilités aux différentes températures ont été étudiées sur 

des laps de temps de 4 heures (Figure 22 p.12'3). La neuraminidase est 

stable pour des températures inférieures à 42 "C; en effet nous obtenons 

aprés 4 heures d'incubation à 37 et 42 'C respectivement 95 et 92 p. 100 

d'activité résiduelle. Pour des températures supérieures 1' activité 

diminue assez rapidement après une heure à 55 "C toute l'activité est 

détruite et la dénaturation est homogène. Cependani, on peut noter que 

pour certaines températures, inférieures à 55'C,la dénaturation n'est pas 

linéaire, ce qui pourrait indiquer que nous sommes en présence d'un 

système binaire avec deux sous-unités différentes en désaccord avec les 

résultats obtenus par SDS FAGE ou le système apparaît bien sous forme de 2 

sous-unités mais identiques. A moins que la composition en acides aminés 

soit différente d'une sous unité à l'autre entrainant une variation de 

stabilité à la température, 

L'optimum d'action de la neuraminidase correspond à une 

température pour laquelle l'enzyme n'est pas stable, Ce:= deux résultats 

sont contradictoires. Ils peuvent être expliqués soit par une 

stabilisation de l'enzyme en présence de substrat que nous n'avons pu 

mettre en évidence soit plus vraisemblablement par une enzyme à deux sous- 

unités qui n'aurait pas la m@me stabilité à la tempgrature. 

&pH optimal d'action : 

L'activité optimale sur le Mü-NeuAc est obtenue pour un pH de 5,0, 

les variations d'activités de part et d'autre de cet optimum (fig.23 

p. 130) 



-colonne Mono P Pharmacia. 

-tampon Bis-Tris pH 7. 

-élution par polybuffer 7-4 

Figure 20: Chromatofocalisation de la Neuraminidase purifiée. 
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Figure 21: ~ c t i v i t é  de la Neuraminidase en fonction 
de la tem~érature. 

- -- 

-en tampon phosphate 0,lM-citrate 0,2M pH 5,O. 
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Figure22: Stabi 1 i té à la température de la Neuraminidase 



Figure 23: Activité de la NeUraminidase en fonction du p H .  



ne forme p a s  une courbe  d e  Gauss c e  q u i  i n d i q u e  que nous ne sommes p a s  e n  

p résence  d ' u n  s i t e  d ' a c t i v i t é  unique.  E n t r e  pH 4 , 5  e t  5 ,5  il y  a peu de  

v a r i a t i o n  de  l ' a c t i v i t é ,  p a r  c o n t r e  au d e l à  de  pH 4 e t  8 l a  neuraminidase  

a  perdu 60  p.100 de  s o n  a c t i v i t é  s u r  Mü-NeuAc, 

c-Détermination de KW et du VW sur HU-BeuAc : 

La r e p r é s e n t a t i o n  e n  double  i n v e r s e  de  LIXEWEAVER e t  SURK ( F i g u r e  

24 p. 132) permet de  d é t e r m i n e r  la  v a l e u r  du KM é g a l e  à O ,  13  mkl + 0 , 0 1  e t  

l a  v a l e u r  de  l a  v i t e s s e  maximale é g a l e  à 0 , 0 3  pmole/min. -+ 0 ,002 .  La 

c i n é t i q u e  e s t  de t y p e  michae l i en  c l a s s i q u e .  

d-Inhibition par l'acide sialique : 

La r e p r é s e n t a t i o n  de  DIXON (F igure  25 p .133)  montre que l e  p r o d u i t  

d e  l a  r é a c t i o n  e s t  i n h i b i t e u r  e t  que nous sommes e n  p résence  d ' u n  

i n h i b i t e u r  de t y p e  c o m p é t i t i f  dont  l e  K i  e s t  de  4mM * 0 , 2 .  

e-Spécificité vis-à-vis de la liaison de la neuraminidase : 

Rous n ' avons  pu dk te rminer  l e s  pa ramét res  c i n é t i q u e s  sur l e s  

s u b s t r a t s  dont  nous d i s p o s i o n s .  Une c i n é t i q u e  d ' h y d r o l y s e  de  d i f f e r e n t s  

t y p e s  de  l i a i s o n  de  l ' a c i d e  s i a l i q u e  (F igure  26 p.  134) montre que l a  

neuraminidase  de  B i f i d o b a c t e r i  um b i f i d u m  hydro lyse  p l u s  v i t e  l e s  1 i a i : j o n s  

2 , 3  p u i s  l e s  l i a i s o n s  2 , 6  e t  e n f i n  le:= l i a i s o n s  2,8. Le rapport d e s  

v i t e s s e s  d ' h y d r o l y s e  2 , 3 / 2 , 6  e s t  de  2 , l  e t  S , 3 / 2 , 8  de  11. La v i t e s s e  

d '  hydro lyse  e s t  i d e n t i q u e  s u r  l e s  g l y c o p e p t i d e s ,  e l l e  e s t  légèrement  

i n f é r i e u r e  quand l e  s u b s t r a t  e s t  une g l y c o p r o t é i n e .  

Les  r é s u l t a t s  que nous avons ob tenus  peuvent  ê t r e  comparés à ceux  

de  NICOLAI (11381) q u i  a é t u d i é  une neuraminidase  d e  B. l a c t e n t i s ,  La m s s e  

m o l é c u l a i r e  que nous avons  dé te rmi  né p a r  g e l  d '  é l e c t r o p h o r è s e  e s t  v o i s i n e  

d e  c e l l e  obtenue p a r  XICOLAI p a r  g e l  f i l t r a t i o n  s u r  Sephadex G 100 

(38 .000 ) .  

Nous observons  d ' a u t r e  p a r t  que l e s  deux enzymes on t  d e s  

s p é c i f i c i t é s  de l i a i s o n  i d e n t i q u e s  e t  hydro lysen t  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  l e s  

l i a i s o n s  2 , 3  p u i s  2 , 6  e t  2 , 8 .  De p l u s ,  si l ' a n  s e  r é f é r e  à l a  
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Figure24: Détermination du Km et du Vm 
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Figure25:Inhibition de l'activité Neuraminidasique par 

l'acide sialique. 



Temps d'hydrolyse ( h l  

Figure26:Spécificité d'hydrolyse de liaison de la Neuraminidase 



c l a s s i f i c a t i o n  donnée par  CORFIELD e t  c o l l .  (1981) où l ' u n  des  c r i t é r e s  de 

comparaison d e s  neuraminidases e s t  l e u r  a f f i n i t é  pour les l i a i s o n s  2-3 par  

rapport aux l i a i s o n s  2-6, nous pouvons c l a s s e r  l a  neuraminidase des  B. 

bifidum AA 2 /2  dans un groupe où l ' o n  re t rouve  l e s  neuraminidases des  

microorganismes s u  1 vants  : Streptococcus veridans, Cl o s t r i  d i  um 

perfringens, V i  bri o  chol erae e t  Bifidobacteri  um b i f i  dum var .  penn. Les 

deux enzymes perdent l e u r  a c t i v i t é  e n  présence de SDS. 

La s t a b i l i t é  à l a  température e s t  comparable puisque l ' o n  re t rouve  

pour l a  neuraminidase de B. l a c t e n t i s  a p r è s  30 minutes d ' i ncuba t ion  à 42'C 

e t  50'C respectivement 90 e t  10 p. 100 d ' a c t i v i t é .  

Par  con t r e ,  l e s  températures  opt imales  d ' a c t i o n  s o n t  c i i f fe ren tes  : 

55'C pour l'enzyme de  B. bif idum s u r  l e  EIU-NeuAc, 37'C pour c e l l e  de B. 

l a c t en t i s  s u r  l e  IIJlïeuAclac. Enf in ,  contrairement  à l a  neuraminidase de 

B. l a c t en t i s ,  nous n 'avons pas  pu mettre  en évidence un e f f e t  a c t i v a t e u r  

du Caz+ e t  i n h i b i t e u r  de 1' EDTA, l a  neuraminidase de B, bifidrrm n ' e s t  pas 

métal dépendante. 



En conclusion de ce travail, nous allons rappeler les principaux 

résultats que nous avons obtenus et envisager les perspectives de travail. 

Notre premier souci était la production en masse de corps 

bactériens, afin de disposer d'un matériel de départ suffisant pour 

pouvoir aborder 1' étude du système glycosidasique de B. b i f i  dum AA/22.  

Nous avons dû résoudre deux problèmes : 

-dans un premier temps, l'optimisation de la production d'enzymes par 

fermentation du microorganisme; les conditions de culture que nous avons 

utilisées ne nous ont pas permis d' obtenir des quantités suff isantes 

(inférieures à 5 p. 100) d'enzymes excrétées qui auraient pu être 

représentatives du matériel enzymatique de B. b f  f idum. 

-dans un second temps, nous avons donc optimisé l'extraction des enzymes 

du microorganisme. 

La production d'enzymes cellulaires doit intégrer deux paramètres: 

la biomasse (poids de cellules) par litre de culture et la concentration 

en enzymes de la bactérie. Nos résultats, d'abord obtenus par culture en 

flacon de pénicilline et confirmés en fermenteur sur un milieu complet 

bouillon cerveau coeur, nous ont permis d'établir les conditions suivantes 

pour une fermentation à 37°C : 

-le pH optimal de culture est voisin de 6,8 

-la durée de fermentation est fixée à 35 heures 

-la concentration en bouillon cerveau/coeur doit être de 37 g/l 

-dans ces conditions l'addition de glucose jusqu'à 30 g/l augmente 

toujours la biomasse produite, mais la concentration en enzyme cellulaire 

reste sensiblement constante. Cependant, pour des raisons techniques, nous 

avons fixé la concentration en glucose à 10 g/1. 

Rous avons mis en évidence un phénomène d' induction : en effet, 

l'addition de facteur bifidigéne sous forme de lait de Femme et plus 

particuliérement l'addition des facteurs glucidiques (gynolactose) 

augmente la concentration en B-D-galactosldase, N-acétyl-j3-D- 

glucosaminidase, a-D-neuraminidaçe et a-L-f ucosidase. Dans un milieu 



contenant 37 g de BCC, 10 g de glucose, 1 g de gynolactose ou 66 ml de 

lait de Femme, nous obtenons par litre de milieu : 2,5 g de matière sèche 

cellulaire, soit 4.600 U de P-D-galactosidase, 770 U de B-acétyl-fi-D- 

glucosaminidase, 80 U d'a-D-neuraminidase et 120 U d'a-L-fucosidase aprés 

extraction aux ultra-sons. 

Apr&s centrifugation les cellules sont transférées dans un tampon 

phosphate de sodium 20 mM pH 6,8 contenant 30 p. 100 de glycérol et elles 

sont stockées à -80'C. 

En ce qui concerne l'extraction des activités enzymatiques, nous avons 

choisi le traitement par ultra-sons des cellules de 2?# b i f i d u m  dans un 

tampon phosphate de sodium 200 mM pH 6,8 contenant 1 mM d'EDTA et 0,l 

p. 100 de détergent (Nonidet P 401, La concentration optimale en cellules 

doit &tre de 3,7 g de cellules sèches par litre de tampon d'extraction, 

pour un temps de traitement de 5 minutes. La température a été maintenue 

entre 0 et 10'C. L'utilisation d'un moyen d'extraction énergique est 

nécessaire, en effet les enzymes sont en grande partie membranaires : par 

traitement à la presse de French 71 p. 100 de 8-D galactosidase, 86 p. 100 

de N-acétyl-8-D-glucosaminidase, 99 p. 100 d'a-D-neuraminidase et 88 p. 100 

d'a-L-fucosidase restent insolubles. L'utilisation conjointe des ultra- 

sons et de dhtergents fait passer la fraction insoluble à 20 p.100 pour la 

8-D-galactosidase, 30 p. 100 pour la N-acétyl-P-D-glucosaminidase, 54 p. 100 

pour 1' a-D-neuraminidase et 47 p. 100 pour 1' a-L-f ucosidase, 

Nous avons d'autre part vbrifié que ces conditions ne modifiaient 

pas la nasse moléculaire des enzymes en solution (entre 40 et 100 kDa ) ,  

en provoquant notamment la formation de micelles non spécifiques et 

aléatoires qui auraient gêné l'obtention de résultats reproductibles lors 

de la purification de ces enzymes, 

Ces paramètres de culture et d'extraction nous ont permis 

d'obtenir par litre de culture 800 mg de protéines renfermant 5,600 U de 

8-D-galactosidase, 1,280 U de N-acétyl-8-D-glucosaminidase, 75 U d'a-D- 

neuraminidase et 300 U d'a-L-fuco:sidase. 

Les substrats que nous avons utilisés dans ce travail et dans 

celui de L APPOURCHAUX possédent des structures que l'on retrouve au 

niveau du lait de Femme. D'autre part les essais d '  hydrolyse de 

glycopeptides et de glycoprotéines du lait de Femme ont pu Gtre menés avec 

succ&:ï avec les exoglycosidasas de B. bf fidurn souche AA S / 2 .  Celui-ci 



posséde donc bien l'arsenal enzymatique qui lui permet de dégrader les 

oligosaccharides du lait. 

L' activité a-D-neuraminidasique de B. b i f i d u n ,  outre les 

applications qu'elle peut avoir dans l'étude des structures des 

glycoprotéines, se distingue des autres activités glycosidasiques tant par 

sa localisation (99 p.100 de cette activité est membranaire) que par sa 

stabilité lors de l'extraction. C'est pourquoi notre étude a porté sur la 

purification et la caractérisation de cette activité. 

La première étape de purification chromatographique sur 

Hydroxylapatite Ultrogel donne deux fractions enzymatiques contenant une 

activité a-D-neuraminidasique. Nous avons étudié celle qui ne contient que 

cette activité glycosidasique et représente 40 p.100 de l'activité de 

départ. La seconde fraction contenant de l'activité a-D-neuraminidasique a 

été étudiée par APPOURCHAUX. L'utilisation d'une chromatographie 

d'échanges d'anions (MonoQ Pharmacia) et d'interaction hydrophobe (Qctyl 

Sepharose Pharmacia) nous a permis de purifier 240 fois notre activité 

avec un rendement de 20 p. 100. Nous obtenons ainsi une solution contenant 

22 U dg a-D-neuraminidase par mg de protéines. 

Cette fraction purifiée est homogène en gel d'électrophorèse 

dénaturante (SDS), en chromatographie de gel filtration (Superose 12, 

Sepharose CL 6B) et en chromatofacalisation (MonoPl, L' enzyme semble être 

composée de deux sous-unités puisque, d' une part, nous obtenons une masse 

moléculaire native par gel filtration voisine de 75 kDa et une masse 

moléculaire en électrophorèse dénaturante de 35 kDa, et d'autre part les 

études de stabilité à la température font apparaître des cinétiques de 

dégradation parfois caractéristiques de systèmes binaires, I l  ne nous a 

cependant pas été possible de visualiser par gel filtration la :s&paration 

des deux sous-unités en utilisant des détergents. A noter enfin en ce qui 

concerne les caractéristiques physico-chimiques que le pHi est de 4,2. 

L'étude des propriétés enzymatiques de cette enzyme nous a permis 

d'en préciser les conditions d'utilisation. Le pH optimum d'action est 

compris entre 5 et 6, la température optimale d'hydrolyse est de 50°C, 

bien que l'enzyme ne soit pas stable pour des températures supérieures à 

40'C en absence de substrat. L' activité a-D-neuraminidasique est inhibée 

par le produit de sa réaction : la constante d'inhibition de l'acide 

sialique est de 4 mM. Ce n'est pas une enzyme métal dépendante, 1' EDTA, le 
ca.z+ , le Mg2+, le KR"-" , le Coz' et le Cu-*:+ n'ont pas d'effet sur son 

activité. L'oc-D-neuraminidase de B. b i f i d u m  AA/22 est active sur les 

qlycopeptides comme sur les glycoprotéines mais sa vitesse d'hydrolyse est 



alors plus faible. Elle hydrolyse préférentiellement les liaisons a 2,3 

puis les liaisons a 2,6 et a 2,8. Enfin les valeurs du V,.,,,,,: et du KM sur 

1' acide 4-méthyl umbelliféryl B-acétylneuraminique sont de 1' ordre de 0,03 

ymole/min et de 0,13 mM. 

B. b i f i d u m  est susceptible de protéger le nourrisson contre 

l'implantation à de hauts niveaux de bactéries pathogènes. Jusqu'à présent 

on justifie la présence d'un potentiel important des activités 

glycosidasiques par le fait qu'elles sont susceptibles de dégrader les 

structures oligosaccharidiques présentes dans la fraction bifidigène du 

lait de F e m  (le gynolactose). Cependant il reste que le mécanisme 

d'action de ces facteurs reste inexpliqué, tant par leurs origines très 

diverses que par leurs structures très variées. La mise en oeuvre et 

l'étude des glycosidases de B. b i f i d u m  sur des substrats glucidiques ou 

des facteurs bifidigènes pourrait permettre de synthétiser un facteur de 

croissance unique. 

Il reste à mesurer l'efficacité de ces facteurs, et il faut aussi 

admettre que d'autres facteurs de croissance existent qui ne sont pas de 

nature glucidique. On ne peut donc invoquer le rôle de barrière à 

l'implantation des bactéries pathogènes par le seul phénomène de 

1 ' augmentation de croissance des Bif idobactéries. Feut-être faut-il voir 
un phénomène d'obstruction à l'implantation des autres bactéries au niveau 

de la muqueuse intestinale. GOMEZ e t  a l .  (1988) ont suggéré que les 

productions exocellulaires de culture de B. a d o l e s c e n t i s  modifiaient i n  

v i t r o  la réponse immunitaire de splénocytes murins. Les Sifidobactéries 

pourraient également posséder un arsenal enzymatique de fa~on à dégrader 

plus ou moins profondément les mucines de 1' intestin afin de dégager des 

structures susceptibles de se lier à des récepteurs bactériens de type 

lectinique. Une étude sur modèle animal ou cellulaire devrait permettre de 

rkpondre à cette question. Cette action, si elle existe, ne permet pas  

d'expliquer pourquoi au moment du sevrage il y a disparition de B. 

b i f idum;  existe-t-il un changement de structure des mucines intestinales 

lors de l'alimentation au lait de Femme, comme le suggère SHEARD (19981, 

ou bien la ration alimentaire de l'enfant ne permet-elle plus la 

biosynthèse de facteur d'adhèsion ? 

Le probldme reste entièrement posé, il serait nécessaire pour 

tenter de le résoudre d'étudier l'écologie des populations bactériennes au 

niveau des muqueuses intestinales. Quoiqu'il en soit, pour le moment P. 

b i f i d u m  AA/2S est une source intéressante pour la production de systhmes 

enzymatiques au niveau laboratoire. 
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