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Résumé

Les bactéries lactiques présentent une partie de notre alimentation quotidienne, elles sont des

micro-organismes présents dans le lait et ces dérives.

Dans cette étude, 10 souches de Lactobacillus ont été isolées a partir de deux origines du lait
de vache et de brebis. Apres I’isolement les souches ont été caractérisées et identifiés par des
tests classiques tests que les morphologiques, physiologiques et biochimiques pour identifier
le genre puis testés leurs aptitudes technologiques : pouvoir aromatisant et protéolytique, la
capacité de produire des exopolysaccharides (EPS), et leurs propriétés probiotiques : pouvoir
antibactérien contre des bactéries pathogenes : E.coli ATCC 2592, S. aureu ATCC 25923

Les résultats obtenus indiques que certains souches présentent des aptitudes technologiques
intéressantes: la production des exopolysaccharides (EPS), pouvoir aromatisant, pouvoir

protéolytique important avec un pouvoir inhibiteur contre les germes pathogenes utilisées.

Mots clés : activité protéolytique, bactéries lactiques, Lactobacillus , EPS, activité

antibactérienne .

Abstract

Lactic acid bacteria are part of our daily diet , they are microorganisms present in milk and
these derivatives.

In this study, 10 strains of Lactobacillus were isolated from two origins of cow's and sheep's
milk. After isolation, the strains were characterized and identified by standard tests such as
morphological, physiological and biochemical tests to identify the genus and then tested for
their technological aptitudes: aromatic and proteolytic activity, the ability to produce
exopolysaccharides (EPS), and their probiotic properties: antibacterial power against
pathogenic bacteria: E.coli ATCC 2592, S.aureu ATCC 25923

The results obtained indicate that certain strains have interesting technological aptitudes: the
production of exopolysaccharides (EPS), flavoring power, and significant proteolytic power
with an inhibiting power against the pathogenic germs used.

Key words: proteolytic activity, lactic acid bacteria, Lactobacillus, EPS, antibacterial
activity.
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INTRODUCTION

Des sa naissance, le jeune mammifére se nourrit de lait .1l est en fait un des aliments le
plus complet, contenant ses éléments nécessaires a la croissance (Chettah , 2019).

Le lait est une source importante de protéines, riche en lipides, en acides amines essentiels,
en vitamine A et de faible quantités de vitamine D, E, sans oublier les minéraux tel que le
calcium, magnésium, et le fer.

La recherche sur les bactéries lactiques et leur caractérisation a énormément modifie la
fabrication des produits laitiers fermentes ; la capacité de manipuler et de contrbler ces

microorganismes a atteint un tel niveau qu’il était inimaginable d y penser il y a quelques
années (Eijenk, 2002).

Ces recherches ont permis aux microbiologistes et aux industriels de choisir les meilleurs
souches et d améliorer la productivité, la qualité et la sureté des produits finaux.

La caractérisation des bactéries lactiques en favorise le développement des souches
bactériennes bien définis ,maintenant connues sous le nom de levains lactiques qui jouent un
role technologique fondamental en transformation laitiéres (Rabah , 2010).

Les bactéries lactiques désignent les bactéries produisant de | acide lactique par
fermentation des hydrates de carbone .Elles ont un réle important dans plusieurs processus de
traitements de matiéres premiéres, dans la fabrication de produits finis .Elles contribuent a la
texture, a la saveur des aliments ainsi qu a la production des composes aromatiques.

La diminution du pH par | effet acidifiant de ces bactéries est favorable a la bio conservation
des denrées alimentaires. Les bactéries les plus utilisées ; les lactobacilles, les bifidobacterium
et les Streptococcus ( Carine et al.,2009 ).

Etant des probiotiques , elles apportent un bénéfice a I’héte lui conférant une balance de la
microflore intestinale et en pouraut un réle important dans la maturation du systeme
immunitaire (Yateem et al., 2008) .

Différents études ont démontres le réle préventif, et curatif de ces bactéries sur plusieurs
types de diarrhées ( Mkrtchyan et al., 2010 ).D autre ont cite leur capacité de diminuer les
allergies liées aux aliments grace a leur activités protéolytiques(Pougheon et Goursaud,
2001).

Les bactéries lactiques produisent des bactériocines qui sont de Véritables conservateurs
contre certains microorganismes indésirables (Salminen et al., 2004)

Les propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques fonctionnelles permettent de
réduire le nombre des microorganismes dans les produits laitiers (Abee et al., 1995).

L’effet inhibiteur des bactéries lactiques est a 1’origine de la production d’acide organique,
Les lactobacilles ont un pouvoir résistant & un pH acide.
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Le but de cette étude est d’une part d’isoler des souches de Lactobacillus a partir de lait de
vache et brebis, d’autre part a la recherche des propriétés fonctionnelles tels que : I’activé

protéolytique, pouvoir aromatisant, ’activit¢ antibactérienne par la recherche des agents
inhibitrices vis-a vis de pathogéne.
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Chapitre | Les Bactéries Lactiques

1. Historigque des bactéries lactiques

La premiere apparition était par Orla Jensen (1919) au début du XXeme siécle.les bactéries
lactiques sont de trés anciens micro-organismes découverts dans des sédiments datant de 2,75
milliards d'années, avant I'apparition de I'oxygéne dans I'atmosphére ce qui pourrait expliquer
leur caractére anaérobie (Quiberoni et al., 2001). Elles ont été utilisées pour la fermentation
des aliments depuis plus de 4000 ans, sans pour autant comprendre la base scientifique de leur
utilisation, mais tout en essayant de produire des aliments de meilleure conservation et de
meilleure qualité (Drider et Prevost., 2009).

En 1857, Pasteur a réalise le procédé de fermentation pour établir un lien entre la
fermentation lactique et les bactéries, La premiere culture bactérienne pure de Lactococcus
lactis obtenue et décrite par Joseph Lister en 1873 ( Mechai, 2009).

2. Définition

Les bactéries lactiques sont des microorganismes unicellulaires procaryotes, hétérotrophes
et chimio-organotrophes, qui peuvent avoir des formes bacillaires, coccoides, ou
coccobacillaires (Hammi, 2016). Elles sont un group de bactérie a Gram positif,immobiles,
sporulées, anaérobies, dépourvues de catalase. C'est une famille de microbes capables de
fermenter de nombreux nutriments, principalement en acide lactique (Atlan et al., 2008 ;
Caplice et Fitzgerald., 1999).

Elles constituent un ensemble de micro-organismes capables de transformer des sucres
simples comme le lactose ou le glucose en acide lactique. Cette transformation génére de 1 ou
2 molécules d’AP, en fonction de la voie métabolique homo ou hétérolactique (Raimbault,
1995)

Ces molécules peuvent étre mobilisées pour la production de I’énergie nécessaire aux
biosyntheses et a la multiplication cellulaire

Selon le métabolisme glucidique, Les bactéries lactiques divisées en deux groupes :

o Homo fermentaires : 1’acide lactique est le seul produit de la fermentation du
glucose.
o Hétéro fermentaires : la fermentation du glucose aboutit a la formation d’acide

lactique et d’autres composés : éthanol, CO2 et autres acides organiques (Priyanka et
Prakash, 2009).
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3. Ecologie des principaux genres des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des microorganismes retrouvés dans différentes niches
écologiques (Mechai, 2009).Les LAB sont généralement associées a des matiéres premieres
animales et aux produit alimentaires fermentés correspondants, y compris les produits laitiers,
viande, légumes et céréales, ou la fermentation peut avoir lieu (Bouguerra, 2021).

Les espéces du genre Lactobacillus sont présentes dans plusieurs milieux différents : dans le
lait et les fromages (Lb. casei subsp. casei, Lb. plantarum, Lb. curvatus et Lb. brevis), dans
les laits fermentés (Lb. kefir, Lb. brevis et Lb. fermentum), dans les produits végétaux
fermentés, les marinades, 1’ensilage, le vin et les viandes fraiches ou fermentées (Lb. brevis,
Lb.curvatus, Lb. buchneri et Lb. san franscisco) (Demazeaud, 1996).

Tableau 01 : Milieux d’isolement de bactéries lactiques (Hassaine, 2013).

Genre,espesce  (sp.) sous —espece | Type de produit
(ssp.),variante (var.)

Lactococcus lactis ssp.lactis, Fromages blancs,a pate molle,a pate
lacti lacti pressee non cuite ou persillee ,beurre

Lactqcoccus _ actis ssp.lactis créme

var.diacetylactis

Lactococcus lactis ssp.cremoris

Streptococcus thermophilus Yaourts ,fromages (surtout ceux a pate

pressee cuite)

Lactobacillus delbrueckii ssp.bulgaricus Yaourts

Lactobacillus helveticus Fromages a pate pressee cuite,laits
fermentes

Lactobacillus caseli Laits fermentes,pain

Lactobacillus plantarum Pain,gari,choucroute,olives
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Lactobacillus brevis

Cidre,pain,olives

Lactobacillus sp.

Saucissons

Leuconostoc oenos

Vins,cidre

Leuconostoc mesenteroides ssp.cremoris

Beurre,creme,fromages

mesenteroides

Leuconostoc mesenteroides ssp.

Choucroute,cidre,pain,olives

Pediococcus sp.

Cidre

Pediococcus cerevisiae

Pain,saucissons secs

Pediococcus acidilactici

Ensilage,fromages,porc et riz fermentes

Pediococcus rhamnosus

Choucroute

4. Classification phylogénétique des bacteries lactiques

4.1. Classification phénotypique et biochimique

La premiére classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla- Jensen.
Elle est basée sur les caractéristiques observables telles que les propriétés morphologiques
(cocci ou batonnets, formation de tétrades), biochimiques et physiologiques. Les marqueurs
chimio taxonomiques, comme la composition des acides gras et les constituants de la
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membrane cellulaire, ont été également utilisés pour la classification (Belyagoubi, 2014), ,
ainsi  d'acide lactique produit et fermentation de différents glucides(homo- ou hétéro-
fermentation) et la capacité de se développer aux concentrations élevées en sel (6.5%, 18%),
la tolérance des conditions acide ou alcaline (Boumediene, 2013 ).

4.2. Classification génotypique

La taxonomie des bactéries lactique (BL) a été révolutionnée en introduisant la phylogénie
moléculaire basée sur la séquence des ARN ribosomiques qui a conduit a une reclassification
importante de certaines especes et sous-especes comme hybridation quantitative ADN/ADN
et le séquencage des genes d’ADNr 16s ont permis de lever des ambiguités et de nommer
précisément les espéces de Lb d’intérét en santé et en alimentation humaine (Konig et
Frohlich., 2009).

Selon la derniére édition de Bergey’s manual of systematic bacteriology (2009), Les
bactéries lactiques sont classées dans le Phylum XIII des Firmicutes, la Classe des Bacilliet
I’Ordre des Lactobacillales renfermant trente cing genres répartis sur six familles (Wedajo,
2015) , et comprend les familles suivantes: Aerococcaceae, Carnobacteriacea,
Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae et Streptococcaceae. Dans le phylum
des Actinobactéries (Mora-Villalobos et al., 2020).

D’apres Chen et al (2013), 1l existe plus de 500 especes de bactéries lactiques classees sous
forme de genres répartis en six grandes familles :

o Lactobacillaceae qui comprend les genres Lactobacillus et Pediococcus.

o Aerococcacea qui comprend les genres Abiotrophia, Aerococcus,
Dolosicoccus,

Eremococcus, Facklamia, Globicatella et Ignavigranum.

o Carnobacteriaceae qui comprend les genres Alkalibacterium, Allofustis,
Alloiococcus, Atopobacter, Atopococcus, Atopostipes, Carnobacterium, Desemzia,
Dolosigranulum, Granlucatella, Isobaculum, Lacticigenium, Marinilactibacillus,
Pisciglobus et Trichococcus.

o Enterococcaceae qui comprend les genres Bavariicoccus, Catellicoccus,
Enterococcus, Melissococcus, Pilibacter, Tetragenococcus et Vagococcus.

o Leuconostocaceae qui comprend les genres Leuconostoc, Fructobacillus,
Oenococcus

. et Weissella.

. Streptococcaceae qui comprend les genres Lactococcus, Lactovum et
Streptococcus.
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Figure 01 : L’ Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries lactiques et des genres

associés, obtenu par analyse des ARNr 16s (Stiles et Holzapfel, 1997).

Le Tableau ci dessus montre Les différents genres de bactéries lactiques et leurs Principales

caractéristiques.

Tableau 02: Les différents genres de bactéries lactiques et leurs principales caractéristiques

(Laurent et al., 1998).

Genre Morphologie Fermentation Température | Nombre
optimale d’espéces
Lactobacilles Bacilles Homo ou | thermophiles Gl:23
hétérofermentaires | Ou G2:16
mésophiles G3:22
Lactococcus Coques homofermentaires | Mésophiles 5
Streptococcus Coques homofermentaires | Mésophiles 19
ou
thermophiles
Leuconostoc Coques hétérofermentaires | Mésophiles 11
Bifidobacterium | forme Acide acétique et | Mésophiles 25
irréguliere lactique
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4.2.1 Le genre Lactobacillus

Lactobacillus c’est I’un des plus importants genres de bactéries lactiques. Il appartient a la
famille des Lactobacillaceae contenant aussi les genres Paralactobacillus et Pediococcus. Il
comprend 96 especes et 16 sub-especes qui sont adaptées a des endroits spécifiques et ne sont
pas trouvées généralement en dehors de leurs habitats (De Vos et al ., 2009).Ce sont des
cellules allongées, régulieres en forme de batonnets ou coccobacilles isolés ou en chainettes,
de taille variable, anaérobies. Leurs exigences nutritionnelles sont complexes, leurs
températures de croissance est de 2 a 53 °C, le pH optimal de croissance est compris entre 5,5
et 6,2. Leurs pourcentages en GC sont de 36 a 47% (Guiraud, 1980). Les lactobacilles ont
des exigences nutritionnelles tres complexes en acides aminés, en vitamines, en acides gras,
en nucléotides, en glucides et en minéraux, Les lactobacilles se montrent généralement plus
résistants au stress acide que les lactocoques (Siegumfeldt et al., 2000 ;Menad,2018).

Figure 02 : Lactobacillus sp (Anonyme 1,2020).

En se basant sur le caractére fermentaire, Le genre Lactobacillus peut étre divisé en trois
groupes : homofermentaires stricts, hétérofermentaires facultatifs et hétérofermentaires stricts.

> Le groupe I: regroupe les lactobacilles homofermentaires stricts ils fermentent
les hexoses en acide lactique exclusivement par la voie homofermentaire d'Embden
Meyerhof, mais ils ne peuvent pas fermenter les pentoses et le gluconate (De Vos et al
., 2009).
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> Le groupe IlI: renferme les lactobacilles homohétérofermentaires facultatifs
qui fermentent les hexoses, mais aussi les pentoses en lactate et acétate par la voie
d’Embden-Meyerhof (Kouakou et Thonart., 2011).

> Le groupe Ill: regroupe les lactobacilles hétérofermentaires stricts qui ils
fermentent les hexoses en acide lactique, en acide acétique ou en éthanol et CO2, via
la voie hétérofermentaire de la 6-phosphogluconate/phosphocétolase comme ils
peuvent dégrader les pentoses (voie des pentoses phosphate) en acides acétique et
lactique (De Vos et al., 2009)

Tableau 03 : Groupes des genres Lactobacillus (Guiraud et Rosec., 2004).

Groupe Types fermentaire Les especes

G1: Thermobacterium Homo-fermentaires Lb. Helveticus

Lb. delbrueckii

Lb. casei ,
G2: Streptobacterium Homo-fermentaires Lb. curvatus,

Lb. sak

Lb. Fermentum
G3: Betabacterium Hétéro-fermentaires Lb. brevis

Lb. Sanfransisc

5. Propriétés technologiques des bactéries lactiques

L’utilisation des LAB pour une application industrielle donnée est déterminée par leurs
propriétés fonctionnelles et technologiques.

5.1. L’activité acidifiante

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des bactéries
lactiques utilisées dans les industries alimentaires (Boullouf, 2017). car cet acide organique
permet de concentrer et de conserver la matiére séche du lait, en intervenant comme coagulant
et antimicrobien (Bouhanna et Boussaa., 2017). Elle résulte de la transformation du lactose
(ou d’un autre sucre assimilable) en acides organiques, ce qui conduit a 1’acidification du

9
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produit. Elle conditionne pour une grande part 1’aptitude du lait a la coagulation comme elle
assure 1’inhibition des microorganismes indésirables (Corrieu et Luquet., 2008).

Selon (Allouache et al., 2017).Les conséquences d’ordre physico-chimique et
microbiologique, peuvent se résumer ainsi par :

> Accumulation d’acide lactique participant a la saveur des aliments
fermentés .

> Abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices
alimentaires .

> Limitation des risques de développement des flores pathogene et
d’altération dans les produits finaux .

> Déstabilisation des micelles de caséines, coagulation des laits et
participation a la synerese.

> Pour un ferment donné, il s’agit de permettre une vitesse d’acidification

¢levée et/ou d’atteindre un niveau d’acidité finale prédéfinie. Le niveau d’acidité
dépend des specifications du produit, lesquelles vont conditionner le choix des
souches (Monnet et al., 2008).

5.2. L’activité protéolytique

Les bactéries lactiques ont des capacités limitées pour la synthese des acides aminés, elles
possédent un systéme protéolytique complexe capable d’hydrolyser les protéines alimentaires
en peptides et acides aminés contribuant a la texture (Savijoki et al., 2006).

L'activité de protéolyse des bactéries lactiques permet I'hydrolyse des protéines en peptides
qui sont ensuite degradés par des endopeptidases ou exopeptidases (Farkey et al.,1995 ;
Lynch et al., 1997).Les bactéries lactiques démontrent des potentialités différentes, liees a
leur équipement enzymatique (Hadef,2012) .Dans le lait, la dénaturation des caséines laitiéres
conduit a leur précipitation en petite flocons puis en caillée qui conduit a la coagulation du lait
(Belkheir,2017).

5.3. L’activité aromatisante

Cette fonctionnalité est particulierement importante lors de I'élaboration des laits fermentés,
des fromages frais, cremes et beurres, dont I'arbme principal est lié a cette activité
microbienne (Corrieu et Luquet., 2008).

Les bactéries lactiques peuvent produire de nombreux composés ardmatiques,
principalement a partir du lactose, du citrate, des acides aminés et des matieres grasses Tels
que : la-acétolactate, I'acétaldéhyde, le diacétyle, I'acétoine et 2,3-butanediol,
I’éthanol,l’acétate, le formate, ...etc.) (Corrieu et Luquet., 2008 ; Bourgeois et Larpent.,
1994 ), la plupart des composés dardbmes sont issus du métabolisme du citrate,les plus
importants sont l'acetoine et le diacetyle ) (Chemlal-Kheraz, 2013).

10
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L’acétoine et le diacétyle sont nécessaires pour donner un goit aux produits fermenteés,
d“autre composées organiques tels que 1“acide acétique et 1“¢thanol sont aussi important pour
I“obtention d““un produit a une saveur agréable (Ghozilane, 2012).Divers composés volatiles
et aromatiques interviennent dans la saveur, c'est principalement le lactose qui joue un role
dans la formation de ces composés. Parmi ceux ci, outre l'acide lactique qui confére golt
acidule, c'est l'acétaldéhyde qui a été identifié comme le plus important des composés
carbonyliques qui contribuent I'arémetypique. Le diacétyle contribue a donner un godt délicat
dd a la transformation de I'acide citrique et, secondairement, du lactose par certaines souches
de streptocoques (Bouhanna et Boussaa., 2017).

5.4. Activité lipolytique

les bactéries lactiques possedent une variété d’enzymes lipolytiques capables d’hydrolyser
divers esters d’acide gras, des substrats de tri-, di- et mono-acylglycerol (Holzapfel et Wood.,
2014),Les propriétés lipolytiques sont généralement faibles chez les bactéries lactiques, les
lactocoques sont considérés comme plus lipolytiques que Streptococcus thermophilus et les
lactobacilles (Béal et al., 2008), ces activités contribuent généralement au développement de
différentes saveurs (Ortiz de Apodaka et al., 1993).cependant la lipolyse est généralement
faible dans le yaourt et elle est donc non significative en termes de flaveur. Généralement, les
propriétés lipolytiques faibles chez les bactéries lactiques, elles peuvent cependant présenter
un intérét pour certaines applications fromageéres (Corrieu et Luquet, 2008).Les enzymes
lipolytiques sont produites au cours de la phase exponentielle de croissance, la production est
fortement influencée par les conditions de croissance (Kenneally et al., 1998).

5.5. L’activité antibactérienne

Les propriétés anti microbiennes des bactéries lactiques peuvent étre associées a de
nombreux éléments. Elles résultent de l'effet combiné de différents facteurs biologiques
provenant de leurs activités métaboliques (Chentouf, 2015).

Les bactéries lactiques produisent une variété de composés antimicrobiens qui sont utilisés
dans la fermentation et la bioconservation des aliments (Labioui et al., 2005). Parmi ces
composeées :

5.5.1 Les acides organiques

Les bactéries lactiques produisent plusieurs substances antimicrobiennes telles que les
acides organiques (acide lactique, acide acétique, acide formique et acide caproique)
(Messens et De Vuyst, 2002). Ces acides, sous leur forme dissociée ou non dissociee,
agissent au niveau de la membrane cytoplasmique en perturbant le maintien du potentiel de
membrane et en inhibant les systémes membranaires de transport actif (Alakomi et al., 2000).

Les principaux composés antimicrobiens résultant du métabolisme des bactéries lactiques
apres fermentation des glucides sont constitués par les acides organiques. Leur effet inhibiteur
est principalement causé par la forme non dissociée de la molécule, qui se diffuse a travers
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lamembrane cellulaire vers le cytoplasme plus alcalin et interfere avec les fonctions
métaboliques essentielles (Das et Goyal., 2012).

Ainsi, Les substances antimicrobiennes produites par les bactéries lactiques peuvent étre
divisées en deux principaux groupes :

> Les composés de faible masse moléculaire <1000 Da, comprenant toutes
les substances antimicrobiennes produites par les LAB sauf les bactériocines. Elles ont
un large spectre .

> Les protéines antimicrobiennes ou bactériocines avec un poids moléculaire
>1000 Da, Elles ont une spécificité d'action relativement étroite contre les organismes
apparentés et d’autres bactéries a Gram positif (Collado et al., 2010; Suskovic et al.,
2010).

5.5.2 Le peroxyde d'hydrogene

Peroxyde d’hydrogene(H 20 2) : il est considére comme un facteur majeur de I’activité
antimicrobienne des bactéries lactiques (Klaenhammer et al., 1994) , peut étre expliqué
cette effet antimicrobien par la production de radicaux libres tels que le groupement
superoxyde (O 2) .et le groupement hydroxyle (OH), il a également la capacité de détruire
1’ADN bactérien (Leonard, 2013).

5.5.3 Le dioxyde de carbone

Les bactéries lactiques hétéro fermentaires synthétisent du dioxyde de carbone (CO2)
comme métabolite secondaire, Cependant, le CO2 peut jouer un rble en créant un
environnement anaérobie qui inhibe la décarboxylation enzymatique, et I'accumulation de
CO2 dans la bicouche lipidigue de la membrane peuvent provoquer un dysfonctionnement de
la permeabilité (Bellil, 2013), De plus, I’accumulation du dioxyde de carbone dans la
membrane lipidique de la cellule cible pourrait modifier sa perméabilité (Leonard, 2013).

5.5.4 Le diacétyle

Les bacteéries lactiques produisent Le diacétyle (C4sHsO2) qui est un composé aromatique
par (LAB) par fermentation du citrate, et qui est responsable de la saveur beurree des produits
laitiers cette molécule est caractérisée par une large activité antimicrobienne (Lanciotti et al.,
2003). Le diacétyle inhibe la croissance bactérienne en interférant probablement avec les
mécanismes gouvernant l'utilisation de l'arginine. Il est rarement présent dans l'aliment en
quantité suffisante pour y exercer une activité antimicrobienne importante (Hansal, 2015).

Le mécanisme d'action du diacétyle n'est pas encore connu précisément, néanmoins il est
possible qu'il interagisse avec les résidus arginine des enzymes fonctionnelles (Leonard,
2013).

5.5.5 La production d’antibiotique (reutérine)
12
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La reutérine (ou 3-hydroxypropionaldenyde HPA) est une substance antimicrobienne
produite comme métabolite intermédiaire pendant la fermentation anaérobique du glycérol par
certaines especes de Lactobacillus ainsi que par d’autres genres bactériens non lactiques tels
que Bacillus, Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter et Clostridium (El-Ziney et al., 1998).

Deux principales hypotheses ont été proposeées :

> La premiére serait que la reutérine pourrait inactiver les protéines et autres
petites molécules présentant ces fonctions.
> Une deuxiéme hypothése serait que le composé dimériqgue de HPA

pourrait interférer avec la ribonucléotide réductase (enzyme universelle impliquée
dans la synthése d’ADN), ceci conduisant a la mort cellulaire (Samot, 2012).

5.5.6 Les bactériocines

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens de faible poids moléculaire. qui sont
des composeés protéiniques produits par bactéries Gram positives et Gram négatives (SIDHU
et NEHRA, 2017).

Selon klaenhammer (1988), Proposer une définition qui le plus largement acceptée qui
considere les bactéries telles que les protéines, ou les complexes de protéines, a activité
bactéricide contre les especes proches de la souche productrice (Dortu et Thonart., 2009).
Elles ont une activité inhibitrice dirigée contre les bactéries proches de la souche productrice.

Leur spectre d'action est généralement étroit. Cependant, la plupart ont une activité contre des
pathogenes alimentaires tels que Listeria (Dortu et Thonart., 2009).1l a également un mode
d'action bactéricide ou bactériostatique contre des especes étroitement apparentées (Jaya
Chitra et Siva Kumar., 2018).

Les bactériocines sont généralement produites a la fin de la phase exponentielle et au début
de la phase stationnaire de croissance. Elles peuvent ensuite étre dégradées par les protéases
produites par la bactérie lactique productrice (Savijoki et al., 2006).

5.6 La syntheése des exo-polysaccharides (EPS)

Les Exopolysaccharides sont des polymeéres de carbohydrates produits par les bactéries
lactiques. lls contiennent systématiquement et majoritairement du glucose et du galactose et
de petites quantités d'arabinose, de mannose, de rhamnose et de xylose. Ces polymeres
hydrophiles de haut poids moléculaire, varie de 3 .104 a 105 Dalton, ont des propriétés
épaississantes et gélifiantes qui modifient fortement la texture des milieux ou ils sont excrétés
(Corrieu et Luquet., 2008), sont des agents thérapeutiques potentiels, ils ont la capacité de
réduire le taux de cholestérol sanguin diminuant ainsi le risque de maladies cardio-
vasculaires. En industrie alimentaire ils ont une grande importance ; ils sont utilisés comme
viscosifiant, stabilisants, émulsifiants, gélifiant et édulcorants ( Das et Goyal, 2012).

Les bactéries lactiqgues peuvent synthétiser des polysaccharides de surface. Ces
polysaccharides sont soit excrétés dans leur milieu environnant, et sont appelés exo-
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polysaccharides (EPS). Soit, ils restent attacheés a la surface de la cellule sous forme de
capsules et sont appelés polysaccharides capsulaires (PSC) ( chen et al ., 2013) ,sont des
polymeres de sucres classés en deux catégories : les hétéro-polysaccharides (HePS) et les
homo- polysaccharides (HoPS) (chang et al., 2011),Cette propriété est utilisée principalement
pour améliorer les qualités organoleptiques des produits laitiers frais fermentés. Ainsi, la
production d’exopolysaccharides par les LAB, lors de leur développement dans le lait évite
I’augmentation du taux protéique du produit ou d’avoir recours a 1’ajout d’additifs, tels que
des texturants et des épaississants, lors de la production de yaourt (Corrieu et Luquet.,
2008).

Bactérie lactiaue

.

Intestin
Estomac « = EPS > L"&Z Prébiotique
W i / ‘—;:‘
\ - ~ R ) = " " |
R i \1{,\ )
Anti ulcere -

¢ —+ Sang

v Diminution du taux de

Systéme immunitaire cholestérol

Prolifération des lymphocytes
=  Activation des macrophages

Production de cytokines

* Activité antitumorale

Figure 03 : Représentation schématique des possibles effets bénéfiques des EPS au niveau

de I’organisme humain d’apre (chang et al., 2011).

6. Application industrielles des bactéries lactique

Les bactéries lactiques jouent un role important en plusieurs secteurs tel que: 1’industrie
alimentaire, pharmaceutique, I’agroalimentaire et la biotechnologie. Tandis que leur
utilisation pour une application industrielle donnée est déterminée par leurs propriétes
fonctionnelles et technologiques (Belyagoubi, 2014). Et a une histoire longue dans la
production d'aliments et boissons fermentés vue leur production d'acides organiques, éthanol,
composés aromatiques, exopolysaccharides, et plusieurs enzymes, ce qui améliore la texture,
et contribue au profil sensoriel agréable du produit final (Leroy et De Vuyst, 2004).

6.1 Domaine alimentaire

Les classes de bactéries lactiques sont étroitement liées a I'environnement humain, elles sont
classiguement impliquées dans de nombreux processus de fermentation alimentaire seules ou
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avec un groupe de micro-organismes. (conversion du lait, fermentation des boissons, salage,
fermentation des végétaux), La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus
recherchée des BL utilisée dans les industries alimentaires. Les BL interviennent par
fermentation des substrats, en transformant les glucides en acide lactique (Mayra- Makinen
et Bigret., 2004).

Les bactéries lactiques appartiennent a un groupe de bactéries qui possédent le "statut
GRAS" ce qui autorise officiellement leur usage dans les applications alimentaires. (Hassaine,
2013), ces microorganismes permettent la conversion d’une grande variété de maticres
premieres, conduisant ainsi & de nombreux produits : les saucissons, les laits fermentés, les
fromages, les olives fermentés et certains vins (Axelsson, 2004), participent également a la
texture (production d’éxopolysaccharides) et a la saveur des produits laitiers (Moroni, 2007).

Les bactéries lactiques interviennent essentiellement dans deux étapes de fabrication des
fromages qui sont la coagulation et 1“affinage (Ray, 2018).

Dans industrie alimentaire Les souches utilisées en doivent répondre a certains criteres :

> Absence de pathogénicité ou activité toxique .

> La capacité d’améliorer les caractéristiques.

> Organoleptiques, capacité de dominance, facilit¢ de culture et de
conservation, et maintenance des propriétés desirables durant le stockage (Ababsa,
2012).

Tableau 04 : Utilisations des bactéries lactiques dans la fermentation alimentaire et

Exemples des espéces prédominantes (McKay et Baldwin., 1990).

Applications Espeéces utilisées

Ln. Mesenteroides
Fermentations des végétaux P. pentosaceus

Lb. plantarum

Fermentations de viandes et poissons Lb. Plantarum
P. acidilactici
Boissons alcoolisées Oenococcus oeni
Lb. delbruekii
Café et cacao Bactéries lactiques variées
Sauce de Soja Lb. Delbruekii
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P. soyae
Aliments fermentés indigénes Bactéries lactiques variées
Ensilage Lb. plantarum
Probiotiques Lb. Acidophilus

Lb. casei

Lb. Plantarum
Pain au levain Lb. Brevis
Lb. Sanfranciscensis

Lb. fermentum

Lb. Plantarum
Biscuits Lb.brevis
Lb. Leichmannii

Lb. casei

Lc. lactis subsp lactis

Lc. lactis subsp cremoris

Produits laitiers fermentés Lc. lactis subsp latis biovar diacetylactis
Ln. mesenteroides subsp cremoris
Ln.lactis

St. thermiphilus

Lb. delbruekii

subsp. bulgaricus

Lb. helveticus

Lb. casei

Lb. acidophilus
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6.2 Domaine médical

Différentes études ont démontré le rdle préventif aussi bien que curatif des bactéries
lactique il joue également un réle important dans la maturation du systéme immunitaire
(‘Yateem et al.,2008).Elles sont utilisées dans les traitements de certains affections telles que
les diarrhées, les allergies alimentaires. Ainsi pour la prévention des gastroentérites
nosocomiales chez les nourrissons, des propriétés anticoncérigenes,
antihypercholestérolémiques, lutte contre Clostridium difficille et Heilicobacter pylori,
prévention des maladies inflammatoires chronique de 1“intestin (Belarbi, 2011).

Dans des études récentes, les bactéries lactiques ont démontré leur potentiel a promouvoir
la santé cutanée et a exercer une réponse immunitaire cellulaire nécessaire a la défense
cutanée.

L’espece Lactobacillus acidofilus sont plus particulierement utilisées comme produits
pharmaceutiques pour rétablir ou maintenir la flore intestinale (Marteau, 1994).

Parmi leurs roles bénéfiques sur la santeé :

> Elles élaborent des enzymes qui viennent en aide au métabolisme de leur
hote, plus particuliérement pour les individus déficients en lactase.

> Leurs propriétés anti-cholestérol interviennent en diminuant le taux de
cholestérol sérique.

> Elles peuvent réduire les chances d’apparition du cancer du c6lon en
éliminant les substances pro-carcinogenes et en intervenant sur les enzymes fécales
susceptibles de transformer les substances pro-carcinogénes en substances
carcinogenes .

> Elles interviennent sur la suppression des tumeurs par activation des
macrophages.

6.2.1 Les bactéries lactiqgues comme probiotiques

Les probiotiques sont définis comme tous microorganismes vivants qui lorsqu'ils sont
ingérés en quantité suffisante exercent un effet potentiellement bénéfique sur la santé de I'h6te
par amélioration des propriétés de la flore intestinale (Salminen et al., 2004). Les souches
probiotiques doivent avoir certaines caractéristiques pour d’une part, atteindre leur site
d’action, en générale I’intestin et d’autre part agir (Butel, 2014).

De nombreux microorganismes sont considérées comme probiotiques, parmi eux des
bactéries  lactiques telles que  Bifidobacteriumanimalis,  Bifidobacteriumbreve,
Bifidobacteriumlongum, Lb. acidophilus, Lb. bulgaricus, Lb. casei, et Streptococcus
thermophilus (Sc. thermophilus).

Lb. bulgaricus et Sc. Thermophilus sont les premiéres souches bactériennes qui ont été
utilisées pour la fabrication de yaourt (Makhloufi., 2012).
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Tableau 05: Effets positifs des probiotiques sur la santé humain

(Esther Izquirdo., 2009).

Effets des probiotiques

Mécanismes d’activité proposés

Amélioration de la digestion du lactose

-Action de la P-galactosidase bactérienne
dans I’intestin gréle

Diminution des allergies alimentaires

-Diminution du passage des protéines
alimentaires  par  diminution de la
perméabilité intestinale

-Stimulation du systéme immunitaire

Réduction du risque des diarrhées

-Résistance a des

pathogene

la colonisation par

-Stimulation du systéme immunitaire

Traitement des maladies inflammatoires de
I’intestin

-Modulation de la flore intestinale

-Stimulation du systéme immunitaire

Réduction du cholestérol

-Assimilation du cholestérol

-Déconjugaison des sels biliaires

Prévention du cancer du colon

-Stimulation du systéme immunitaire
-Production de composés antimutagenique

-Modulation des fécales

carcinogéniques

enzymes

-Dégradation la carcinogénes

-Elimination des bactéries impliquées dans la
production de cancérogénes

6.3 Biopréservation

Les bactéries lactiques sont les bactéries les plus intéressantes pour la biopréservation.
Certaines souches produisent des composés antimicrobiens (acides organiques, peroxyde
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d'hydrogene, diacétyle et bactériocines) , La libération des acides organique dans le milieu
entraine un abaissement du pH qui ralentit la croissance bactérienne.

Actuellement la seule bactériocine autorisée en temps qu'additif alimentaire est la Nisine.
Elle est autorisée comme agent de conservation dans les aliments tels que les fromages affinés
et les fromages fondus la creme caillée et la mascarpone (Matamoros, 2008).Elles sont
utilisées pour améliorer les caractéristiques organoleptiques des produits fermentés (Dortu et
Thonart., 2009).

-~ ~
- e

*Vitamines

* Probiotiques

*Enzymes En

*Agent antimicrobiens Tant que

*Composes aromatique Médicaments

*EPS

Effets sur la sante
incluant la protection
contre les agents

pathogénes

Cultures
starters

Figure 04: Utilisation industrielles des bactéries lactique (Florou- Paneri et al., 2013).
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7. Identification moléculaire des bacteries lactique

L'identification des espéces de LB peut étre difficile a réaliser par des méthodes
biochimiques en raison du grand nombre d'especes qui existent. 1l est essentiellement basé sur
des tests de fermentation de sucres (Bahri, 2014) , cette technologies moléculaires utilise des
pour évaluer des régions spécifiques d'un génome bactérien et déterminer de maniere unique a
quel genre, espece ou souche appartient le micro-organisme (Gremaud et al., 2008).

Les techniques moléculaires basées sur l‘utilisation de 1°ADN (Tableau 06) comme
G+C%, I’hybridation ADN/ADN et ADN/ARN, permettent une meilleure différenciation des
micro- organismes a différents niveaux, allant du genre jusqu‘a la souche en fonction des
méthodes utilisées.

Tableau 06 : Techniques utilisées pour 1‘identification génotypiques des bactéries lactiques

(Temmerman et al., 2004).

Techniques Pouvoir discriminatoire
RFLP Les espéces et les souches
AFLP Les espéces et les souches
PAPD-PCR Les especes et les souches
Rep-PCR Les espéces et les souches
PFGE Les especes et les souches
Ribotypage Les espéces et les souches
DGGE et TGGE Les espéces et les souches
Séquencage Les genres et les espéces

Hybridation ADN-ADN Les genres et les especes

7.1 Détermination du pourcentage Guanine+ Cytosine (%0G+C)

Selon Johnson, (1984), le premier élément des acides nucléiques a avoir était utilisé en
taxonomie est le pourcentage molaire de bases guanine et cytosine (%G+C), ce pourcentage
varie chez les bactéries de 25% a 75%(25% pour Mycoplasma capricolum a 75% pour
Micrococcus luteus) (Muto et al., 1987).
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7.2 Séquencage de I’ADN ribosomal 16S

Le séquencage direct du gene d'’ARNr 16S est I'une des méthodes les plus puissantes pour
l‘identification en une seule étape d'une souche inconnue donc les séquences ribosomiques
refletent le génotype des bactéries (Vandamme et al., 1996). C‘est un outil standard pour les
études phylogénétiques et taxonomiques des bactéries en raison de la conservation de ce géne
entre différentes espéces. Cest une méthode courante d‘identification des souches
bactériennes qui consiste a analyser la séquence de 1°ADNr 16S codant 1°ARN ribosomique
16S (ARNr16S) (Mohania et al., 2008).

Dans certains cas, ’analyse de séquence de la région entre les génes 16S et 23S (Intergenic
Spacer Region = ITS) a une expression beaucoup plus forte concernant la spécificité de
I’espece, que I’ARNr 16S lui méme et souvent des espéces comme Lb. plantarum, Lb.
pentosus et Lb. pseudoplantarum ou Lb. casei et Lb. rhamnosus peuvent étre discriminées
(Berthier et Ehrlich, 1998).

7.3 Amplification par PCR (Reaction de Polymérisation en Chaine) de
’ADNr 16S

La Polymerase Chain Reaction (PCR ) : est une technique de réplication ciblée in vitro qui
a été concue au début des années 80 par un chercheur américain,(Kary Mullis,
1993).permettant d'amplifier spécifiguement et de maniere exponentielle une séquence d'ADN
donnée.

L’ensemble des opérations pour un grand nombre d'échantillons(Figure 10), 1l s'agit d'une
réaction cyclique et chaque cycle comprend :

> dénaturation de I'ADN a 95°C.
> hybridation des amorces Pl et P2 a (40°C-60°C).
> synthese du brin complémentaire par I'enzyme ADN Polymerase a (72°C) (Yves

Rosuel, 1994).
7.3.1 Les principales étapes de la PCR

> Dénaturation

Elle consiste en une séparation des deux brins de 'ADN matrice en deux fragments
simples brins. Elle est réalisée grace a une élévation de la température, en général a 94°C
pendant un temps variable. Cette élévation de température rompe les liaisons hydrogéne
entre les bases libérant ainsi les deux brins (Thiao, 2005).

> Hybridation des amorces

Dans cette étape en la fixation des amorces sur 'ADN matrice simple brin. Elle se réalise
suite a une baisse de la température jusqu'aux environs de 55°C. La température
d'hybridation varie en fonction du pourcentage de GC des amorces utilisées. Les amorces
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contenues dans le mélange réactionnel se fixent sur I'ADN matrice simple brin au niveau
des zones qui leur sont complémentaires.

Plus les amorces sont parfaitement complémentaires de leur site de fixation, plus elles
sont stables et solidement fixées.

C'est sur cette portion de I'ADN en double brin que la polymérase va pouvoir se fixer et
débuter la synthese du brin complémentaire au brin matrice (Thiao, 2005).

> Polymérisation

Cette étape est réalisée a 72°C qui est la température idéale de fonctionnement de la
polymérase.

De plus, cette élévation de température rompe les hybridations non spécifiques d'amorce,
le résultat est la syntheése compléte du brin de 'ADN complémentaire du brin matrice par
la polymérase.

Cette derniére attachée a l'extrémité 3' de I'amorce ajoute des dNTPs sur cette extrémité
réalisant ainsi la synthése du nouveau brin. Aprés chaque cycle, le nombre de copies de
départ est doublé (Thiao, 2005).
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Réaction cyclique d'amplification
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Figure 05 : Les étapes de déroulement de la PCR (Poitras et Houde., 2002).
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1. Définition du lait

Le lait est un liquide blanc mat, opaque, lIégérement visqueux, a une odeur trés faible, une
saveur douce atre faiblement sucrée, sécrété des glandes mammaires des mammiferes
comme la vache, la chevre et la brebis. La composition du lait et les caractéristiques
physicochimiques varient selon les espéces et les races animales.(Martin et Coulon,1995 ;
vignola, 2002).

Durant le congreés international de la répression des fraudes a Geneve en 1988, le lait a été
défini comme étant « Le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une femelle
laitiére bien portante, bien nourrie et non surmeneée. Il doit étre recueilli proprement et ne doit
pas contenir du colostrum. (Pougheon et Goursaud, 2001).

Le lait est une source importante de protéines de tres bonne qualité, riches en acides aminés
essentiels, tout particulierement en lysine qui est par excellence I’acide aminé de la
croissance. (Favier, 1985).11 est nécessaire a tous les ages de la vie , non seulement pour sa
richesse incontournable en calcium mais également pour sa contribution a la couverture des
besoins en protéines de haute valeur biologique , en vitamines , en oligo-élément et en eau
(Derby, 2001).

2. Les phases de Lait

Le lait est constitué de quatre phases qui sont en suspension les unes avec les autres.

» Une phase grasse ou lipidique sous forme d’une émulsion de matiére grasse constituée
de globules gras et de vitamines liposolubles (A et D).

» Une phase colloidale constituée de caséines en suspension sous forme de micelles .

» Une phase aqueuse appelée lactosérum qui contient des constituants solubles du lait
(protéines solubles, lactose, vitamine B, sels minéraux, azote non protéique) .

» Une phase gazeuse composée d’Oz2, N et de CO2 qui représente environ 5% du volume
de lait (Fredot, 2006).

3. Composition chimique du lait

D’une maniére générale, Le lait contient plus de 100 composants différents (Wattiaux, 1997),
la composition du lait varie selon les espéces animales mais aussi selon différents facteurs tels
que I’individualité, la race, la période de lactation, I’alimentation, la saison, 1’age et la zone
géographique.

Selon Pougheon et Goursaud (2001), les principaux constituants du lait par ordre croissant
sont :

4 L’eau, trés majoritaire.
4 Les glucides principalement représentés par le lactose.
4 Les lipides, essentiellement des triglycérides rassemblés en globules gras.
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v Les sels minéraux a 1’état ionique et moléculaire.
v Les protéines, caséines rassemblées en micelles, les albumines et

globulines solubles.

v les enzymes, les vitamines et les oligoéléments (Tableau 01).

Tableau 07 : La composition chimique du lait (Alais et Linden, 1997).

Eléments Composition (g /) Etat physique des
composants
Eau 905 Eau libre (solvant) plus eau
lige (3.7%)
Glucides (lactose) 49 Solution
Lipides 35 Emulsion des globules gras
. _ (3a5um)
Matiere grasse proprement dite | 34
Lécithine (phospholipides) 0.5
) . ) Insaponifiables
(stérols,carotenes,tocophérols) | 0.5
Protides 34 Suspensions
. micellairesphosphoca-
Cascine 27 séinate de calcium (0.08
Protéines « soluble » | 2.5 40.12um)
(globuline, albumines) 15 Solution (colloidale)
Substance azotée non protéique
Sels 9
De I’acide citrique(en acide) 2
De I’acide phosphorique (P203) | 2.6
De I’acide chlorhydrique 1.7
(Na Cl)
Constituants divers traces
(vitamines, enzymes ,gazs
dissous)
Extrait sec total 127
Extrait sec non gras 92
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Tableau 08 : Composition moyenne du lait de différentes espéces (Lebeuf et al., 2002).

3,3 3,3 4,7 0,7

Vache 87,5

Cheévre 870 3.8 34 4.4 0.9
Brebis 81,5 53 7,4 4.8 1,0
Chamelle 87.6 5.4 29 3.3 0.7
Jument 88.9 1.9 2.5 6.2 0.5
3.1 Eau

Selon (Dahlborn et al., 1997) I’eau est le composé majoritaire du lait, le constituant le plus
important en proportion avec une teneur de 90%. La présence d’un dipdle et de doublets
d’électrons libres lui confére un caractére polaire permettant de former une solution vraie
avec les substances polaires telles que les glucides, les minéraux, et une solution colloidale
avec les protéines hydrophiles de sérum.(Amiot et Lapointe, 2002).

3.2 Matiere grasse

La matiére grasse laitiere est constituée essentiellement de triglycérides (98%). Les
diglycérides, mono-glycérides et les acides gras libres sont naturellement présents en faibles
quantité mais leur proportion peut augmenter en cas de lipolyse.(Chilliard et Lamberet,
1984 ; Jeantet et al., 2007)

Des phospholipides ( 1%) jouent un rdle énergétique important (9kcal/g) .Une fraction
insaponifiable (1 %) est constituée en grande partie de cholestérol, glycérides partielles et
d’acides gras libres (Jeantet et al., 2008, Amiot et al., 2002)

La matiere grasse du lait est produite principalement a partir des acides gras volatiles
(acides acétique et butyrique). Le premier est formé principalement a partir des glucides
pariétaux des fourrages (cellulose) et le second a partir des glucides rapidement
fermentescibles (sucre de betterave). Une partie de la matiére grasse du lait provient de la
mobilisation des réserves lipidiques de la vache (jusqu'a 60kg). Sous certaines conditions, des
graisses alimentaires peuvent également contribuer a la formation de la matiére grasse du lait
(Stoll, 2003).
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Tableau 09 : Composition lipidique du lait (Grappin et Pochet., 1999).

Triglycérides 98 98(%)
Phospholipides 01(%)
Fraction insaponifiable 01(%)

A. Triglycérides : Les triglycérides sont des esters du glycérol, c'est-a-dire qu'ils sont formes
par condensation de trois molécules d'acides gras sur une molécule de glycérol
(Walstra,1999).1Is contiennent principalement :

> AG saturé (60-70 %) dont une proportion importante d’AG a pré élevée
(C14-C16-C18).

> AG a chaine courte (C4-C5) volatiles.

> AG mono-insatures 25-30 %.

> Tres peu d’AG Phosphorilés 2 a 5 %.

B. Les Phospholipides du lait : classés comme lipides complexes. Les phospholipides
forment trois groupes principaux : les lécithines, les céphalines et les sphingomyelines ;leurs
caractéristiques a la fois lipophiles et hydrophiles leur permettant de former des ponts entre la
phase grasse et aqueuse. (Crayot et Lorient, 1998).

C. Les Fractions insaponifiables : regroupent I’ensemble des constituants de la matiére
grasse qui ne réagissent pas avec la soude ou la potasse pour donner des savons, et qui apres
saponification, sont insolubles dans 1’eau ou en milieu alcalin tout en restant solubles dans les
solvants organiques non miscibles dans 1’eau. Ils regroupent principalement des stérols, les
caroténoides dont caroténe 0.15 mg/l, B-carotene les xanthophylles et les vitamines A, D, E et
K, des Stérolsa(0.3-0.4%) dont le cholestérol a (70mg/l, vitamine D 0.02 mg/l (Jean-
Christophe, 2018).
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phospholipides

triglycérides solides

charges négatives

Lipoprotéines, enzymes, ~ triglycérides liquides

agglutinines

Figure 06: Composition de la matiére grasse du lait (Bylund, 1995).

La matiere grasse du lait a une importance considérable dans I'industrie laitiére, puisque
c’est 1'un des paramétres de base du paiement du lait par les producteurs (Luquet, 1985).

3.3 Vitamines

Les vitamines sont des glycoprotéines de haut poids moléculaires responsables de
I’immunité ,On les trouve en grande quantité dans le colostrum (Thapon, 2005). Des
molécules plutét complexes mais de tailles beaucoup plus faibles que les protéines. De
structures tres variées ayant un rapport étroit avec les enzymes car elles jouent un réle de
coenzymes associés a une apoenzyme protéique (Adrian ,1987).

Selon Vignola (2002), les vitamines sont des substances biologiquement indispensables
participant comme cofacteurs dans les réactions enzymatiques et dans les échanges a I’échelle
des membranes cellulaires. L’organisme humain n’est pas capable de les synthétiser.

Ils se divisent en deux parties par rapport a leur solubilité dans des milieux différents :

> Les vitamines liposolubles :Vitamine A (Axerophtol), Vitamine D,
Vitamine E , Vitamine K ,associées a la matiére grasse (Jeant et et al., 2008).
> Les vitamines hydrosolubles : Les complexes de vitamine B,vitamine B2

(Riboflavine), vitamine B3 ou P.P (acide nicotinique , niacine), vitamine B6
(Pyridoxine), vitamine B12 (Cobalamine), vitamine Bl (thiamine ou
aneurine),Vitamine C (acide ascorbique) (Alias, 1984) voir (Tableau 04).
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Tableau 10 : Composition vitaminique moyenne du lait (Amiot et al., 2002).

Vitamines

Teneur moyenne

Vitamine liposolubles

Vitamine A (+caroténes) 40ug/100ml
Vitamine D 2.4ug/100ml
Vitamine E 100pg/100ml
Vitamine K 2ug/100ml
Vitamines Hydrosolubles
Vitamine C (acide ascorbique) 2 mg/100ml
Vitamine B1 (thiamine) 45ug/100ml
Vitamine B2 (riboflavine) 175pg/100ml
Vitamine B6(pyridoxine) 50ug/100ml
Vitamine B12 (cyanocobalamine) 0.45ug/100ml
Niacine et niacinamide 90ug/100ml
Acide pantothénique 3509/100ml
Acide folique 5.5ug/100ml
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Vitamine H(biotine)

3.5 ng/100ml

La présence de vitamines dans l'alimentation humaine et animale est essentielle a la
croissance nutritionnelle, ce qui assure de meilleures performances aux petits comme aux
grands dans leur organisme, leur nutrition , leur équilibre nerveux , leur activité visuelle et

leur reproduction.

3.4 Enzymes

Les enzymes sont des substances organiques de nature protidique, produites par des cellules
ou des organismes vivants, agissant comme catalyseurs dans les réactions biochimiques.
Environ 60 enzymes principales ont été répertoriées dans le lait dont 20 sont des constituants
natifs. Une grande partie se retrouve dans la membrane des globules gras mais le lait contient
de nombreuses cellules (leucocytes, bactéries) qui élaborent des enzymes (Pougheon ,2001).

Selon Vignola, 2002, Le lait contient principalement trois groupes d'enzymes: les hydrolases,
les déshydrogénases (ou oxydase) et les oxygénases.

Tableau 11 : Caractéristiques des principaux enzymes du lait ( Vignola, 2002).

Group d’enzyme Classes PH Température(C°) Substrats
d’enzyme
Estérases
Lipases 8.5 37 Triglycérides
Phosphatase 9-10 37 Esters phosphorique
alcaline .
4.0-5.2 37 Esters phosphorique

Hydrolases

Phosphatase acide

Protéases
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Lysozyme 7.5 37 Parois cellulaire
) microbienne
Plasmine 8 37
Caséines
Sulfhydrile 7 37 Protéines ,peptides.
) ) oxydase _
Déshydrogénases 8.3 37 Bases puriques
Xanthine oxydase
ou
oxydases
Lactoperoxydase 6.8 20 Composes réducteurs
+H202
Déshydrogénases Catalase 7 20
H202

Les enzymes jouent un role tres important selon leurs propriétés :

>

>

>

(phosphatase alcaline,

Enzymes lipase et protéase : hydrolyse des constituants originaux du lait
avec des implications technologiques et sensorielles importantes pour le lait.

Enzymes lactoperoxydase et lysozyme :Jouent un role antibactérien et
apportent une protection limitée au lait.
Certaines enzymes sont utilisées comme indicateurs de qualité hygiénique
estérase, qui sont des enzymes

thermosensibles (Linden, 1987).

3.5 Glucides

peroxydase,

acétyl

Les glucides sont des composants essentiels du lait dont le lactose .ils représentent environ

38% de la matiére séche (Perreau, 2014).

La molécule C 12 H22 Cuadu lactose est constituée d’un résidu galactose uni a un résidu
glucose, c’est un disaccharide constitué par de I’alpha(a) ou béta (B) glucose et béta (p)
galactose. Les molécules de lactose sont Synthétisées dans les cellules acini a partir du
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glucose sanguin. Celui-ci est en grande partie produit par le foie (Hodenet Coulon., 1991 ;
Mathieu, 1998; Mathieu, 1999).

Le lait contient deux types de glucides :

> Les glucides libres et dialysables (= les oligoholosides) .
> Les glucides combinés en glycoprotéines et non dialysables.

Les glucides sont présents sous forme de glycoprotéines et glycolipides (Desjeux, 1993) .On
distingue selon un classement basé sur leur polarité électrique :

> Les glucides neutres : lactose, glucose, galactose .
> Les glucides azotés : glucosamine N-acétylée et galactosamine N-acétylée
> Les glucides acides toujours liés aux glucides neutres ou azotés : acide

sialique.(Walstra, 1978).
3.6 Sels organiques et minéraux

Le lait contient des quantités importantes de différents minéraux, il est riche en phosphore,
calcium,, magnésium, sodium et chlorures potassium pour les cations et phosphate, chlorure
et citrate pour les anions (Gaucheron,2004 ).

Selon Apfelbaum et al, 2004, le lait contient peu de souffre, tres pauvre en fer et en
oligoéléments .Le phosphore et le calcium sont les principaux minéraux du lait (phosphore ;
90 mg /ml ; calcium ; 125 mg/100 ml). La teneur en sodium est en moyenne de 50 mg/100 ml,
et celle de potassium en moyenne de 150 mg /100 ml.

Tableau 12 : Composition minérale du lait de vache( Jeantet et coll., 2007).

Elements minéraux Concentration (mg.kg-1)
Calcium 1043-1283

Magnésium 97-146

Phosphate inorganique 1805-2185

Citrate 1323-2079
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Sodium 391-644
1212-1681

Potassium

Chlorure 772-1207

Les sels minéraux sont diviséen deux parties :

> Une partie des sels minéraux se trouvent sous forme soluble.
> Et une partie se trouve dans la phase colloidale insoluble en association
avec les caseines (Hupperts et Kelly., 2009).

3.7 Protéines

Les proteines sont des eléments essentiels au bon fonctionnement des cellules vivantes.et
elles constituent une part importante du lait et des produits laitiers (Jean Amiot et al., 2002).

Selon Roca-Fernandez, 2014,Les protéines du lait représentent 95% des matiéres azotées
totales. Le 5% restant sont constitués d ‘acides aminés libres et de petits peptides d'azote non
protéique, essentiellement de I'urée (0,3 a 0,4 g/l) mais aussi de la créatinine, de I'acide urique,
incluant 90% de la matiére azotée et forment des protéines suivant: lactalbumine , caseines ,
lactoglobuline.

L'analyse du lait par minéralisation, appelée méthode Kjeldahl; permet d'évaluer que 95% de
la quantité totale d'azote présente dans les protéines dont la concentration moyen est de 3,2%.
Les composés azotés non protéiques sont principalement des protéases, des peptones et de
I'urée (Marc et Girlebrt.,2013).

Les protéines sont constituées de deux composants principaux: les caséines qui se précipitent
lors de I’acidification du lait ou I’ajout de rénine, et les protéines du lactosérum contenant des
protéines: acides, basiques et des facteurs antimicrobiens. (lysozyme, lactoferrines,
immunoglobulines...) (El-Hatmi et al., 2007; Farah et al., 2004). La classification des
protéines est illustrée dans le tableau 0.
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Tableau 13: Classification des protéines du lait (Marc et Girlebrt., 2013).

Noms % de la protéine Nombre d’AA
Caseines 75-85

Caséine «S1 39-46 199
Caséine «S2 8-11 207
Caséine P 25-35 209
Caséine k 8-15 169
Caséine g 3-7

Proteines du lactoserum 15-22

B-Macroglobuline 7-12 162
a-Lactalbumine 2-5 123
Sérum-albumine 0.7-1.3 582
Immunoglobulines (G1, G2, | 1.9-3.3 -
A, M)

- Protéases-peptones » ]

3.8 Les caséines

Selon Jean et Dijon (1993), la caséine est un polypeptide complexe, résultant de la
polycondensation de différents aminoacides, dont les principaux sont la leucine, la proline,
I’acide glutamique et la sérine de masse molaire qui peut atteindre 56000 g mol™.

La caséine native a la composition suivante : protéine 94/ , calcium 37. , phosphore 2,27 |
acide citrique 0,5% et magnésium 0,1 7 (Bylund, 1995 ; Ghaoues, 2011).

Les caseines forment pres de 80% de toutes les protéines présentes dans le lait. Une grande
majorité de cette caséine se trouve a la surface de la micelle. La taille des micelles se situe
entre 100 et 500 nm ; avec un diametre moyen prés de 180 nm et elle varie principalement
selon I’espéce animale, la saison, le stade de lactation, accessible a la présure. Il s’agit d’une
protéine de 169 acides aminées, phosphoryle (Serine 149) comportant 2 variant génétiques A
et B (Eigel etal., 1984; Lenoir, 1985).
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Il existe 4 types qui peuvent se regrouper sous forme de micelles :

> La caséine aS1: Est la protéine la plus abondante du lait puisqu’elle
représente environ 40%des caséines. C’est la protéine la plus importante en masse,
elle posséde 199 AA pour 23 614 g/mol.

> La caséine aS2 :Elle représente 8 a 11% de la micelle de caséine, possede
207 AA et 13 a 10 phosphates (il s’agit de aS2 ou as3 ou aS4 ou as6 selon le nombre
de phosphates) et son poids moléculaire estimé varie de 25150 a 25390 g/mol.

> La caséine B :Est une protéine qui constitue environ 25 a 35% de la
micelle, avec ses 209 acides aminés et ses 5 groupements phosphates, elle posséde
beaucoup d’analogie avec la caséine aS1.

> La caséine K ne représente qu’environ 12% des caséines (Martin et
al.,1996).

caséine K

asgines
fdrophobes
pont phosphate
de calcium phosphate

Micelle Sous-micelle

Figure 07 : Représentation schématique de la micelle du lait ( Marc et Girbert., 2013).

3.9 Les proteines du lactosérum

Les protéines du lactosérum sont des protéines d’excellente valeur nutritionnelle, riche en
acides amines, en souffre, en lysine et tryptophane, Elles ont de remarquables propriétés
fonctionnelles mais sont sensibles a la dénaturation thermique (Thapon,2005). Les Protéines
du lactosérum Elles représentent 20 % des protéines du lait de vache. Les deux protéines
majoritaires, en poids, sont la B-lactoglobuline (44 % des protéines du lactosérum) et l'a-
lactalbumine (20 %) (Blanc , 1982).

> La béta-lactoglobuline (BLG) (60%) : est la plus importante des
protéines du sérum
> I’alpha-lactalbumine (20%0) : est un des composants de la lactose-

synthétase et a ce titre joue un role essentiel dans la synthese du lactose. Elle se trouve
dans le lait de toutes les espéces animales.
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>

I’albumine sérique (7%) : « Sérum Albumine Bovine (SAB) » Représente
environ 7% des protéines du sérum. il est constituée de 582 résidus d'acides aminés.
Comptant un seul variant génétique A et identique au sérum albumine sanguine.ll est
un bon indicateur d’ inflammation de la mamelle chez les femmelles des animaux
(Vignola, 2002).

Les immunoglobulines (13%) : Les immunoglobulines sont des
glycoprotéines de haut poids moléculaire responsable de I'immunité ,des protéines du
lactosérum les plus sensibles a la dénaturation thermique .(Thapon, 2005).

Protéases-peptones : C'est un groupe hétérogéne issu de la protéolyse par
la plasmine de la caséine p (Debry, 2001).

Certaines protéines du lactosérum sont synthétisées dans la glande mammaire (a-
lactalbumine, B-lactoglobuline) et d'autres proviennent du sang (sérum albumine, lysozyme,..)

Ces protéines ont différents réles. A titre d'exemple :

>

Y V V

La B-lactoglobuline a un réle nutritionnel.

L'a-lactalbumine et la plasmine ont un réle enzymatique.

Les immunoglobulines ont un réle protecteur.

La lactoferrine permet le transport d'ions inorganiques (Ribadeau-Dumas,
1991).
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4. Lait De Vache

4.1 Définition du Lait de vache

Le lait de vache est C'est le lait produit par la vache depuis la naissance de son veau, afin de
le nourrir, il a été considéré comme un aliment de base dans de nombreux régimes
alimentaires et toujours un mélange, obtenu de la traite de plusieurs animaux. Cette pratique
tend a réduire fortement 1I’importance des variations individuelles (Steijns, 2008).

Le lait est ainsi le seul aliment des nouveaux nés mammaliens et il y a autant des laits
différents qu’ils existent de mammiféres au monde (Roudaut et Lefrancq., 2005).

4.2 Composition du Lait de vache

Le lait de vache est un mélange complexe constitué a 90% d’eau (Courter Leymarios.,2010),
il vu étre un substrat tres favorable au développement des microorganismes Parce qu'il
contient des graisses, des sucres, du lactose, des protéines solubles, des sels minéraux(calcium
(Ca), phosphore, zinc) , des vitamines (vit) hydrosolubles (B2 et B12)et son pH est de
6,6.(Guiraud et Galzy, 1980 ).

D’un point de vue nutritionnel, le lait constitue la principale source alimentaire de calcium et
de phosphore (Mahaut et al., 2003) , le lait de vache est compose de 04 éléments majeurs :les
protéines, les Glucides , les lipides et les Minéraux

Tableau 14 : Composition générale du lait de vache (Vingola, 2002).

Constituants majeurs Variations limites (%) Valeur moyenne (%)
Eau 58,5-89,5 87,5

Matiere grasse 2,4—-55 3,7

Protéines 29-5,0 3,2

Glucides 3,6 -55 4,6

Minéraux 0,7-0,9 0,8

Constituants mineures

. enzyme ; vitamines ; pigments ; cellules diverses ; gaz

39




Chapitre | Les Bacteries Lactiques

Tableau 15 : Comparaison moyenne du lait de vache (Beal et Sodini, 2003).

Composant Teneur exprimées en g pour 100
Eau 87,8
Lactose 4.8
Matiere grasse 3,9
Matiéres azotées 3,8
Caseines 2,6
Protéines sériques 0,5
Azote non sérique 0,1
Minéraux 0,7
Calcium 0,12
Phosphore 0,09
Potassium 0,14
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4.2.1 Eau

Le lait de vache est constitué de nombreux composés dont le plus abondant est I’eau (87%),
dans laquelle sont dispersés tous les autres éléments (Mathieu, 1998).

4.2.2 Vitamines

Le lait de vache constitue une source alimentaire importante en riboflavine (vitamines B2)
pour I’homme (Mittaine, 1962) , contient des vitamines liposolubles (A, D, E et K) et des
vitamines hydrosolubles du groupe B. Les teneurs vitaminiques dépendent beaucoup de
I’alimentation. Les concentrations en vitamines du groupe B sont plus stables car synthétisées
par les bactéries du rumen (Perreau, 2014 ; Ennuyer et Laumonnier., 2013).

Tableau 16 : Teneur en vitamines de lait de vache mg/litre (FAO, 2002).

vitamines Vache
B1 0.42
B2 1.72
Bs 0.48
B12 0.0045
Acide nicotinique 0.92
Acide folique 0.053
C 18

A 0.37
B-carotene 0.21

4.2.3 Protéines

Selon Foroutan et al., (2019). Les protéines du lait ont une efficacité nutritionnelle élevée,
elles ont I’avantage de posséder une bonne valeur biologique, c'est-a-dire un bon équilibre en
acides amines (AA) indispensables et une digestibilité tres élevée (90 a 96% pour leur
coefficient de digestibilité apparente).

Le lait de vache contient trois sortes de protéines :

> « La cas€ine entiére » : c’est le complexe des protéines phosphorées le
plus abondant dans le lait, appelée aussi “protéine insoluble”. Elle précipite seule
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lorsqu’on acidifie le lait a pH 4,6 ou lorsqu’on fait réagir un enzyme spécifique: la

présure.

> « Les protéines du lactosérum » :

appelées aussi “protéines solubles”.

C’est un mélange d’holoprotéines (ne contenant que des acides aminées) et de
glycoprotéines (contenant également des glucides). Elles sont insolubilisees par la
chaleur avant 100°C et ont les propriétés des albumines et des globulines.

> « Les protéoses-peptones » : ce sont des substances ayant une grandeur
moléculaire intermédiaire entre celles des protéines et celles des peptides. Elles sont

peu abondantes dans le lait (Alias, 1984).

Tableau 17:Teneur moyenne en g/L et distribution des protéines dans le lait de vache (FAO,

1998).
Protéine Vache
a-lactalbumine 1,5 (45%)
B-lactoglobuline 2,7 (25%)
Albumine sérique 0,3 (5%)
Immunoglobulines 0,7 (12%)
Protéase-peptone 0,8 (13%)

4.2.4 Matiére grasse

Les graisses du lait sont, également, composees de molécules bioactives (AG oméga 3,
gangliosides, acide linoléique conjugué) qui peuvent contrecarrer 1’effet des AGS, au sein
d’une alimentation équilibrée ( Gibson,2011),et caractérisée par une grande variété¢ d’acide

gras qui va de I’acide butyrique (C4) a I’acide béhénique (C22).

La matiére grasse du lait de vache représente a elle seule la moitié de I’apport énergétique du
lait. Elle est classés en deux catégories en fonction de la langueur de la chaine carbones et le

nombre de doubles liaisons :

> Acide gras insaturées : y a deux classe, mono-insaturés et polys insaturés ;
le lait de brebis contient 27% par contre le lait de chévre 30% et le lait de vache 35%

(Courtet, 2010).

La Composition en lipides de lait de vache est représente dans le tableau suivant.
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Tableau 18 : Composition en lipides de lait de vache (Chilliard, 1984).

composition (%) Lait de vache
Triglycérides 98

Glycérides partielles 0.5
Cholestérol 0.3
Phospholipides 0.9

Acides gras libres 0.4

4.2.5 Glucides

Les glucides sont les constituants les plus importants quantitativement aprés 1’eau et
représentent dans le lait environ 38% de la matiére séche (Perreau, 2014).C’est un
disaccharide, c’est-a-dire qu’il est composé de deux sucres simples : le glucose et le galactose.
I1 est un fournisseur d’énergie (Regula et al., 2011).

Le lactose est quasiment le seul glucide du lait de vache et représente 99% des glucides du
lait de monogastriques. Sa teneur est tres stable entre 48 et 50 g/l dans le lait de vache (Hoden
et Coulon., 1991).

4.2.6 Minéraux

Le lait de vache et les produits laitiers sont des sources précieuses de minéraux essentiels
(en moyenne 10 a 20% de I'apport alimentaire quotidien) (Zamberlin et al., 2012).

Les minéraux sont entierement apportés par notre alimentation, et jouent surtout un role
structural fonctionnel.

Le lait de la vache est riche en calcium et en phosphore; leur teneur est de :

> Calcium =117 Mg /100 g.
> Phosphore =93 Mg /100 g (Romain et al., 2008).
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Tableau 19:Teneur en elément de lait de vache (FAO, 2002).

Vache 1250 1500 0.2a
0.5

5. Lait De Brebis
5.1 Définition du Lait de Brebis

Le lait des brebis laitiéres est un aliment précieux d’une grande valeur nutritive (acides gras,
substances minérales, vitamines), avec une densité nutritive élevée représente par la matiere
grasse, protéines et sa teneur en extrait sec (18%) (Maurer et al., 2007), Le lait de brebis
permet également la fabrication de laits acidifiés. Il existe un grand nombre de variétés de
fromages au lait de brebis susceptibles d’étre maturés de fagons tres différentes.

Lait de brebis est le lait maternel produit par la brebis, et qui se destine a I’agneau. On
I’utilise, tout comme le lait de vache, dans 1’alimentation humaine. C’est ce lait qui sert a la
confection de certains fromages méditerranéens comme la feta, la ricotta ou encore, le
roquefort.

5.2 Composition du Lait de Brebis
5.2.1 Eau

Selon Fredot (2005), La quantité d'eau dans le lait de brebis est faible, estimée a 82,2 par
rapport aux autres types de lait, ce qui explique la densité selon laquelle la densité du lait de
brebis est supérieure a la densité du lait de vache et de chévre.

5.2.2 Protéines

Les protéines du lait (caséines et protéines sériques) sont bien connues pour leur haute
valeur nutritionnelle et leurs propriétés physicochimiques et fonctionnelles polyvalentes dans
les produits alimentaires, ainsi que leur role dans la stabilité du lait (Bryant et McClements.,
1998).

Les protéines sont totales du lait de brebis dont la valeur moyenne varie de 3.45 a 8.05%
avec une valeur moyenne de 5.75 % (Azzouz,2006).

Le lait de brebis entier est plus riche en protéines que les autres laits et contient environ
55.6¢/l de matiere azotée totale, la composition en acides aminé est excellente car il contient

tous les acides aminés indispensables a 1’organisme a proportion de 2.83g/1 (Vignola et al.,
2002).
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Tableau 20 :Teneur moyenne en g/L et distribution des protéines dans le lait de brebis

(FAO, 1998).

Protéine Brebis
a-lactalbumine 1,3 (10%)
B-lactoglobuline 8,4 (67%)
Albumine sérique 0,6 (5%)
Immunoglobulines 2,3 (18%)
Protéase-peptone

0 (0%)

Total des protéines solubles (100%)

12,6 (100%)

Caséine as 21,6 (47%)
Caséine B 16,1 (36%)
Caséine k 4,5 (10%)
Caséine y 3,0 (6%)

Total des caséines (100%)

44,6 (100%)

Protides totaux

57,2 (5,72%)

5.2.3 Matiere grasse

Le lait de brebis entier contient environ 70g/l de matieres grasses. Composées a plus de 99%
de lipides. La MG du lait de brebis contient de 48g/l d’AG saturés (en moyenne 69%) et(en
moyenne 27%) pour les AG insaturés essentiellement sous 2 forme : 16g/l d’AG mono-
insaturée et 3g/l sous forme poly-insaturée (Gilles lagriffoul et al., 2008). I’écrémage du lait
de brebis est trés difficile du fait que ses globules gras ont une petite taille d’un diamétre de
1,99 nm et ils ont tendance a s’associer aux caséines (Talevski et al., 2009).

5.2.4 Vitamines

Le lait de brebis contient, en concentration relativement élevée, une grande variété de
vitamines (Gérard,2001),Le lait et ses dérives sont des sources notables en vitamine A B12
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et B dans une moindre mesure en vitamine B1 B6 et PP . par contre, ils contiennent que peu
de vitamines E, d'acide folique et de biotine (Tableau 15) (Enjalbert,1993).

Tableau 21 : Teneur en vitamines de lait de Brebis mg/litre (FAO, 2002).

vitamines Vache
Bi1 0.85
B2 3.30
Be 0.75
Bi2 0.006
Acide nicotinique 4.28
Acide folique 0.006
C 47.0
A 0.83
B-caroténe 0.02

Le lait de brebis contient beaucoup de vitamine B12 que I’on trouve uniquement dans les
produits d’origine animale et parfois dans des produits fermentés d’origine végétale. En
général, le lait de brebis est plus riche en vitamines que le lait de vache.

5.2.6 Glucide

Dans le lait de brebis, les glucides sont représentés essentiellement par le lactose qui est
synthétisé dans la glande mammaire. Il est considéré comme le troisieme élément
guantitativement important, son taux moyen se situe entre 45 et 50 g/Kg (Luquet, 1985).

5.2.7 Minéraux

Le lait de brebis est riche en sels minéraux une bonne source en calcium, en phosphore, en
potassium, en iode, en zinc et en magnésium, en calcium en particulier. La composition
minérale du lait de la vache est donnée dans le tableau 16.
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Tableau 22 : Teneur en élément de lait de vache (FAO, 2002).

Brebis 1900 1500 160 1250 450 05a 121
0.7

5.2.8 Matiere seche et la matiere seche degraissée

L’ensemble des composants du lait a I’exception de I’eau et du gaz dissous constitue la
matiere seche totale. Un litre de lait de brebis en contient 125 a 130 g. la matiére séche
dégraissée est la différence entre la matiére seche totale et la matiére grasse (Matieu,1998).
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Chapitre 11 Etude expérimentale

1. Objectifs

L’objectif principal de cette étude consiste principalement sur I’isolement, 1’identification
phénotypique et technologique de certaines souches des bactéries lactiques isolées a partir de
lait de vache et de brebis de race locale des différents régions de Algérie et a rechercher

d’éventuelles bactéries d'intérét par les étapes suivantes :

. Isolement des bactéries lactiques mésophiles a partir des laits fermentés.

. Identification phénotypique des isolats lactiques.

. Etude de quelques caractéristiques microbiologiques et biochimiques des
souches lactiques isolées.

. La recherche de quelques aptitudes technologiques des isolats lactiques.

2. Lieu de travail

Ce travail est réalisé au niveau de laboratoires pédagogiques (1) de la Faculté des Sciences
de la Nature et de la Vie de I’Université de Abd Al-Hamid Ibn Badis Mostaganem, durant la
période 21 Avril - 15 juin 2023.

3. provenance des échantillons

Dix échantillons de lait cru de vache et de brebis de race locale ont été collectés de deux
fermes dans des différentes régions de Algérie pour réaliser cette étude (Tableaux 23),
(Figure 08).

Les échantillons ont été prélevés aseptiquement a 1’aide de traite manuelle (période de Mars
a Mai) de maniere aseptique dans des flacons stériles étiqueté (lieu, date de prélévement,
origine), transportés dans une glaciere et acheminés au laboratoire et conservés au

réfrigérateur a 4°C jusqu'a leur utilisation.
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Figure 08 : Echantillons de lait.

Tableau 23 : Provenance et I’origine des échantillons.

Code de la
souche
Nombre de
d’échantillons Apres - -
. prélévement La région
isolement
De départ
01 LV1 Vache 27/04/2023 Tiaret
01 LV2 Vache 27/04/2023 Tiaret
01 LV4 Vache 27/04/2023 Tiaret
01 LB1 Brebis 28/04/2023 Tiaret
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01 LB2 Brebis 28/04/2023 Tiaret

01 LD2 Vache 15/05/2023 Oran

01 L1 Vache 18/05/2023 Mascara

01 L4 Brebis 11/05/2023 Sidi Bel Abbés
01 LBB2 Brebis 10/05/2023 Oran (Misserghin)
01 L1B Brebis 14/05/2023 Ain T’émouchent

4. Les souches de références utilisées

Nous avons utilisé deux souches dont Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
coli 2592 pour la mise en évidence de 1’activité antimicrobienne des souches isolées nous
avons utilisées deux bactéries pathogenes (Voir tableau 24).

Tableau 24 : Référence et origine de différentes souches pathogenes utilisées.

Escherichia coli Négatif ATCC 2592 Laboratoire
Staphylococcus Positif ATCC 25923 de
aureus T
microbiologie,
CHU Oran

Les deux souches sont conservées sur gélose nutritive inclinée a +4°C. Avant leur

utilisation dans les tests d’inhibition, elles sont activées par transfert sur bouillon nutritif et
incubées 24 h a 37 °C.

5. Milieux de culture des souches

Les milieux de cultures utilisés dans notre travail, on a utilise deux milieux pour
I’isolement et I’identification des souches, milieux solides et milieux liquides :

L’isolement s’est fait sur deux milieux.
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. Milieux MRS (De Man Rogosa et
sharpe, référence : AEB 14065) et le pus connu pour la recherche et I’isolement des
lactobacilles (voir annexes 01).

. Gélose nutritive (GN) pour la culture des souches pathogénes (voir

annexe 01).
. Bouillon nutritif : utilisé pour la réactivation des souches pathogeénes.

6. Isolement et purification des souches lactiques

Aprés la fermentation du lait, une série de dilutions est préparée dans des tubes contenant 9
ml d’eau physiologique 0.85% (Ashraf et shah, 2011) (voir annexe 01).

> Prélever 1 ml de lait a ’aide d’une pipette graduée stérile.

> Introduire aseptiqguement le volume préléve dans un tube contenant 9 ml
d’eau physiologique pour obtenir la dilution 101,

> Agiter puis transférer 1 ml de ce premier tube dans le deuxiéme et de la
méme facon effectuées les dilutions décimales successives (jusqu’ a 107).

> Les dilutions 10°,10°,107 ont été étalées sur des boite de pétri contenant

de la gélose MRS ajuste a pH 6.5 (De Man et al., 1960).

Les boites ont été incubées en anaerobiose pendant 48h-72 h a 37 °C (Figure 09).
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Figure 09 : Schéma illustratif des étapes de 1’isolement.

53



Chapitre 11 Etude expérimentale

7. Purification des souches

Afin de purifier les souches, un repiquage successif sont effectuées sur gélose (MRS) et
bouillons (MRS). La purification des souches consiste a ensemencer en stries sur des boites
Pétri contenant MRS les boites sont ainsi incubées & 37 C° pendent 24 h L'opération est
répétée jusqu'a I’obtention de colonies bien distinctes et homogénes de méme forme et méme

couleur renseignant sur la pureté des souches (souche pure).

La pureté des bactéries isolées est confirmée par un examen macroscopique et par examen
microscopique aprés une coloration de Gram et 1’aspect caractéristique de la culture des
bactéries lactique en bouillon (THAPA et al., 2006).

8. Conservation des souches bactériennes

. Conservation a long terme

A partir des cultures jeunes de (48-72 h), prealablement purifiées sur milieu liquide, les
cellules ont été récupérées par centrifugation a 12000 trs/min pendant 20 min a 4°C. Les
surnagent sont jetés, puis les culots récuperés ensuite additionnés avec le milieu de
conservation. Le milieu de conservation contient un bouillon MRS additionné a 20 % (v / v)
de glycérol. Les cultures sont conservées en suspension dense dans des tubes d’eppendorfs a

-20°C (Font de Valdez, 2002) (Figure 10).
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I

Culture de 48-72h

v

Centrifugation a 12000 Trs /min pendant 20 min a4°C

. ‘-4— v Conservation du cul

Le surnageant est jeté . ‘
v

Culot additionne de 2 ml de milieu de conservation MRS additionné a 20 % (v / v) de

glycérol

\\\c

v

Conservation a -20°C

Figure 10: Schéma de conservation longue durée des bactéries lactiques purifiées a refaire il
faut ajouter a 4°C ( Badis et al., 2005).
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9. Caractéristiques phénotypiques des souches de lactobacilles

L’identification phénotypique des souches de lactobacilles est réalisée par 1’étude
macroscopique et microscopique.

9.1. Etude morphologique

Elle est basée sur I’observation a I’ceil nu des colonies obtenues sur les boites pétries
contenant milieux de culture afin de déterminer la taille, la couleur, la forme, 1’aspect et le

contour des colonies.

9.1.1. Examen macroscopique

La détermination des caractéres macroscopique se fait a 1’ ceil nue, permet de décrire les
colonies obtenues sur milieu solide apres incubation, afin de déterminer la taille, la couleur, la

forme, pigmentation, 1’aspect et le contour des colonies.

9.1.2. Examen microscopique

L’observation microscopique au grossissement (Gx1000) permettra de classer les bactéries
selon leur Gram et d’observer leur morphologie cellulaire et leur mode d’association. Ce test
est effectué sur des frottis auparavant colorés par une coloration de Gram (Joffin et Lyral.,
1996).

9.1.3. Les étapes de coloration de Gram

La coloration de Gram consiste a déposer quelques gouttes de violet de gentiane sur un
frotti fixe pendant 1 minute, apres ringage, On redépose du Lugol pendant 1 minute, les
bactéries sont décolorées a 1’alcool 95° puis on rince avec de I’eau distille .Enfin ,quelques
goutte de fuschine sont versées sur la lame qu’on laisse agir 20 a 30 seconde . La lame est
lavée a I’eau distillée. Apres séchage, on passe a I’observation microscopique avec le huile

d’immersion (Larpent et al.,1990) (Figure 11).

Les bactéries lactique sont des bactéries a Gram positif apparaissent en violet .
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Vue microscopique

Figure 11 : Les différentes étapes de coloration de Gram.

10. Critéres physiologique et biochimique
A. Test de la catalase

La catalase est une enzyme permet la degradation de peroxydase d’hydrogéne (H202) .Elle

décompose 1’eau oxygénée formée, en eau et en oxygene qui se dégage.

Le test s'agit de mettre en contact une colonie de la bactérie a étudier en présence de
I’eau oxygénée sur une lame. Le dégagement de bulles de gaz témoigne la présence de la

catalase (BRAHIMI, 2015). Les bactéries lactiques étant catalase négatif.

La réaction chimique de dégradation d’eau oxygénée s’établit comme suit:

2H202 » 02 + 2H20

B. Croissance a différentes températures

Ce test est important car il permet de distinguer les bactéries mésophiles des bactéries
thermophiles. Les bactéries ont été ensemencées et incubées en milieux MRS bouillon a deux
températures 37°C et 45°C, pendant 48h-72h. La croissance bactérienne est appréciée par
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l'apparition de trouble en milieu MRS aprés 24 h 448 h d’incubation a 37°C et 45°C (Chrifi,
2019).

C. Croissance en Concentration 6.5 % NacCl

Les colonies a tester sont ensemencées sur des bouillons hyper sales & 6.5 % NaCl et sont
incubées a 37°C pendant 24 heures. La croissance aux différentes concentrations se traduit
par un trouble.

D. Croissance en milieu hyperalcalin pH 9.6

Une colonie de culture jeune de chaque souche est ensemencée dans 10 ml de milieu MRS
ajusté a pH 9,6 puis incubée a 37°C pendant (48-72h). La croissance des bactéries est
apprécies par I’apparition d’un trouble dans les tubes.

Etude de quelques Aptitudes technologiques des bactéries Lactiques

11. Caractérisation technologique des souches

11.1. Activité antibactérienne des souches de lactobacilles

Les différentes souches lactobacilles ont été testées pour la production d'un composé
antimicrobien contre des bactéries pathogenes

Les souches indicatrices, Escherichia coli ATCC 2592 et Staphylococcus aureus ATCC
2592" ont éte cultivé dans des boites puis des bouillons nutritifs & 37 °C pendant 24h.

Les cultures ont été ensemencés sur les boites de pétri contenant MRS a I’aide d’un
écouvillon stérile. Ensuite les boites ont été séchées pendant 15 minutes, puis utilisées pour le
test de sensibilité.

30ul de cultures jeune de 24h-72 h est ajouté a des disques stériles en papier (diametre 6mm)
et places a sur la surface de I'agar MRS.

Ensuite les boites ont été incubées a37°C pendant 72 heures. Apreés l'incubation, les boites ont
été examinees pour vérifier la formation de zones d'inhibition autour des disques (Rubio et
al., 2014).
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11.2. Activité protéolytique des souches de lactobacilles

L’activité protéolytique des différentes espaces de bactéries est cherchée sur milieu YMA
(YYeast Milk Agar ).

Les souches bactériennes a tester ont été cultivées sur milieu MRS bouillon et incubes a
37°C pendant 24248 heures.

Des disques stériles ont ét¢ ensemences 10 pul de chaque suspension que 1’on dépose a la
surface des boites de pétri contenant du milieu YMA. On laisse les boites séchées, puis on les
incube & 37°C pendant 24 heures. La lecture des résultats est effectuée par 1’observation des
halos clairs autour des disques, le diamétre de la zone claire entourant les disques a été
détermine (mm). L’intensité de la réponse est notée a chaque fois (-, +, ++) (Christensen et
al., 1999).

11.3. Pouvoir aromatisant

La production d ' acétoine (acétyl méthyl carbinol) est testée sur milieu Clark et Lubs. Les
souches sont cultivées sur ce milieu ; Apres 24 h d’incubation. On test par la réaction de
Voges-Proskaeur dite réaction de V.P (Avril et al., 1992).

Dans un tube a hémolyse, 2 ml de cette culture sont transvases.0.5 ml d’un solution de
soude (NaOH) a 16% dans I’eau distille (VP1) et 0.5 ml de réactif alpha- naphtol a 6% dans
I’alcool absolu (VP2).0On agite soigneusement les tubes et on laisse au repos 5 a 10 min a
Température ambiante. La production d’acétoine se traduit par ’apparition d’un anneau ou
la diffusion de la couleur rouge a la surface du milieu. Un VP positif signifie que la souche
posséde une voie métabolique particuliére pour la fermentation des hexoses, la voie

butyléneglycolique (Zourari et al., 1992 et Guessas, 2006).

11.4. Production des exopolysaccharides (EPS)

> Sur milieu hypersaccharosé

La production des EPS a été testée sur milieu hypersaccharosé avec un pH ajusté a7 (voir
annexe). Les souches a tester ont été ensemencées en stries sur milieu gélosé (Gordana R.
Dimié., 2006). La production des exopolysaccharides se manifeste par 1’apparition de
colonies larges et gluantes et trés visqueuses (Leveau et Bouix ., 1993).
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> Sur milieu a base de rouge de ruthénium

Les souches a tester ont été ensemenceées en stries sur milieu gélosé a base de rouge de rouge
de ruthénium les souches productrices des EPS donnes des colonies blanches (Gordona R .
Dimié , 2006).
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Chapitre 111 : Résultats Et Discussion

1. Isolement et purification des souches lactique

Au cours de notre étude, on a cible I’isolement de dix lactobacillus mésophiles a partir de
deux type de lait fermente vache et brebis, Les bactéries a Gram positif et catalase négative
sont sélectionnées lors de cette étude.

La purification des souches lactique isolée a été réalisée par plusieurs repiquages successifs
sur bouillon et gélose MRS cela a permis d’obtenir des souche pure. Les souche purifies
sont désignes par un code constitue de deux lettres et d’un chiffre (Tableau 25).Tandis que
les caracteres biochimique physiologiques des isolats des souches lactique sont rapportes
dans le tableau 27.

Tableau 25 : Les codes des souches lactique isolées.

Milieu d’isolement Code des souches isolées

LV1
LV2
LV4
LB2
MRS LD2
L1B
LBB2
L1BB
L1

L4
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Tableau 26 : résultats de I’identification phénotypique et biochimique des isolats de
lactobacilles

Souche

LD2 LB2 L1B LBB2

Forme Bacilles 'Bacilles ' Bacilles 'Bacilles Bacilles ' Bacilles ' Bacilles | Bacilles Bacilles
cellulaire

Gram + + + + + + + + +

Catalase - - - - - - - - -

Croissance a
Température
37°C

Croissance a

Température - - - - = - - - -
45°C

Croissance - - - - - - - - -
De
NaCl a 6.5%

Croissance - - = - - - - - _
De
pH 9.6%

Genre Lactobacillus

(-): Test négatif.(+): Test positif.
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2. ldentification phénotypiques des souches de lactobacilles
2.1. Examen macroscopique
A) Sur milieu MRS solide

L’observation directe des colonies sur gélose MRS permet de déterminer les
caractéristiques macroscopiques des bactéries.

Les colonies de Lactobacilles mésophiles développées sur milieu MRS solide sont
moyennes avec un pourtour irrégulier (Figure 12).

(B)

Figure 12 : Aspect macroscopique des colonies de lactobacilles de la souche LV1 et la
souche LB2.

B) sur milieu liquide

La croissance des bactéries lactique apparait sous forme d’un trouble homogéne (Carr et
al., 2002) sur milieu MRS liquide (Figure 13) .
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Figure 13 : Aspect des souches pures sur bouillon MRS.

2.2. Etude microscopique

L’observation microscopique de souches de lactobacilles mésophiles aprés coloration de
Gram réveéle la présence de cellules trés allongées avec présence de segments (Figure 14).

A) (B)
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(©) (D)

Figure 14: Aspect microscopique des souches lactobacillus (G x 100)

(A:LV1,B:LD2, C: L1BB, D: LBB2).

3. Observation macroscopique et microscopique des souches indicatrices
utilisées dans cette étude
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Figure 15 : Culture des bactéries pathogene E. coli 2592 et S. aureus 25923 sur gélose GN.

4. Description microscopique des souches indicatrice

Les résultats de I’observation microscopique de la souche Escherichia coli ATCC 2592 et
de la souche Staphylococcus aureus ATCC 25923 aprés coloration de Gram sont exprimés
dans la figure 16, 17, Tableau 27.

Tableau 27 : Observation microscopique des deux souches Escherichia coli ATCC 2592
et Staphylococcus aureus ATCC 25923 apres coloration de Gram.

Souche pathogéne | ' Observation microscopique
Escherichia coli ATCC 2592 Gram négatif Bacilles cours colorés en
roses
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Gram positif Coques en chainettes et en
amas colorées en violet
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Figure 16 : Observation microscopique de Escherichia coli apres coloration de

Gram (G x 100) .

Figure 17 : Observation microscopique de Staphylococcus aureus bactéries pathogenes

Gram (G x 100)
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5. Etude de quelques aptitudes technologiques des isolats de lactobacilles
5.1. Activité antibactérienne
Les souches E.coli ATCC 2592, Staphylococcus aureus ATCC 25923 ont été utilisées

comme des souches indicatrices pour tester 1’activité antibactérienne des souches lactiques

sélectionnés dans cette étude

Les souches indicatrices E.coli ATCC 2592, Staphylococcus aureus ATCC 25923 ont été
cultivées sur le bouillon nutritif (Figure 18).

Figure 18 : Culture des bactéries pathogéne E. coli et S.aureus dans le bouillon GN.

Toutes les souches de Lactobacillus ont montré une activité inhibitrice contre les deux
souches indicatrices Escherichia coli ATCC 2592 et Staphylococcuss aureus ATCC 25923 a
I’exception la souche (C ; LD2) n’as pas montré un halo d’inhibition contre les deux souches
indicatrices. Les résultats de 1’activité antibactérienne sont exprimés dans le Tableau 28 et
Figure 19, 20, 21, 22.

Les résultats de ’interaction obtenue, révelent la présence d’une zone claire autour des
souches de lactobacilles testés qu’est considérée comme inhibition positive. Les résultats
des zones d’inhibitions représentées dans les photos et tableau ci-dessus :
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Figure 19 : Résultats de I’activité antibactérienne des de lactobacilles vis a vis souches
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

A) La souche : LV1, B) La souche : LBB2, C) La souche : LD2

Figure 20 : Résultat de I’activité antibactérienne des souches de lactobacilles vis a vis
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

D) La souche :LB2, E) Lasouche : LV4, F) La souche : LV2
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Figure 21 : Résultat de I’activité antibactérienne des souches de lactobacilles vis a vis
Escherichia coli ATCC 2592.

A) la souche : LV1, B) la souche : LBB2, C) la souche : LD2

¢

s
e
_

Figure 22 : Résultat de I’activité antibactérienne des souches de lactobacilles vis a vis

Escherichia coli ATCC 2592.
D) la souche : LB2, E) la souche : LV4, F) la souche : LV2
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Tableau 28 : Activité antibactérienne des souches des bactéries lactique vis a vis
Escherichia coli et Staphylococcus aureus.

Les isolats tests (ayant une activité antibactérienne)

Souche
pathogéne LV1 LV2 LV4 LD2 LB2 LBB2
Escherichia + + + - + +
coli
Staphylococcus + + + - + +
aureus

(+): présence du zone d’inhibition.
(-) : absence du zone d’inhibition.

Les souches LV1, LBB2, LB2, LV4, LV2 produisent des substances antimicrobiennes
contre Escherichia coli ATCC 2592 et Staphylococcus aureus ATCC 25923. De
nombreuses études ont confirmé que les souches de Lactobacillus ont des propriétés
antibactériennes contre les bactéries a Gram négatif comme (E. coli) et positif comme (S.

aureus) telles que trouvées par (Labtar et al., 2019 ; Ammor et al., 2005 ).

Ces résultats indiquent que les neufs souches de lactobacilles sont capables de synthétiser

des substances inhibitrices ayant une activité antibactérienne.

5.2. Activité protéolytique

L’activité protéolytique est 'une des caractéristiques technologiques des bactéries
lactiques qui participe a I’amélioration de la qualité organoleptique du produit laitier final.
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Dans cette étude, 1’activité protéolytique se manifeste par 1’apparition de zone claire de
protéolyse autour des lactobacilles. Les résultats obtenus sont monsionnées dans le Tableau
29 et Figure 23.

Toutes les souches de lactobacilles étudiées ont montré une activité protéolytique traduite
par ’apparition d’un halo clair les diametres des halos varie entre 2 et 8 mm de diametre.

Tableau 29 : Valeurs moyennes du diametre de la zone de protéolyse Souches lactiques.

Les souches Activité protéolytiques | Diametre de zones de

protéolyse (mm)

LV1 + 5)
LV2 + 3
LV4 + 4,5
LB2 + 3
LD2 + 3
LBB2 + 8
L1 + 2
L4 + 3
L1B + 7
L1BB + 6

La souche LBB2 a montré un halo d’hydrolyse de diamétre le plus large (8 mm) tandis que
la souche LB2 et LV2, L4 ont monté le méme diamétre d’halo clair (3mm), LV1, LV4, L1B,
ont montré des diamétres des halos qui ont été respectivement (5, 4,5, 7mm) LD2, L1BB.

La souche L1 a montré un halo d’hydrolyse de diametre le plus faible (2 mm)
comparativement aux autres souches.
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Figure 23 : L’activité protéolytique des souches de lactobacillus.

Des résultats similaires sur 1’activité protéolytiques des lactobacilles ont été obtenues par
Shirai et al., (2001) et de Francois et al., (2007).

5.3 Pouvoir aromatisant

Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composées aromatiques a
partir de différentes substrats qui participent aux qualités organoleptiques des produits
fermentés (Raynaud et al., 2003 ; Cholet, 2006). L’acétoine est I’'un des molécules
aromatiques du catabolisme des acides aminés (acide aspartique), comme il peut avoir
comme origine la dégradation totale ou partielle de 1’acide citrique pendant la fermentation
lactique (Hadef, 2012).
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Les résultats obtenus aprés la realisation de ce test dans bouillon clark et lubs sont groupés
dans la figure 16, il apparait que les souches (LV1, LD2, LB2, L1, L1B) ont un pouvoir
aromatique car ils présentent un anneau rouge autour du tube aprés I’ajout de 2 réactifs
(VP1, VP2).

Figure 24 : Production d’arome par les bactéries lactiques.

Les bactéries lactiques qui métabolisent le citrate jouent un réle important dans de
nombreux procédés laitiers (Raynaud et al., 2003).

5.4 Production des exopolysaccharides (EPS)

5.4.1. Sur milieu hyersaccharosé
Les résultats obtenus ont montré que toutes les souches de Lactobacillus produisent des exo-
polysaccharides (EPS) sur milieu MRS hypersaccharosé, par la formation de colonies
larges, gluantes et visqueuses Figure 25 et Tableau 30.

La production des exopolysaccharides (EPS) sur milieu gélosé a base de saccharose, les
souches (LV1, LD2, LB2, L1, L4, LBB2, L1B, L1BB) a été sélectionnées comme
productrices d’exopolysaccharides (EPS) dans le milieu hyper saccharose .
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Tableau 30 : Production d’exo polysaccharides par les bactéries lactique.

Lessouches | Milieu Lait et Rouge de ruthénium = Milieu hyper saccharose

LV1 + +

LD2 + +

LB2 + +
LBB2 + +

L1 + +

L4 + +

L1B + +
L1BB + +

Figure 25 : production des EPS par L4 milieu hypersaccharosé 10%)
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5.4.2. Sur milieu lait a base de rethénium

Les résultats obtenus ont montré que toutes les souches de Lactobacillus produisent des exo-
polysaccharides (EPS) sur milieu lait & base de rethénium, par la formation de colonies de
colonies blanches larges, gluantes et trés visqueuses, les résultats sont montrés dans la

Figure 26 .
Des résultats similaires ont été rapportés par (Leveau et Bouix. ; 1993)

L1iB

Figure 26 : Aspect macroscopique des colonies des souches isolées sur milieu lait et

Rouge de ruthénium.
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Conclusion

Conclusion

Dans cette étude nous avons isolés 10 souches de Lactobacillus a partir des

échantillons de lait de vache et de brebis.

L’identification phénotypique des isolas a été assuré en utilisant des méthodes

classiques dela microbiologie.

Les expérimentations menées dans un premier temps ont a la fois visé I’isolement et la

recherche systémique de souches a potentiel technologique.

Apres I’isolement, les souches de Lactobacillus retenues ont été identifiées par des

tests physico-chimiques et microbiologiques.

Nous avons cherché des propriétés organoleptiques qui sont en priorité lors de la
sélection des souches d’intérét technologique tels que, I’activité protéolytique,

production de I’acétoine, production des exopolysacharides (EPS).

D’une part les résultats suggeérent que la majorité des souches de Lactobacillus isoles
possédent une activité protéolytique, et ont un pouvoir inhibiteur contre 1’agent
pathogene E. coli ATCC2592, S. aureus ATCC25923.

Enfin ,et en perspectives , que ce modeste travail donne libre voie pour des études plus
approfondies afin de mieux utiliser les bactéries lactiques a des fins thérapeutiques ,

industrielles , cosmétiques , et agroalimentaires.
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Annexe 01 : Composition des milieux de culture

Milieu MRS (De Man Rogosa and Sharpe, 1960)
. EXtrait de [eVUIE........c.coviiiiiiiiiieeee e 59
. Extrait de Viande...........cccoeveiieiiiiccece e 109
. PEPLONE.....coiiiii e 10 g
. Acétate de sodium trihydraté.............ccooevviieiieiiee e, 50
. GIUCOSE. ... 209
KH2POA . . oo se e es e 29
. MOSOA.....oo 0,259
" IMNSOZ ... 0,05¢g
. TWEEN 80, ..ottt et 1 ml
] AGAN-AGAN.....eei it 159
. Eau diStill€e .....ooovveeeeeeeee e 1000
ml
Ll PH=16,5
. Stérilisation par Autoclave 120°C pendant 20 minutes
Milieu GN (Gélose nutritive)
. Peptone. ... .o, Sg
. Extrait de viande de beeuf.................. 4¢g
. Chlorure de sodium ...........ccoiiiiiiiiiiiiie e, 5g
. A AT 15¢
. - 1000ml
" PH=72
. Autoclavage 120°Cpendant 20 minutes
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Milieu Y.M.A ( Yeast Milk Agar)

. PEPLONE.....coiiiiiicie 59
. EXtrait de [eVUFe........ccvviieieee e 39
. Lait en POUAIE.......oovviiiiieiieieeieeee e ee eaeeaeenann 10g
] AGAN-AGAN ... it 159
] Eau diStillée. . ....ccoviiieiiieieeceeceeeeeeeeee e 1000
ml
" PH=7.2
. Stérilisation par Autoclave 120°C pendant 20 minutes
Milieu Hyper saccharose
. EXtrait de leVUre........ccooieiiiiiieeee e 30
. Extrait de Viande...........cocveveiieii e 10g
. PEPLONE.....cceii s 25¢g
. SACCNAIOSE. ... e vieieeieciee st e ettt sre e 100g
. NACH .. 1g
KH2POA. ...t 2g
. MGSO4,TH20 ..ot 0,29
. AT, .t e e e eaae e I5¢
. Eau diStillE8 SP ...vveveiieieiecece e 1000
ml
. PH=6,8

Stérilisation par Autoclave 120°C pendant 20 minutes
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Milieu lait a base de rouge de ruthénium

. Laiten poudre........oooviiiiiiiiii e 10g
. Extraitde levure...........oooiiiiiiiiii 0.1g
" Rouge de

ruthénium...........cooooiiiii i 0.08g/I
" Eau distillée

............................................................ 1000ml
" Autoclavage 120°C pendant 20 minutes

Eau physiologique

] Chlorure de sodium ..o, 8.5
g/L

] Eaudistillée ....... ..., 1L

] PH=6.8

" Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min
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7g/L

ml

Clark et Lubs

Peptone trypsique ou polypeptone............ccoeeeeveviennnnnn.. 5-

GIUCOSE. ... 5

Phosphate dipotassique..........c.ovvviiiiiiiiiiiiii e, 5

Eau diStilIEe gSP «.veveeeeirieieisee e 1000
PH=7

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min
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