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Résume :
Les bactéries lactiques occupent une place prépondérante dans l'industrie agroalimentaire depuis
longtemps. Dans cette étude, nous avons isolé des souches lactiques a partir de deux échantillons
de lait cru (chevre et chamelle) provenant des régions de Laghouat et de Mostaganem, ce qui
nous a permis d'obtenir 14 souches Gram positif et catalase négatif.

Notre recherche s'est focalisée sur I'étude de I'antagonisme des bacteries lactiques isolées a partir
de lait cru de chamelle et de chévre contre des bactéries pathogenes. Grace a diverses techniques
microbiologiques et biotechnologiques, nous avons identifié quatorze souches appartenant aux
genres suivants :

Lactobacillus delbrueckii (3)

Lactobacillus fermentum (1)

Streptococcus thermophilus (6)

Enterococcus faecium (1)

Lactococcus lactis (3)

Les résultats des tests technologiques montrent que ces souches sont aptes a une utilisation dans
I'industrie alimentaire, présentant une bonne activité protéolytique et lipolytique, ainsi qu'une
croissance et une acidification optimales dans le lait écréemé a 30°C.

L'étude de l'effet antagoniste des bactéries lactiques productrices de bactériocines, via la
méthode de diffusion en puits, contre trois souches de reférence Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853, Klebsiella pneumoniae ATCC700603 et Proteus mirabilis ATCC35659,

a révelé des résultats positifs et significatifs pour tous les isolats lactiques.

Mots clés : bactéries lactiques, lait cru, chévre, chamelle, caractérisation phénotypique et
technologique.
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Abstract:

Lactic acid bacteria have long held a prominent place in the agro-food industry. In this study, we
isolated lactic strains from two raw milk samples (goat and camel) from the regions of Laghouat
and Mostaganem, which allowed us to obtain 14 Gram-positive and catalase-negative strains.
Our research focused on studying the antagonism of lactic acid bacteria isolated from raw camel
and goat milk against pathogenic bacteria. Through various microbiological and biotechnological
techniques, we identified fourteen strains belonging to the following genera:

Lactobacillus delbrueckii (3)

Lactobacillus fermentum (1)

Streptococcus thermophilus (6)

Enterococcus faecium (1)

Lactococcus lactis subsp. (3)

The results of the technological tests show that these strains are suitable for use in the food
industry, exhibiting good proteolytic and lipolytic activity, as well as optimal growth and
acidification in skimmed milk at 30°C.

The study of the antagonistic effect of bacteriocin-producing lactic acid bacteria, using the well
diffusion method, against three reference strains Pseudomonas aeruginosa ATCC27853,
Klebsiella pneumoniae ATCC700603, and Proteus mirabilis ATCC35659, revealed positive and

significant results for all lactic isolates.

Keywords: lactic acid bacteria, raw milk, goat, camel, phenotypic and technological

characterization.
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Introduction :

Le lait occupe une position stratégique et est une denrée essentielle dans I'alimentation
quotidienne de I’homme, c'est un liquide biologique collecté a partir des mammiféres
(principalement les vaches laitieres) et un aliment complet constitué des principaux
nutriments nécessaires au developpement du corps humain, en particulier le calcium
alimentaire, ainsi que la teneur en vitamines et minéraux. Selon la FAO (2019), la production
mondiale de lait provient essentiellement du lait de vache 81% suivi du lait de bufflonne
15% et d’autres types de laits (chévre, brebis et chamelle) 4%, en 2018 (Kebchaoui, 2013).

Le lait est un aliment dont la durée de conservation est tres limitée. En effet, son pH quasi
neutre le rend facilement altérable par les micro-organismes et les enzymes. Sa richesse et
sa fragilité en font un milieu ideal de reproduction pour de nombreux micro-organismes,
dont les moisissures, levures et les bactéries. Bien que ces micro- organismes soient les
principaux facteurs de dégradation du lait, ils sont historiquement utilisés dans sa
transformation et sa conservation (Kara et Mehieddine, 2020). De nombreux produits
alimentaires subissent une fermentation lactique avant leur consommation, ce qui leur

confere des caracteristiques d'ardmes et de textures tres spécifiques.

Les bactéries lactiques sont reconnues pour I’effet bénéfique de leur présence dans la

production de nombreux produits laitiers depuis de nombreuses années (Atlan et al., 2008).

Les bactéries qui en sont responsables sont toutes classées et regroupées sous la méme
appellation de bactéries lactiques (Ghozlane, 2012). Les bactéries lactiques sont reconnues
pour I’effet bénéfique de leur présence dans la production de nombreux produits laitiers
depuis de nombreuses années (Atlan et al., 2008). Les bactéries lactiques peuvent produire
plusieurs composés a partir de la fermentation des sucres, de I'hydrolyse des protéines et des
lipides. Ces composes peuvent étre sous forme d'acides organiques, de peptides, de
composes antimicrobiens, de composés aromatiques et d'exo polysaccharides. Ces produits
participent notamment a la qualité organoleptique, technologique et nutritionnelle des

produits laitiers (Mozzi et al ., 2010).

Les bactéries lactiques présentent un grand intérét dans I’industrie. Elles sont largement
utilisées dans I’¢laboration des produits alimentaires par des procédés de fermentations
lactiques. Les bactéries lactiques assurent non seulement des caractéristiques particuliéres

d’ardmes et de texture mais aussi une bonne sécurité sanitaire alimentaire. Cette sécurité est




favorisée grace a la production d’acides organiques (acides lactiques et acétiques) qui font
baisser le pH dans le milieu. Les techniques de biologie moléculaires ont permis de mettre
en évidence une forte diversité génomique qui a conduit & la classification récente de treize
genres:  Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella,
Aerococcus, Bifidobacterium (Carine et al, 2009).
Les bactériocines produites par les bactéries lactiques ont une activité inhibitrice dirigée
contre les bactéries Gram+, telles que Bacillus cereus, Clostridium botulinum et Listeria
monocytogenes, qui sont des pathogénes majeurs. Ces bactériocines peuvent également
inhiber la croissance de bactéries proches de la souche productrice.
Notre travail consiste a ’isolement et I’identification des bactéries lactiques a partir des
sources laitiéres naturelles et le rle d’antagoniste vis-a-vis des souches pathogénes
L'objectif de notre travail consiste a isoler et identifier les bactéries lactiques par des
méthodes biochimiques et physiologiques a partir des echantillons des lait naturelles (lait
de chamelle de la willaya de Laghouat et lait de chévre de la wilaya de Mostaganem) .
Notre travail est divisé en trois (03) parties :
» Une étude bibliographique composeée de trois parties :

La premiere rappelant les généralités du lait, ses propriétés et ses types et leur
composition

La deuxiéme représente la classification des bactéries lactiques et leur métabolisme.

La troisieme c’est Les bactériocines
> Une étude expérimentale comprend :

Une étude physico-chimique

Isolement et caractérisation des bactéries lactiques afin de sélectionner des genres

prédominants dans le lait étudié.

L’antagoniste des bactéries lactiques et les bactéries pathogénes

Présentation des résultats obtenus et leurs interprétations, en les comparants aux

résultats des travaux similaires pour valoriser ce mémoire.

» Conclusion et perspectives qui en découlent.
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|.1.Définition de lait en genérale :

Le lait était défini en 1908 au cours du congrés international de la répression des fraudes a
Geneéve comme étant « Le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une femelle
laitiére bien portante, bien nourrie et nom surmenée. Le lait doit étre recueilli proprement et
ne doit pas contenir du colostrum » (Pougheon et Goursaud., 2001).

Selon ABOUTAYEB., 2009, le lait est un liquide blanc, opaque, de saveur légérement
sucrée, constituant un aliment complet et équilibré, sécrété par les glandes mammaires de la
femme et par celles des mammiféres femelles pour la nutrition des jeunes. Le lait cru est un
lait qui n’a subi aucun traitement de conservation sauf la réfrigération a la ferme. La date
limite de vente correspond au lendemain du jour de la traite. Le lait cru doit étre porté a
I’ébullition avant consommation (peut contenir des germes pathogénes). Il doit étre conservé
au réfrigérateur et consomme dans les 24h (FREDOT., 2006).

Le lait est un produit alimentaire fondamental en Algeérie et constitue la base du regime
alimentaire. Bien qu'importante, la production laitiere du pays ne suffit pas a couvrir les
besoins du pays, l'accroissement du cheptel ayant du mal a suivre la croissance
démographique. L'Algérie est le deuxieme plus grand importateur mondial de produits
laitiers apres le Mexique, avec environ 20 % des importations alimentaires attribuées au lait.
De 1996 a 2004, les importations laitieres ont connu une croissance annuelle moyenne de 57
% Afin de pallier sa dépendance aux importations et de répondre a la demande croissante,
I'Algérie doit exploiter au mieux ses ressources laitiéres, en particulier les ressources en
chévres, en brebis et en chamelles, qui sont spécialement adaptées aux conditions agro-

climatiques rigoureuses du Sahara.
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1.2. Le lait de chamelle :

Le lait de chamelle caractérise par sa richesse en lysozyme et en vitamine C, est
naturellement protégé contre les attaques exterieures. En plus, le milieu naturel du
dromadaire, caractérisé par de fortes insolations, des températures élevées et de faibles
humidités relatives, limite le développement des microorganismes (Saidi M et al., 1999).
Le lait camelin a un role important pour la nutrition humaine dans les zones arides et
semiarides. Il renferme tous les nutriments essentiels qu’on trouve dans le lait bovin, en
quantités équilibrées (EI-Agamy et al, 1998).

Le lait de chamelle contient une teneur élevée en agents antibactériens (Lactoferrine,
Lactopéroxydase et le lysozyme) conferent au lait de chamelle une capacité particuliére a le
retenir pendant quelques jours a des températures relativement élevées (environ 25°C)
(Yagil et al., 1994). Par conséquent, la pasteurisation du lait de chamelle n'est pas nécessaire
si tous les chameaux du troupeau sont en bonne santé.

En Algérie, la production du lait de chamelle a occupé 0.5% de la production laitiere totale
durant la période allant de I’an 2000 a 2005 (Senoussi, 2011). Selon les données de la FAO
stat en 2013, I'Algérie produit annuellement 15 000 tonnes de lait de chamelle (chiffre non
officiel), ce qui place I'Algérie au 13e rang mondial des pays producteurs de lait de chamelle.
Cependant, le potentiel de la production laitiere cameline demeurait sous-estimé et
insuffisamment exploité. 1l semble que cette branche du lait de chamelle en Algérie soit la

plus sous-estimée.

SUD.EST S52%
-. SUD-OUEST =%
EXTREME-SUD 30%

Figure 1 : Répartition du dromadaire en Algérie (carte adaptée et modifiée a partir de dmaps.com
et selon les données de Ben Aissa, 1989 ; Abdelguerfi & Ramdane, 2003
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1.2.1. Caractéristiques du lait camelin

1.2.1.1 Caractéristiques organoleptiques

Le lait camelin, est généralement blanc et opaque, avec un godt agréable (Dilanyan, 1959;
Yagil et Etzion, 1980). Le lait de chamelle est de couleur blanche, en raison notamment de la
structure et de la composition de sa matiere grasse, relativement pauvre en B-caroténe
(Sawaya et al., 1984). Il est lIégérement sucré, avec un go(t acide, parfois méme salé (Abdel-
Rahim, 1987) et/ou amére (Ramet, 2003). Cette variabilité dans le goQt est liée au type de
fourrage ingéré ainsi qu'a la disponibilité en eau (Yagil et Etzion, 1980). Il peut se présenter
sous forme crémeux qu’on il est légerement agité (Shalash, 1979).

1.2.1.2 Caractéristiques physico-chimiques

Ce lait présente une composition physico-chimique relativement similaire a celle du lait bovin.
Il se distingue des autres laits par la présence d’un systeme protecteur tres puissant, lié a des
taux relativement élevés en lysozyme, en lactoperoxydase, en lactoferrine et en bactériocines
produites par des bactéries lactiques (Siboukeur et al, 2012).

Tableau 01 : Caractéristiques physico-chimiques du lait de chamelle (Faye, 1997).

Caractéristiques Moyenne Maximum Minimum
rH 6.56 6.8 6.2
Densité spécifique 1.035 1.038 1,025
Pomnt de congélation -0.58° C -0.60°C -0.55°C
Teneur en eau 87.90% 90% 84.80%
Extrait sec total 12.10% 15.20% 10.00%
Taux de matiéres grasses | 3.80% 5.60% 2.50%
extrait sec dégraissé 8.20% 10.30% 6.20%
Teneur azotée totale 3.50% 5.50% 2.20%
dont caséines 2.60 4.10 1.50
dont alb.et glob 0.90 1.40 0.50
Teneur en lactose 3.90% 5.10% 2.60%
Teneur en Cl 0.16% 0.17% 0.14%
Teneur en cendres 0.76% 0.90% 0.60%
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1.2.1.3 Caractéristiques biochimique :

a. Le lactose :

Le taux de lactose contenu dans le lait de chamelle est de 35 g/l (Abdoun et al., 2007). Sa
teneur maximale est de 54 g/l, varie selon le stade de lactation, le changement de
concentration du lactose explique la variation de la saveur du lait de chamelle (Attia et al.,
2003).

b. La matiére grasse :

Le lait de la chamelle de Bactriane est plus riche en matieres grasses que le lait de dromadaire
(Faye, 1997).

Le lait de chamelle est plus pauvre en acides gras saturés de courte chaine (les plus
défavorables a la santé) et beaucoup plus riche en acides gras a longue chaine, notamment
les mono-insatures (acide stéarique, acide oleique notamment) (Siboukeur, 2007).

La teneur en matiere grasse du lait camelin varie de 1,1 a 4,6% (Konuspayeva et al., 2004).
c. Les minéraux :

Les sels minéraux présents dans le lait de chamelle sont aussi diversifiés que ceux rencontrés
dans le lait de vache (Siboukeur, 2007). Le lait de chamelle est une riche source en chlorure
en raison des fourrages broutés par le dromadaire, tels qu’Atriplex et Acacia qui contiennent
habituellement une forte teneur en sel (Al haj et al kanhal, 2010).

Le lait de chamelle contient une quantité de minéraux allant de 6,7g/l (Abdoun et al., 2007)
a 10,5g/l (El-Hatmi et al., 2006).

d. La vitamine C :

La teneur moyenne en vitamine C est égale trois fois plus élevées que celles présentes dans
le lait bovin, qui ne dépassent pas 22 mg/l (Mathieu, 1998).

Lait camelin contient des teneurs plus faibles en vitamines A et E et en certaines vitamines
du groupe B (vitamine B2, B5 et B9) par rapport au lait bovin (Farah, 1993).

e. Les protéines

Les protéines sont des éléments essentiels du lait et des produits laitiers (Jean Amiot et al.,
2002). Elles se répartissent, en deux fractions : les caséines et les protéines du lactosérum
(Wangoh et al., 1998).
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1.3. Définition de lait de chévre :
1.3.1. Lait de chévre :

Le lait de chévre se présente comme un liquide opaque de couleur blanchatre mate, di a
I’absence de p—caroténe. Le lait de chevre est une émulsion de matiére grasse sous forme de
globules gras dispersés dans une solution aqueuse (sérum) comprenant de nombreux
¢léments, les uns a 1’état dissous (lactose, protéines du lactosérum, ... etc.), les autres sous
forme colloidale (caséines) (Doyon., 2005).

En raison de ’absence de B-caroténe, le lait de chévre est plus blanc que le lait de vache et
un go(Qt plus releve que le lait de vache (Zeller., 2005 ; Jouyandah Et Abroumand., 2010).
I1 est légerement sucré, d’une saveur particuliére et une odeur assez neutre (Alais., 1984).
Le lait de cheévre frais a un léger gotlt de chévre da a la présence d’acide gras caprique,
caprylique et caproique (Jaubert, 1997).

Le gott fort du lait de chévre est dii a une traite non hygiénique, a certaines sortes d’aliments
pour bétail, a un traitement inadéquat ou a un mauvais stockage du lait (Boyaval Et Al.,
1999). Le godt depend aussi de la race caprine (Juillard Et Al., 1996).

1.3.2. Particularités et caractéristiques du lait de chévre

1.3.2.1 Composition biochimique

Le lait de chévre est constitué¢ essentiellement d’eau ou sont dissous d’autres éléments tels
que le lactose, les protéines (caséines, albumines et globulines), les minéraux et les
vitamines. A cette phase aqueuse vient s’ajouter des éléments non solubles, et, qui sont les
lipides sous forme de triglycérides (Adrian, 1987)

Plusieurs travaux ont été menés sur la composition du lait de chévre, ainsi, différents
résultats ont été obtenus. A partir de ces résultats il a été déduit que la composition du lait
de chévre dépendait notamment de I’alimentation (Goetsch et al., 2001 ; Cozma et al.,
2014). Les composés nutritionnels tels que la matiére grasse peuvent aussi dépendre de
d’autres facteurs tels que la race et le stade de lactation (Cozma et al., 2014). Ces différences
en composition laissent ce type de lait destiné a la fabrication de multiples fromages et

d’autres produits dérivés (Pacinovski et al., 2015).
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Tableau 2 : Composition biochimique du lait de chévre (Claeys et al., 2014)

Composes Teneur (%)
Mlatiere séche totale 11.9-16.3
Protéines 3-52
Mlatiere grasse 3-7.2
Lactose 32-5
Minéranx 0.7-0.9
Ca (mg/ 100 ml) 85-198
P (g 100 ml) To-153
K {mg/ 100 ml) 140-242
iz (tog/ 100 ml) 10-36
MNa (mg/ 100 ) 28-59
Fe. (g 100 ml) 0.05-0.1
Zn (g 100 1l 0.4-0.6
Cu {mg/ 100 ml) Q.02-0.05
Thiamine {(Vit. B1) (ug 100 mal) 40-58
Faboflavine (Wit. B2) (ug 100 ml) 110-210
INiacine {(Wit. B3) {ng/ 100 mil) 187-370
Acide Pantothenigue (WVit. B3) (g 100 ml) 310
Pyridoxine (Wit BO) (g’ 100 mil) 748
Biotine (Vit. B7) (ng/ 100 ml) 1.5-3.9
Acide Foligque (WVit. B9) {ug/ 100 ml) 0.24-1
Cobalamine (WVit. B12) (ug /1040 ml) Q.06-0.07
Acide Ascorbigue (Wit O (pg/ 100 ml) Q00-1500
Witanmin A (g 100 ml) S0-58
Chole—calciferol (Wit D3} {100 md) 025

1.2.3.2Les element de composition de lait de chévre :

a. L’eau :

Elle forme une solution variée avec les glucides, les minéraux, une solution colloidale avec
les micelles de caséines et une émulsion avec les matieres grasses, le lait de chévre est
constitué de 87% d’eau (Amiot et al, 2002).

b. Les glucides :

Le lactose est le glucide le plus important du lait, d’autres glucides peuvent provenir de
I’hydrolyse de lactose (glucose, galactose) certains glucides peuvent se combiner aux
protéines, formant de glycoprotéines ou peuvent se trouver sous forme libre (Amiot et al,
2002).
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c. Les protéines :

Les protéines de lait de chévre comme celle des autres espéces de mammiféres, sont composé
de deux fraction, I’une majoritaire dénommée caséine (représente environ 80%) (Mahe et
al, 1996), précipite a pH 4,2 pour le lait de chevre et pour le lait de vache (Masle et Morgan,
2001).

d. Les lipides:

Les lipides de lait de se composent principalement de triglycérides, de phospholipides et
forment une émulation. Le lait de chévre est pauvre en carotene et donc, peu coloré par
rapport aux autres laits, il est plus riche en acide gras a 10 atomes de carbone et présente un
pourcentage plus élevé de petit globules gras que le lait de vache, il ne contient pas

d’agglutinines et présenté une activité liasique plus faible que lait de vache (Chilliard,
1987).

1.2.5.5 Matiere minérale :

Ils prennent la forme de sels, de base et acide mais les deux formes principales sont les sels
ionisés solubles dans le sérum et les micelles, les éléments basiques majeurs comme le
calcium, potassique, le magnesium et le sodium forment des sels, avec les constituons acides
que sont les protéines, les citrates, les phosphates et les chlorures, en outre le calcium, le
magneésium, les citrates, et les phosphates se trouvent sous forme colloidale dans les micelles
de caséines (Amiot et al, 2002).

Le lait de chevre semble étre plus riche en calcium, phosphore, magnésium, potassium et
chlore que le lait de vache mais moins riche en sodium (Mabhieu et al, 1977) (Jenness, 1980,
Sawaya et al, 1984).
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I1.1. La découverte des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques ont été retrouvées dans des sédiments datant de 2.75 milliards d’années
bien avant 1’apparition d’oxygeéne dans 1I’atmosphére, ce qui pourrait expliquer leur caractere
anaérobie. De plus, des études sur la physiologie bactérienne mentionnent leur apparition avant
celle de cyanobactéries (Quiberoni et al ., 2001 ; Guetarni, 2013) La premiére culture bactérienne
pure sera d’ailleurs une culture de Lactococcus lactis obtenue et décrite par Lister en 1873 (Lister,
1873, 1889, Weigmann, 1908). En 1890, Storch et al. (Storch, 1980).

11.2. Géneéralités sur les bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques sont des microorganismes utiles a I’homme lui permettant de fabriquer et
de conserver un nombre important de ses aliments. Elles sont surtout connues pour le role qu’elles
jouent dans la préparation des laitages fermentés, elles sont utilisées également dans le saumurage
des legumes, la boulangerie, la fabrication du vin, le saurissage des poissons, des viandes et des
salaisons (EUFIC1999). Elles sont devenues les principaux candidats probiotiques et béneficient
d’un statu GRAS (Generally Regarded AS Safe) (Ait Belghanaoui, 2006).

11.3. Définition:

Le groupe des bactéries lactique a été défini par Orla-Jensen (1919) et reéunit plusieurs genres
caractérises par leur capacité a fermentes les glucides en produisant de I’acide lactique.

Ce sont des coques ou batonnets a gram positif, généralement immobiles et non sporulés. Les
bactéries lactiques ne possedent ni nitrate réductase, ni cytochrome oxydase mais elles peuvent
survivre en présence d’oxygene. L’absence de catalase est caractéristique, mais certaines espeéces
acquiérent cette activité sur des milieux riches en heme (Larpent et al, 1997 ; Bourgeois et al,
1996). Le contenu en GC de leur ADN varie de 33 a 54%, ce qui les classe dans les bactéries a
faible pourcentage de GC (Muto et Osawa, 1987). Ces bactéries ont des exigences nutritionnelles

complexes en termes d’acides aminés, de peptides, de vitamines, de sels, d’acides gras et de sucre

(Dallaglio et al, 1994).
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A : Pediococcus B :Laciococcils C: Lacrobacillus D : Bifidobacrerium

lactis subsp. Lactis acidophilus bifidum

Figure 02 : Bacterie lactique sous microscope électronique ( Maghnia , 2011)

11.4. Habitat :

Les bactéries lactiques sont ubiquistes : Elles sont retrouvées dans différentes niches écologiques
comme le lait et les produits laitiers, les végétaux, la viande, le poisson, les mugueuses humaines
et animales ainsi que dans le tractus digestif, ce qui explique leur température de croissance
hétérogene (Mayo et al., 2010; Klein et al., 1998) .Mais certaines espéces semblent s’adapter a
un environnement spécifique et ne sont guére trouvees ailleurs que dans leurs habitats naturels (De
Roissart, 1986).

Les espéces appartenant aux genres Streptococcus, Lactococcus et Leuconostoc sont
principalement présentes chez les humains, les animaux et les oiseaux. Elles peuvent étre isolées
de la peau des animaux, des matieres fécales, des poussieres, ainsi que de I'ensilage du foin et des
grains. Les espéces du genre Lactobacillus sont encore plus répandues dans la nature, se trouvant
dans les végétaux ou elles contribuent a l'acidification de I'ensilage. On les retrouve également
dans le tube digestif des animaux et des humains en raison de leur résistance aux sels biliaires, et
peu dentre elles présentent un caractere pathogéne. En ce qui concerne les especes du genre

Pediococcus, elles sont quasiment exclusivement présentes sur les plantes.
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11.5. Taxonomie et classification des bacteries lactiques :

Les bactéries lactiques ont été classées sur la base des propriétés phénotypiques :

la morphologie, le mode de fermentation du glucose, la croissance a différentes températures,
I’isomere de ’acide lactique produit et la fermentation des différents hydrates de carbone
(DeRoissart et Luquet, 1994; Holzapfel et al., 2001).

Les bactéries lactiques appartiennent au phylum des Firmicutes, a la classe des Bacilli et a
I’ordre des Lactobacillales (De Vos et al., 2009).Cet ordre comporte 33genres repartis entre
six familles qui sont : Lactobacillaceae, Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Entrococaceae,
Leuconostocaceae et Streptococaceae.Ces genres classés sur la base d’analyse

phylogénétiques des séquences de I’ARNr 16S (Ludwig et al., 2009)

Lb, delbrueckii

Weissella
Leuconastoc
Oenococens

Tetragenococcus

Lb. casei-Pediococcus

Lactococcus

Enterococcus
Streplococcus
Camobacterium

Bacillus

Staphvlococcus

Aerococcus  Listeria

Figure 03 : Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries lactiques,
obtenu par analyse des ARNr 16S (Stiles et Holzapfel, 1997).

11.5.1. Les principaux genres des bactéries lactiques :

La classification actuelle des bactéries lactiques fait apparaitre douze genres qui incluent
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, leuconostoc

,Pediococcus, Oenococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et Weissella

(Stiles et Holzapfel, 1997).
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11.5.1.2. Le Genre Lactobacillus sp:

Le genre Lactobacillus est le genre principal de la famille des Lactobacillaceae. Les
lactobacilles représentent un genre important des bactéries lactiques tant au niveau industriel
qu’au niveau de la flore commensale infantile. L’hétérogénéité des espéces est illustrée par
le contenu en G + C qui peut varier de 32 a 53 % (Schleifer et Stackebrandt, 1983 ; Pilet
et al., 2005).

11.5.1.3. Le genre Lactococcus sp:

Le genre Lactoccoccus est forme de bactéries & Gram positif dont les cellules, en forme de
coques, sont associées par paires ou en chainettes de longueur variable. Elles sont
dépourvues de catalase et ne sont pas capables d’utiliser I’oxygéne mais se multiplient en sa
présence (anaerobies aérotolérantes). Ces bactéries sont thermosensibles et ne peuvent pas
croitre en présence de 6.5% de NaCl ou a pH 9.6. Leur température optimale de croissance
s’étend de 25 a 35°C, respectivement pour les souches de Lc. cremoris et Lc. lactis. Les
Lactococcus sont capables de croitre a 10°C mais pas a une température supérieure a 40°C
(Dellaglio et al., 1994).

11.5.1.4. Le genre Pediococcus sp:

Rassemble des coques homofermentaires dont la particularité qui les différencie des autres
genres est le regroupement en paires ou en tétrades. Le genre Pediococcus est mésophile.
Leur exigence nutritionnelle, leur faible activité protéolytique et le plus souvent leur
incapacité a utiliser le lactose, ne leur permettent pas d’acidifier et de coaguler le lait. Leur
fermentation homolactique donne parfois de I’acide lactique racémique (acide D. L.-
lactique) mais, fréquemment la forme lévogyre L prédomine : les especes osmophiles non
acidophiles ne donnent que cette forme. Ce genre est parfois utilisé comme levain lactique

pour les charcuteries (Guiraud, 1998).
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11.5.1.5 Enterococcus :

Sont des cocci ovoides a Gram positif se présentant isolées, en paires, en chaines courtes ou
elles peuvent étre disposées en groupes (tableaul) (Dellaglio, 1994). Elles peuvent jouer un
role bénéfique dans la maturation et le développement de ’aréme de certains produits
alimentaires traditionnellement fermentés tels que les fromages et la charcuterie. Elles sont
également utilisées comme probiotiques humains, pour traiter les maladies diarrhéiques

causées par des pathogénes d’origine alimentaire (Joubert, 2016).

11.5.1.6. Les Bifidobacterium:

Les bifidobactéries forment le plus important groupe de bactéries intestinales pour la santé
de ’homme. Leur découverte remonte au début du sieécle lorsqu’Henri Tissier les a isolées
de selles d’enfant nourris au lait maternel (Tissier, 1900).

Elles s’installent dans un court temps apres la naissance et devient le groupe dominant des
bactéries (92%) de la microflore de nouveau-né allaité au sein. Les bifido-bactéries sont des
batonnets a aspect variable, cellules courtes, coccoidales, ramifiées, bifurquées, spatulées,
isolés ou en chaine, disposé en palissades. Leur nom provient de leur forme en Y ou V que
les cellules présentent dans certaines conditions de culture. Ces bactéries sont anaérobies,
Gram positives, a sporulées immobiles. Les bifidobactéries métabolisent les carbohydrates
en utilisant une enzyme appelée fructose 6 phosphate phosphokétolase retrouvée uniqguement

chez ce genre bactérien (Hero et al., 2004).

Tableau 3 : Quelques genres de bactéries lactiques (Bekhouche., 2006)

Genres cellules Fermentation ADN Références
G+C(%)
Forme Arrangements

Streptococcus Coques Chaines Homolactiques 34-46 SCHLEIFER,
1986

Leuconostoc Coques Chaines hétérolactiques 36-43 FARROW et
al, 1989

Pediococcus Coques Tétrades Homolactiques 34-42 SCHLEIFER,
1986

Lactobacillus Bacilles Chaines Homolactiques 32-53 KANDLER et
WEISS 1986
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11.5.1.7 Les genres Leuconostoc, Oenococcus et Weissella :

Les cellules de Leuconostoc sont des coques en paires ou en chaines comme les
Streptocoques mais les Leuconostoc sont des bactéries hétérofermentaires produisant de
I’acide D (-) lactique, de 1’éthanol et du CO2. Des études phylogénétiques, basées sur les
séquences des ADN 16S et 23S, ont montré que les especes du genre Leuconostoc sont
hétérogeénes et peuvent étre divisées en trois groupes : un groupe comprenant Leuconostoc
paramesenteroides, un groupe formé par Leuconostoc oeni (actuellement reclassé dans le
genre Oenococcus) et un groupe rassemblant Leuconostoc mesenteroides (espece type du
genre) ainsi que les autres especes du genre Leuconostoc. (Martinez- Muracia et Collins,
1990).

Les espéces du genre Weissella sont constituées de courts bacilles ou de coccobacilles ou
des coques ovoides, a Gram positif, se présentant de maniére isolée ou groupés par deux ou

en courtes chaines, non sporulés, immobiles, catalase négative (Walter et al, 2001).

11.6. Les voies fermentaires des bacteries lactiques :
11.6.1. Définition :

La fermentation est un processus produisant de I’énergie par oxydation de composés
organiques, principalement des glucides, ou un donneur d’¢lectron, NADH ceéde ses
électrons a un accepteur endogéne, le pyruvate Dans la respiration les électrons sont donnés
a un accepteur exogene, 1’oxygeéne pour la respiration aérobie et le nitrate ou le sulfate pour

la respiration anaérobie. (Prescott et al., 2003).
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11.6.2. Voies fermentaires générales du métabolisme carboné :

Les bactéries lactiques utilisent principalement I'une des deux voies majeures du
métabolisme des sucres (Fig 4). Il s’agit des voies homofermentaires (Embden-Meyerhoff-
Parnas, EMP) et hétérofermentaire (voie des pentoses-phosphate). Ainsi, les bactéries
lactiques sont divisées en deux groupes principaux d’espéces homo ou hétérofermentaires

selon la nature et la concentration des produits terminaux issus de la fermentation du glucose.

Glucose
ATR
ADP :
Glucose-65-P NAD- MADH 5 He
_.)'\ wr
Fructose & P Gluconate 6P
ATP NAD-
ADP o co, <£ NADS 4 1=
Fructose-1.6-P Ribulose-5-F
mociase [\ l
A _ Xylulose-5P
A Transcftolace
R v . ;
Glycéraldéhyde-3-P «——s Dihydroxyactone-P Ghycéraldéhyde-3-P Acétyl-P
INAD 25 P NAD- coa
> ZHA \g WADE & H- -: L
2 {1,3-Diphosphoglycérate) 1.3-Diphosphoglycérate Acétyl-Coa
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Figure 04 :Représentation schématique des principales voies de fermentation des hexoses
chez les bacteéries lactiques.

ATP : adenosine triphosphate.

ADP : adénosine diphosphate.

NAD+/ NADH, H+ : Couple oxydant/reducteur du nicotinamide adénine dinucléotide.
Pi : phosphate inorganique. (Makhloufi., 2012)
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11.7. Fermentation des bactéries lactiques :

11.7.1. Voie homofermentaire :

Les bactéries lactiques homofermentaires comprennent les especes de lactocoques,
pédiocoques, ainsi que certains lactobacilles. Cette voie conduit dans des conditions
optimales de croissance a la production de deux molécules de lactate et deux molécules
d’ATP par molécule de glucose consommée (Thompson et Gentry-Weeks., 1994). Des
sucres autres que le glucose peuvent également étre fermentés via cette voie
monosaccharides, disaccharides, hexitols. Ces micro-organismes présentent un métabolisme
de type homolactique lorsque le lactate représente plus de 90 % des produits de fermentation.
Dans certaines conditions de croissance (certains sucres, limitation carbone.), le
métabolisme de ces bactéries se diversifie vers un métabolisme mixte avec production en
plus du lactate, de formiate, de CO2, d’acétate et d’éthanol (Cocaign-Bousquet et al., 1996).
La fructose-1,6-bisphosphate aldolase (FBA), est une enzyme clé présente chez toutes les
especes homofermentaires et indispensable au fonctionnement de la voie EMP. Cette
enzyme catalyse la réaction menant a partir du fructose-1,6-bisphosphate (FBP) a deux
molécules a 3 carbones, le dihydroxyacétone-phosphate (DHAP) et le glycéraldéhyde-3-
phosphate (GAP).

11.7.2. Voie hétérofermentaire :

Les bactéries lactiques qui fermentent le glucose en produisant, en plus de I’acide lactique
(moins de 1,8 moles par mole de glucose), de 1’acétate, de 1’éthanol et du CO2 sont dites
hétérofermentaires (Thompson et Gentry-Weeks., 1994). Les groupes principaux de
bactéries présentant ce type de métabolisme sont les leuconostocs et certains lactobacilles.
Ces microorganismes sont dépourvus d’une FBA, d’une triose-phosphate isomérase (TPI)
ainsi que d’un systéme PTS fonctionnel. Dans ces conditions, le glucose est accumulé par
I’intermédiaire d’un transport actif puis subit une phosphorylation intracellulaire par le biais
d’une glucokinase (GLK) ATP-dépendante. Le glucose-6-phosphate emprunte ensuite la
partie oxydative de la voie des pentoses-phosphate qui conduit a la formation de xylulose-
5- phosphate. Le xylulose-5-phosphate est scindé en acétyl-phosphate et glycéraldéhyde-3-
phosphate par la D-xylulose-5-phosphate phosphocétolase, enzyme spécifique a la voie
hétérofermentaire. Enfin, I’acétyl-phosphate est converti en éthanol ou en acétate, et le GAP

qui rejoint la glycolyse est métabolisé en acide lactique. Le métabolisme hétérofermentaire
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est deux fois moins énergétique que le métabolisme homofermentaire puisqu’une mole de

glucose conduit a la production d’une mole de lactate, d’éthanol, de CO2 et d’un seul ATP.

11.7.3. Métabolisme des protéines (la protéolyse) :

Aprés 'utilisation des acides aminés et des peptides libres, les bactéries lactiques doivent
hydrolyser les protéines pour croitre dans le lait. Le systeme protéolytique de ces bactéries
est constitu¢ de deux types d’enzymes distinctes : les protéases capables d’hydrolyser des
protéines natives par exemple les caséines ou leurs dérivés et les peptidases détectées par
I’hydrolyse de peptides issus de la dégradation des protéines. Ces enzymes peuvent étre
intracellulaires ou liées a la paroi bactérienne (Leveau et al., 1993).

Les enzymes intracellulaires peuvent étre libérees dans le milieu extracellulaire par
I’autolyse bactérienne lice a 1’dge de la cellule ou aux conditions physiologiques
défavorables qui activent les autolysines capables d’hydrolyser les peptidoglycanes de la
paroi (Roudj et al., 2009). La protéolyse du lait par les bactéries lactiques est résumee dans
la (figure05)

] caséine

\ peptides dérivés
oo de la caséine

endopeptidases

proline peptidases V4

e lAcides aminés | “

Figure 05 : Protéolyse du lait par les bactéries lactiques

La machinerie protéolytique du lactocoque est composée : d'une protéase extracellulaire
ancrée a la paroi (PrtP), de trois systemes de transport de peptides et d'un grand nombre de

peptidases intracellulaires (figure) (Casaburi et al., 2008).
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11.7.4. Métabolisme des acides gras (la lipolyse) :

Les lipases bactériennes catalysent en partie la production des acides gras a longues chaines
a partir des mono et di glycérides, alors que les estérases permettent la libération des acides
gras volatils. Les acides gras, dont la concentration augmente pendant 1’affinage, seraient
responsables en partie de la flaveur typique des fromages a pate pressée cuite. lls sont
également des précurseurs pour la formation de méthylcétones, alcools, lactones et esters
(Siegumfeldt et al., 2000). La figure 06 présente les différentes voies conduisant a la

formation de ces composés.
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Figure 06 : Principale voie de lipolyse (Siegumfeldt et al., 2000)
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11.8.1. Intérét des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques jouent un réle important que ce soit dans I’industrie alimentaire ou

dans le domaine thérapeutique.

11.8.2. Dans ’industrie alimentaire :

Ce sont des laits fermentés et I'acidification se traduit par la formation de caillé + ou —.
Selon des bactéries lactiques sont présentes, Selon le produit, la fermeté souhaitée (yaourt
ferme) ou creme (yogourt brassé ; kéfir) pour obtenir une consistance définie.

L'utilisation de souches plus ou moins acidifiées peut étre combinée avec I'utilisation de

souches productrices de polysaccharides (Belaidouni, 2017).

11.8.3. Pouvoir texturant :

La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des exopolysaccharides (EPS) joue un role
important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés (Welman et Maddox,
2003). Ces composés polymeres sont généralement considérés comme des agents épaississants
naturels en industrie alimentaire. Les Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus et Steptococcus
thermophilus produisant des EPS sont utilisés en tant que starters fonctionnels dans la fabrication
des yaourts, ceci afin d’améliorer la texture, éviter la synérése et augmenter la viscosité des
produits finis (Durlu-Ozkaya et al., 2007). L’utilisation des EPS produits par les souches
Lactococcus lactis ssp. cremoris est tres prometteuse pour la structure et la viscosité des produits

laitiers fermentés (Ruas-Madiedo et al., 2005).

11.8.4. Pouvoir aromatisant :

Certaines bactéries lactiques sont capables de produire des composés d’ardmes qui participent
aux qualités organoleptiques des fromages. La plupart des composés d’arome sont issus du
métabolisme du citrate : I’acétoine et le diacétyle sont les plus importants (Tamime, 2002). Cette
fonctionnalité est particulierement importante lors de I’élaboration des laits fermentés, des
fromages frais, crémes et beurre, dont I’arome principal est li€¢ a cette activité microbienne
(Cholet, 2006). La production de diacétyle est généralement associée a la fermentation du
citrate. Les lactobacilles synthétisent de 1’acétaldéhyde. La teneur en acétaldéhyde est a la fois
fonction de son degré de synthése et du rythme de sa dégradation (Vignola, 2002).

Les leuconostocs hétérofermentaires sont souvent associés aux lactocoques dans la production
de composants aromatiques (éthanol, acide acétique, diacétyle et acétoine) (Mahaut et al ,
2000).
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11.8.5. Pouvoir protéolytique :

La protéolyse joue un role clé dans plusieurs processus biologiques chez les bactéries
lactiques : nutrition azotée, activation et dégradation de protéines, la machinerie
protéolytique des bactéries lactiques est constituée d’un ensemble d’enzyme qui différent
par leur mécanisme catalytique, leur spécificité d’hydrolyse, leur localisation cellulaire et
leur role. Les bactéries lactiques possedent un systéeme protéolytique complexe qui assure
leur croissance dans des milieux & faibles concentrations en acides aminés libres et
oligopeptides comme le lait (Vignola et al., 2002).

Le systeme protéolytique joue un rdle clé dans la fermentation du lait et permet 1’obtention
des acides aminés a partir des caséines, les protéines les plus abondantes dans le lait
(Moussaoui, 2013).

11.8.6. Pouvoir lipolytique :

La lipolyse a été largement étudiée dans le domaine alimentaire. Elle joue un réle important
dans la formation des substances aromatiques des produits transforme tels les jambons secs
et les saucissons secs, bien que parfois elles soient a I’origine d’altérations. L.’addition des
lipases exogenes augmente significativement et rapidement la concentration en acides gras
libres des produits fermentés (Nguyet, 2008).

Les bactéries lactiques possédent des enzymes lipolytiques capables d’hydrolyser une
multitude d’esters d’acides gras, des substrats de tri-di et mono acylglycérols (Liu et al.,
2001). L’activité lipolytique est relativement faible chez les ferments lactiques, et de tres
faible activité estérolytique, l'activité lipasique contribue a I'¢laboration de la flaveur dans
les produits laitiers particulierement dans la maturation des fromages (Mahamedi, 2015).
11.8.7. Activité acidifiante :

L’activité¢ acidifiante est I'une des principales fonctions des bactéries lactiques dans la
fabrication des produits fermentés, les bactéries lactiques provenant des matieres premiéres
ou de I’environnement sont responsables de la production d’acide lactique résultant de
I’utilisation des hydrates de carbone (Visessanguan et al, 2006). L’activité acidifiante des
ferments dépend de la nature et de I'équilibre entre les différentes souches présentes, en
particulier, la présence de certaines espéces ou mélanges d'especes différentes va permettre
d'obtenir l'activité voulue.

Cependant, il est important de souligner qu'il existe une forte variabilité de l'activité
acidifiante des bactéries lactiques, y compris au sein d'une méme espéce (Corrieu et
Luquet, 2008).
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11.9. R6le dans la conservation :

v Production d'acide lactique : ont un réle important dans I’inhibition des flores non
lactiques.

v Production de bactériocine : Ces peptides antimicrobiens sont synthétisés par un tres
grand de nombreuses souches de bactéries lactiques, elles sont généralement

thermorésistantes (Belaidouni, 2017).
11.10. Effets sur les propriétés sensorielles :

En produisant des produits autres que l'acide lactique, tels que le diacétyle et

I'acétaldehyde, qui est responsable de la saveur unique (Boudjemaa., 2008).
11.11. Dans le domaine thérapeutique :

Différentes bacteries lactiques apportent des bénéfices a I’hote en conférant une balance de
lamicroflore intestinale, et en jouant également un réle important dans la maturation du
systéeme immunitaire (Yateem et al.,2008). Différentes études ont démontré le réle préventif
aussi bien que curatif de ces bactériessur plusieurs types de diarrhées (Mkrtchyan et
al.,2010).

D’autres ont cité leur capacité¢ de diminuer les allergies liées aux aliments grace a leur
activité protéolytique (EI-Ghaish et al.,2011).

Certaines souches comme Lactobacillus crispatus ont démontré la capacité de protection
vis-a-vis des infections et utilisées sous forme de suppositoires pour empécher la
colonisation du vagin par les bactéries pathogenes et de prévenir ainsi les rechutes chez les
femmes qui souffrent d’inflammations fréquentes et répétées de la vessie (Belaidouni,
2017).
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11.12. Pouvoir antimicrobien : (Antibactérien, Antagoniste) :

Les bactéries lactiques peuvent synthétiser des substances antibactériennes et sont utilisees
dans la fermentation et la bioconservation des aliments. (Labioui et al., 2005)

Les bactéries lactiques constituent un moyen biologique efficace pour la préservation des
qualités hygiéniques des aliments, du fait de leur aptitude inhibitrice vis-a-vis des
microorganismes nuisibles (Caridi et al., 2003). En effet, les bactéries lactiques produisent
de nombreux métabolites aux propriétés antimicrobiennes, comme des acides organiques,
du peroxyde d’hydrogéne, du dioxyde de carbone, de la reutérine, du diacétyle et des
bactériocines (Dortu et Thonart, 2009).

Durant la fermentation du lait, différents agents antimicrobiens ayant la capacité d’inhiber
le développement de bactéries pathogenes et/ou d’une flore de dégradation de 1’aliment sont
produits par les bactéries lactiques.

- Les acides organiques, comme 1’acide lactique, I’acide acétique ou I’acide propionique,
élaborés lors de la fermentation des glucides, peuvent inhiber des levures, des moisissures et
des bactéries.

- Le peroxyde d’hydrogéne produit par les bactéries lactiques s’accumule dans
I’environnement et peut inhiber certains microorganismes (Ammor et al., 2006).

- Les bactériocines produites par les bacteries lactiques sont des peptides antimicrobiens de
faible poids moléculaire. 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 monocytogenes (Dortu
et Thonart, 2009).
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Chapitre 111 les bactériocines

I11.1. Historique :

La premiére découverte des bactériocines a été rapportée il y a pres d'un siecle, lorsque Gratia
(1925) a montré l'inhibition des souches d'Escherichia colis S par du matériel thermostable
provenant de la culture d'E. coli V. Ces inhibiteurs étaient appelés colicines en référence a I'espece
productrice. L'inhibition de la croissance de diverses bactéries lactiques par un métabolite produit
par S. lactis, classé aujourd'hui sous le nom de L. lactis, est a la base de la découverte des premiéres
bactéries produites par des bactéries lactiques, et c'était en 1928. Whitehead I'a décrit cing ans plus
tard et en 1947, il I'a nommé nisine. En 1951, d'autres travaux ont démontré que lors de la
maturation du fromage, Clostridium était inhibé par la nisine. Depuis cette date, il est recommandé
d'utiliser des bactériocines pour lutter contre la contamination des aliments. Selon Klaenhammer
(1988) et Margaret & John (2002), 99% d'une espéce bactérienne peut produire au moins un type
de bactérie (Hammi, 2016).

111.2. Définition :

Les bactériocines sont des substances antibactériennes produisent par certains germes bactériens
comme les bacteéries lactiques, ces molécules sont de la nature peptidique ou protéique, de poids
moléculaire variable, a activité bactéricide, soit a spectre étroit (contre des especes apparentées)
soit a large spectre (contre différents genres). La biosynthése de la bactérie est une caractéristique
trés recherchée dans les milieux industriels alimentaires et pharmaceutiques en raison de son
potentiel en tant que bioconservateur et biopréservateur (Mermouri, 2018).

111.3. Nomenclature :

La nomination des bactériocines est attachée soit au genre ou a I’espéce de la premiére souche
productrice en ajoutant le suffixe «cine » pour indiquer le pouvoir létale ; par exemple: la
plantaricine est la bactériocine produite par Lactobacillus plantarum (Karthikeyan et Santhosh,
2009).

I11.4. Nature :

Les bactériocines des bactéries lactiques sont des protéines ou des complexes de protéines
constituées généralement de 30 a 60 acides aminés. Ces substances peuvent étre des protéines
simples comme elles peuvent étre associées a une partie lipidique ou glucidique. Certaines d’entre
elles renferment des acides aminés inhabituels tels la lanthionine et la f-méthyle lanthionine

(Karthikeyan et Santhosh, 2009).




I11.5. Propriétés :
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Certains critéres des bactériocines produites par les bactéries lactiques justifient leur choix comme

bioconservateurs (Thakur et Roy, 2009) :

>
>
>

>
>
>

111.6.

Considérées comme ,,GRAS" (Generally Recognized As Safe) ;

Inactives et non toxiques contre les cellules eucaryotes ;

Généralement thermostables et tolérantes aux variations du pH ; - possédent un spectre

d’activité relativement large ;

Mode d’action généralement bactéricide (membrane cytoplasmique) ;

Déterminants génétiques codés par les plasmides ;

Sensibilité aux protéases et digestibilité dans le tractus intestinal

La classification des bactériocines :

Les bactériocines des LAB constituent un groupe hétérogéne d“antagonistes bactériens dont la

taille moléculaire peut aller de quelques milliers de daltons jusqu’a des molécules beaucoup

plus complexes, mais dont la nature est exclusivement protéique. En se basant sur leurs

caractéristiques structurelles et activité biologique (klaenhammer(1993) a établi quatre classes

de bactériocines, dont seulement trois sont maintenues actuellement (Nes et al, 1996) la

découverte et la caractérisation de nouvelles bactériocines ont impose des modifications

notables sur la classification proposée par klaenhammer.

Tableau 4 : classification des bactériocines de bactéries lactiques (d’apreés Nes et al. 1996)

Classe

Sous catégories

Classe I : lantibiotique

Type A : molécule liniére

Type B : molécule globulaire

Classe II: |pactériocines non modifié

thermostables.

Classe Ila : anti-Listeria
Classe ITh : bactériocine a deux composants

Classe IIc : autre bactériocines

Classe IIT: bactériocines a grandes taille

sensible a la chaleur
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111.6.1. Les bactériocines de la classe I :

111.6.1.1. L antibiotique :

Possedent une masse moléculaire comprise entre 1.8KDa et 4.1KDa et contiennent des
acides aminés particuliers obtenus par modification post-traductionnelle, qui sont la
lanthionine, la B-méthyl-lanthionine, la déhydrobutyrine et la déhydroalanine (Carine et al,
2009). La classe des lantibiotique est divisée en six groupes en fonction de leur homologie
de séquence, on trouve les cartes groupes décrit par (Towmey et al (2002) :

[10Groupe nisine : Des lantibiotiques de type linéaire ; cationique structurées en hélice a
amphiphiles et de masse moléculaire comprise entre 2,1 et 3,5 KDa. (Towmey et al, 2002).

e Groupe lacticine 481 : Ont une masse moléculaire comprise entre 2,3 et 3,5 KDa et
présentent une structure linéaire en position N-terminale et globulaire dans la partie
C terminal. (Towmey et al, 2002).

e Groupe Mersacidine : Ces lantibiotiques ont une masse moléculaire comprise entre
1,8 et 2,0 KDa et possédent une forme globulaire (Towmey et al, 2002).

e Groupe cinnamycine : Ce groupe comprend des lantibiotiques ayant une masse
moléculaire comprise entre 1,9 et 2,0 KDa et sont secrétés par des bacteries
appartenant au genre Streplomyces. (Towmey et al., 2002).

e Groupe a deux composants : Ce groupe correspond aux lantibiotiques possédant
deux composés peptidiques. La masse moléculaire de ces peptides est comprise entre
2,6 et 4,2 KDa. Les deux peptides ont un effet synergique sur les cellules cibles.

111.6.1.2. Bactériocines de classe 11 :

Les bactériocines de la classe Il Sont de faible masse moléculaire (<10KDa); thermostables
et ne subissent pas de modification post traductionnelle. Cette classe a un grand nombre de
bactériocines et a été divisée en trois sous classe (Drider et al, 2009)

[10JSous classe Ila: Sont des peptides composés de 36 a 48 acides aminés (Drider et al,
2009). Les bactériocines de cette classe sont actives contre les bactéries des genres Listeria,
Enterococcus, Lactococcus (Calvez et al, 2009).

[00Sous classe 11 b: La sous classe Il b représente les bactériocines a deux composants

peptidiques qui y a un nombre d’acides aminés compris entre 30 et 40. (Carine et al., 2009).

Sous classe Ilc : Contient les bactériocines telle que la lactococine B. La classification
actuelle définit les bactériocines de la sous classe Ilc comme étant les bactériocines n’ayant

pas toutes les caractéristiques de sous-classes Ila et 11 b (Calvez et al, 2009).
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111.6.1.3. Bactériocines de classe 111 :
Ont une masse moléculaire supérieure & 10KDa et sont thermosensibles (Calvez .2009).La

structure et le mode d“action de ces bactériocines différent complétement des autres

bactériocines produites par les bactéries lactiques. Voir tableau 4 Cette classe ne contient

que quatre bactériocines.

Tableau 5 : les quatre bactériocines de la classe I11 (Moll et al, 1999).

Bactéeriocines Especes producteur
Helveticin lactobacillus helveticus
Entérolysine A Enterococcus faecium
Zoocin A sterptococcus zooepidmicus
Millericin B sterptococcus milleri

I11.7. Mode d’action des bactériocines :

L'activité inhibitrice des bactériocines se manifeste par une interaction avec les lipides
anioniques constituant les membranes bactériennes. Elle aboutit a :

-la formation de pores dans la membrane cytoplasmique des cellules cibles

-la chute du potentiel de membrane menant a la perte de leur force proton motrice

-une rupture du métabolisme énergétique.

- l'arrét de la synthése de macromolécules qui conduisent a la mort des cellules cibles.
L'action des bactériocines sur les cellules cibles peut également entrainer des effets

bactériostatiques et sporostatiques (Gonzalez et al.1994, Tagg et al.1976)
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Figure 07 : Mode d’action des bactériocine de bacteries lactiques (Paul et al ,. 2005)

I111.8. L’intérét des bactériocines :

Les bactériocines sont maintenant largement utilisées en science alimentaire pour prolonger
la durée de conservation des aliments (Ghrairi et al, 2012), qui inhibent l'infection
pathogene des maladies animales et l'industrie pharmaceutique et médicale pour le

traitement des cancers malins (Lancaster et al, 2007).

111.9. Domaines d'application des bactériocines :

Les bactériocines sont habituellement reconnues comme sdres, sont sensibles aux protéases
digestives et ne sont pas toxiques pour les cellules eucaryotes. Elles ont une grande tolérance
aux variations de pH et aux traitements thermiques. Leur spectre antimicrobien peut étre
large ou étroit, elles peuvent donc cibler sélectivement des bactéries pathogéne ou
d’altération sans inhiber les bactéries indispensables et ont un mode d’action bactéricide
(Galvezet al., 2007). Les bactériocines doivent cependant étre considérés comme un moyen

de préservation complémentaire a ceux existant.
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111.9.1. Utilisation alimentaire :

Les bactériocines sont employées dans plusieurs domaines. Leur utilisation dans le domaine
alimentaire est devenue trés intéressante grace a leur potentiel d'assurer une sécurité
microbienne et une bonne qualité du produit alimentaire (Benech et al., 2002). L'utilisation
des bactériocines comme additifs naturels dans les aliments a suscité l'intérét du
consommateur qui cherche & minimiser I'utilisation des additifs chimiques artificiels dans
les produits alimentaires.

Plusieurs études ont montré l'efficacité de la nisine en tant qu'agent de conservation dans les
aliments comme la truite fumée, les produits a base d'ceufs liquides pasteurisés les fromages
et d'autres produits laitiers Afin de s'assurer de l'efficacité des bactériocines utilisées pour
des applications alimentaires en tant que préservateurs, un conservateur alimentaire doit
avoir les propriétés suivantes :

— étre actif sur les micro-organismes pathogeénes aussi bien que sur ceux responsables des
altérations des aliments ;

— étre inoffensif pour les humains ou les animaux ;

— étre stable et non détruit au contact de I'aliment ou du micro-organisme ;

— étre rapidement soluble et distribué uniformément dans 1’aliment (Delves-Broughton et
al., 1996).
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Matériels et méthodes :

1. Objectif :

Les objectifs de cette étude s’appuient sur les points suivants :

« Isolement des bactéries lactiques de différentes sources laitiéres naturelles

« Etude des caractéristiques phénotypiques, physiologiques et biochimiques des souches
isolées.

« Caractérisation phénotypique, physiologique et biochimique d'isolats de bactéries
lactiques.

« Recherche des propriétés technologiques des isolats, Le réle antagoniste des souches

lactiques contre les souches pathogénes.
2. Lieu et période d’étude :

L’intégralité de ce travail a été réalisée au laboratoire de microbiologie de 1'université de
Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem durant une période de deux mois allant du 01 Mars
jusqu’au 10 Mai 2024.

3. L’échantillonnage et techniques de prélévement de lait :

L’échantillon de lait cru de chamelle provient de la Wilaya de Laghouat et de chévre de
Wilaya de Mostaganem. Les échantillons ont éte recueillis dans un flacon en verre de 250ml
stérile et conservé dans une glaciere et acheminé directement au laboratoire de
Microbiologie de 1’université de Mostaganem.

Les échantillons ont été soigneusement étiquetés (lieu et date de prélévement....).

4. Matériels expérimentaux :

4.1. Les souches pathogenes :

Tableau 6 : les souches pathogénes utilisé pour I’antagoniste

La souche Code
Proteus mirabilis ATCC35659
Klebsiella pneumoniae ATCC700603
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853

Les souches pathogenes de référence ont été obtenues avec l'aide de la Doctorante
Maghnia DJ.
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5. Analyses physico chimiques :

5.1. Mesure de pH :

La valeur du pH a une importance exceptionnelle par I’abondance des indications qu’elle
donne sur la richesse du lait en certains de ces constituants, sur son état de fraicheur ou sur
sa stabilité (Mathieu, 1998).

5.2. Détermination de Pacidité titrable :
L’acidité peut titrée de fagon précise a I’aide de la soude Dornic (N/9).
On introduit 10 ml de lait a analyser dans un bécher de 100 ml en présence de 0,1 ml de
phénolphtaléine a 1% dans ’alcool a 95%. La soude Dornic (N/9) est rajoutée (a la burette)
jusqu’au virage au rose pale. La coloration rose doit persister au moins 10 secondes (Guiraud,
1998).
L’acidité est exprimée en degrés Dornic (°D) selon la formule suivante :

Acidité (°D) = VNaOH.10

VNaOH : Volume de la soude Dornic utilisé pour la titration.

6. Isolement et culture de la souche lactique :

6.1. Préparation des échantillons :
Isolement et identification des souches lactiques se fait aprés coagulation de lait crue (lait de

chévre et le lait de chamelle).

R
Le tube contenant du lait de chévre est placé dans un I _J
/_‘ incubateur a une température de 37°C pendant 24h ﬁ»
jusqu'a la coagulation
A
Y \
£ \
. _—_ \’
Répartition des échantillons —_—
de lait (chamelle , chévre ) S5
Le tube contenant du lait de chamelle est placé dans un i
incubateur a 45°C pendant 48h jusqu'a ce qu'il coagule

Figure 08 : Schéma représentatif de la préparation de 1’échantillon
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6.2. Les dilutions :

Apreés homogénéisation des tubes contenant les échantillons, on effectue des dilutions
décimales qui vont en général de 10 jusqu’a 10®. On préléve a partir des 03 derniéres

dilutions 0,1 ml qu’on étale en surface sur milieu (MRS ou M17) les boites sont incubées a
37°C pendant 24 heures.

Q

1ml de la solution mére ml mi mi mi
B e i W R Y ek TR

N\
dilution décimale
solution mére 107 102 10° 10+ 103 10°%
MRS = MRS e MRS
M17 M17 M17

Diposition de 4 gouttes de chaque dilution et faire un
ensemencement en surface, puis incubation en 30°C et 37°C

Figure 09 : Schéma représentative de la technique de dilution et d’ensemencement

e Incubation a 37°C pendant 24h pour I’isolement des streptocoques lactiques (Lactococcus,

Streptococcus et Enterococcus) sur milieu M17 (Guiraud, 2003, Bekhouche, 2006).

¢ Incubation a 30 °C et a 45 °C pendant 72h sur milieu MRS, pH=5,5 pour I’'isolement dese

Lactobacilles mésophiles et thermophiles respectivement (Corrieu et al., 2008,
Doumandji et al., 2008, Kerfouf et al., 2010).
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6.3. Purification :

La purification est effectuée par quatre repiquages successifs d’étalement en milieux MRS
et M17 solides (Labioui et al., 2005).

Les souches bactériennes sont ensemencées par la méthode des stries sur milieu solide et

cultivées a une température de 37°C pendant 24h-48h et 72h. Seules les bactéries a Gram
positif et catalase négative ont été retenues.

colonie blanchatre

/
o Ry
Feo . ¢

R
- Y /
—~——" ST
Reéalisation de la coloration de Gram et le test
de la catalase et observation microscopique

Réensemencement dans le milieu liquide MRS et
M17 et incubation a 37°C/30°C

"‘-‘ Répéter l'operation X4

; | °

conservation

Figure 10 : Schéma représentative de la méthode de purification

7. Conservation des bactéries lactiques :
7.1. Conservation a court terme :
La conservation des isolats purifiés est réalisée par ensemencement sur gélose inclinée. Apres

incubation a 30°C pendant 18 heures, les tubes sont conservés a 4°C. Le renouvellement des
cultures se fait tous les trois semaines (Saidi et al, 2002).

7.2. Conservation a long terme :

Les souches sont congelées dans des tubes Eppendorf a -20°C dans une solution contenant
70% de glycérol et 30% de Bouillon de milieu de culture.
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8. Caracteérisation et identification des souches lactiques :

8.1 Caractérisation morphologique :

Des observations macroscopiques et microscopiques des isolats ont été utilisées pour
concevoir cette étude.

8.1.1 Examen macroscopique :

Cet examen permet de constater la morphologie des colonies obtenues sur milieux solide.
Ainsi, déterminer la forme, taille, couleur et aspect des colonies et sur milieu liquide
présentant un trouble du milieu. (Johnson et al., 1980).

8.1.2 Examen microscopique :

Le frottis bactérien a été préparé a partir de colonies suspectes en cultures pures, puis fixé
et coloré par la méthode de Gram. (Voir I’annexe).

8.1.3 Coloration de Gram :

La coloration de Gram est effectuée sur frottis. Elle permet de distinguer deux types de
bactéries, les bactéries Gram négatifs (G-) et les bactéries Gram positives (G+). Celles-ci
différent par la composition de leur paroi, notamment par 1’épaisseur du peptidoglycane, par
la présence d’une membrane externe (Larpent, 1990).

Les bactéries lactiques sont des bactéries a Gram positif, elles fixent le violet de Gentiane.
9. Tests physiologiques :

9.1 Recherche de catalase :
La catalase est une enzyme de dégradation de I'eau oxygenéee (H202) en eau métabolique
(H20) et oxygene (O2) La colonie est émulsionnée dans une goutte d'eau oxygénée, placée sur

une lame propre. Le processus chimique de dégradation d'eau oxygénée est le suivant :

2H202 catalase . 2H2O + Q2
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9.2. Test de croissance a différente températures :

L’aptitude a la culture est testée a 15°C, 37°C et a 45°C en ensemencant des tubes de bouillon
M17 et MRS. Ce test est important car il permet de distinguer les bactéries lactiques
mésophiles des bactéries lactiques thermophiles (Leveau et al, 1991). Les tubes sont
examinés pendant une période de 24h a 48h, et la croissance est appréciée par l'apparition

de trouble.
9.3 Test de croissance en déférentes pH : (pH=9,6 ; pH=6,5 ; pH=4.5)

Toutes les souches sont inoculées dans des tubes contenant 5 ml de milieu stérilisé avec un
bouillon MRS ajusté a différents pH avec une solution de NaOH ou d'HCI.

9.3.1 La croissance a pH=9.6 :

Ce test a pour but de distinguer Enterococcus et Streptococcus thermophilus.

Aprés avoir ’ensemencement dans un milieu MRS avec un pH de 9,6 pendant une période
de 24 heures, la culture est incubée a 37°C. Un trouble dans le tube se traduit par une
croissance.

9.3.2 La croissance a pH=4.5:

Il permet de caractériser le Lactobacillus. Les étapes décrites a pH=9,6 sont reproduites.
L'apparition d'un trouble dans le tube est également un signe de croissance.

9.4 Test de thermo-reésistance :

Ce test permet de séparer ou d'identifier les souches qui supportent 60°C pendant 30
minutes.

Les souches sont inoculées en milieux liquides (MRS ou M17), la culture bactérienne doit
étre jeune et pure 18h. Les tubes sont introduits dans un bain marie a 60°C pendant 30
minutes, puis incubés a 37°C durant 24 a 48 heures. Un résultat positif se traduit par un
trouble (De Roissart et al, 2006).

Seules les souches thermophiles se développent, tandis que les souches mésophiles ne

peuvent pas se développer.
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9.5 La tolérance de la salinité:

Les cultures a tester ont éte ensemencées sur du bouillon hypersalé avec 6,5% et 4% de
NaCl.

Les tubes sont mis en incubateur a 37°C pendant 24 heures. Les lactocoques lactiques ne

peuvent pas survivre dans ce milieu de 6.5%.

9.6. La croissance sur le lait de Sherman :

Un volume de 5 ml du lait écrémé additionné de 0,1 % ou 0,3 % de bleu de méthyléne a été
versé dans chaque tube a essais. Les tubes sont stérilisés a 110°C pendant 10 min,
ensemencés puis incubés a 30°C pendant (16-72h). Si le lait reste entierement bleu, la
bactérie ne peut pas se développer et elle est donc sensible au bleu de méthyléne. Le virage
de couleur du lait vers le blanc est traduit par une réduction de bleu de méthylene, resultat
des fermentations bactériennes. Un anneau bleu, dii a ’action de I’oxygene présent dans le
tube, se forme a la surface. Dans ce cas la bactérie est résistante au bleu de methyléne (Mami
et al, 2013)

10. Tests biochimique :
10.1 Recherche de I’arginine di hydrolase (ADH) :

La recherche de cette enzyme est intéressante pour la caractérisation des bacteries lactiques.
Pour réaliser ce test, La bouillon M16BCP a été ensemencé en surface par les souches isolées
a partir de lait de chévre et de chamelle. Les bactéries lactiques utilisant le lactose donnent
une coloration jaune en acidifiant le milieu, alors que d’autres sont capables d’utiliser
I’arginine et réalcaliniser le milieu en changeant la couleur du jaune au violet (Thomas,
1973).

10.2 Production de I’acétoine: (Acétyle-Méthyle-Carbinol) :

Sur milieu de Clark et Lubs, et aprés ensemencement des souches et incubation a 37°C
pendant 24 4 48 h. La production de I’acétoine est testée par la réaction de Vogues-Proskauer
(\VP) et s’applique de la fagon suivante :

Dans un tube a essai on introduit 1ml de la culture a tester, on ajoute 5 gouttes du réactif VVPI
(solution de soude NaOH a16% dans I’eau distillée) et le méme volume du réactif VPII (aa
-naphtol a 6% dans I’alcool a 95%). On agite soigneusement les tubes et laisse reposer 5 a
10 min a température ambiante. Le test positif se traduit par ’apparition d’un anneau rose a

la surface du milieu, aprés 10 min. (Guiraud, 1998).
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10.3 Recherche du type fermentaire :
Ce test permet de classer les bactéries en hétérofermentaire ou homofermentaire. On
ensemence abondamment un tube de 10 ml de bouillon MRS ou M17 dans le milieu on
introduit une cloche de Durham, le dégagé par les bactéries hétérofermentaires s’accumule
dans la cloche apres I’incubation a 30°C pendant 24h a 48h (Garvie, 1986).

10.4 Production de dextrane :
On utilise le milieu : Mayeau, Sandine et Elliker, 1962 (la composition du milieu en annexe).
La production du dextrane a partir du saccharose est mise en évidence sur milieu solide MSE
(Mayeux et al, 1962). La formation de colonies larges, visqueuses et gluantes caractérise les
souches productrices de dextrane.

10.5 Utilisation citrate de Simmons:

Ce milieu ne contient qu’une seule source de carbone: le citrate. Seules les bactéries possédant
une citrate-perméase sont capables de se développer sur ce milieu.
La pente du milieu est ensemencée selon une strie longitudinale au moyen d’une anse
contenant une colonie et incubé a 30°C pendant 5 jours.

» Citrate-positive : culture avec alcalinisation du milieu (virage de I’indicateur au bleu).

» Citrate-negative : pas de culture (coloration verte de milieu inchangée) (Marchal et al.
1991).

10.6 Utilisation des carbohydrates:

La fermentation des carbohydrates a été menée sur milieu MRS sans extrait de viande, sans sucre
et additionné de pourpre de bromocrésol BCP comme indicateur de pH.
Ce test a été réalisé sur des microplaques contenant des puits, chaque ligne verticale comporte un
sucre qui sera utilisé par différentes souches, chaque puits contient 200ul de MRS.BCP avec
100ul de la suspension bactérienne, le tout a été recouvert par une couche d’huile de paraffine
(BADIS et al, 2005). Des solutions sucrées ont été préparées de 1g de chague sucre avec 10ml
de I’eau distillé stérile, le tout a été homogénéisé puis stérilis¢ a 100°C pendant 15 min au
bain-marie (Belarbi, 2011).
Apres 24-48 heures d’incubation a 37°C, tous les sucres fermentés virent au jaune, ceci signifie
I’utilisation du sucre par les bactéries.
La microplaquette a été incubée a 30°C pendant 72h et vérifié chaque 24h (Guessas, 2006).
Le virage du milieu de vert au jaune indique que la souche lactique fermente la source de

carbones au cours de sa croissance (Bauer et al, 2005).
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11. Caractérisation technologique des souches :
11.1 Activité protéolytique :

Nous avons testé I’activité protéolytique des souches isolées, par utilisation de milieu MRS
additionnée de 10% de lait écrémé. Les bactéries a tester ont été ensemencées a la surface
de ces milieux de cultures a ’aide d’un inoculateur multipoint, puis incubées a 30°C pendant
24h. Le résultat attendu est un halo de protéolyse au tour de la colonie bactérienne dont on

mesure le diamétre pour évaluer I’intensité de cette action (Badis et al, 2005).

11.2 Etude du pouvoir lipolytique des isolats :

La lipolyse est mise en évidence sur gélose aux triglycérides. Cette derniére a été coulée et
solidifiée. Les souches a tester sont ensemencées simultanément en touches a la surface du
milieu de culture a I’aide d’une anse. Aprés incubation a 30 °C pendant 48 heures, la lipolyse
est revelée par une zone claire autour des touches (Guiraud, 2003).

11.3 Etude du pouvoir acidifiant des isolats :

L’un des criteres technologiques les plus importants chez les bactéries lactiques, ¢’est leur
cinétique de production d’acide lactique. L’étude de cette cinétique permet de différencier
ces souches et de les classer selon leurs potentialités a produire de ’acide lactique, qui
s’avere le critére de base pour une éventuelle utilisation en industrie.

L’acidification est le rdle principal des bactéries utilisées comme ferments. Celle-ci a
différents buts :
— La coagulation du lait (en facilitant I’action de I’enzyme de la présure) et
I’augmentation de la synérése du caillé.
— La participation aux propriétés rhéologiques du produit final ;
— L’inhibition de la croissance des bactéries nuisibles (Papamanoli et al 2003).

L'activité acidifiante est mesurée par le suivi temporel du pH des différentes cultures et la

mesure simultanée de I'acidité totale par la soude :

» Mesure de pH :
Les souches lactiques isolées sont ensemencées dans des tubes contenant 9ml de lait écréemé
stérile, et incubées a 30°C durant 18 h. Aprés homogénéisation, on verse le contenu de
chaque tube dans des flacons de 200ml de lait écrémé stérile. Puis on les incube a 30°C.
La lecture s’effectue a différentes périodes d’incubation : Oh, 2h, 4h, 6h et 24h. La mesure

du pH et le dosage s’appliquent de la maniére suivante :
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On préléve 20ml du flacon qu’on repartit dans deux béchers a raison de 10 ml pour chacun,
puis on mesure le pH (Badis et al, 2004).

» Mesure de P’acidité :

Pour le 2éme bécher de 10 ml de I’échantillon, on ajoute 3 a 4 gouttes de phénophtaléinel %
et on titre avec la soude N/9 jusqu’au virage de la couleur du blanc au rose péle. Dans ce

moment de changement, on note le volume de la soude écoulée. La couleur rose pale
persistant au moins 10 secondes (Larpent, 1997).

Burette gradude

Introduire la soude jusqu’a
A1 obtention d'une coloration

rose pile persistante
La soude Domnic (N/99y———¥

Nous avons ajoutés 2 gouttes

de phénolphtaléine au lait

10 ml du lat

Eprouvette graduée

Figure 11 : Mesure de I’acidité Dornic




Chapitre IV : Matériels et Méthodes

11.4 Activité antibactérienne et effet des surnageant :

Afin de déterminer la nature de la substance inhibitrice produite par nos bacteéries lactiques,
il est impératif de réaliser une série de tests en utilisant la méthode indirecte. Cette méthode
permet de mettre en contact le surnageant des souches lactiques productrices de substance
antimicrobienne avec la souche test (Tagg et al,1971). Les souches précédemment
sélectionnées pour leur production de substances antimicrobienne sont concernées par ce
test. Elles souches sont cultivées dans du milieu MRS liquide et incubées pendant 18 heures.
Apres (incubation ; le milieu est centrifugé 8000rpm/10min) et le surnagent est conservé a
4C° pendant 2h.

Dans une boite de Pétri contenant du milieu solide Muller Hinton et ensemencé par la souche
test. Des puits sont réalisés avec un emporte-piéce. Les puits recevront 100ul du surnagent
des souches lactiques (Khaoua et al , 1997).

Les boites sont ensuite incubées pendant 24 a 48h. Le résultat positif se manifeste par

I’apparition d’une zone claire autour de la souche productrice.

Bacterie lactique Bacteries pathogéne cultuver dans
incubées 18h a 37°C ‘ ‘ bouillon GN 24h

/o )

. Lo L= Ensemencer sur milieu MH
Centrifiguation a £ .
: | solide

8000tr/10min et le L
surnageant conserver a 4°
pandant Zh

l, J
' w Les puits recevrent 50ul % Réalisation des puits

incubation 37°C pendant 24h || J l

Figure 12 : Schéma de la méthode de diffusion en puits
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Résultats et discussion :
1. Parametres physico-chimiques :

1.1Le pH:

Le code de I'échantillon de lait de chamelle est E1 et pour le lait de chévre, c'est E2. Ainsi,
les valeurs moyennes du pH des deux échantillons sont respectivement : E1 = 6,57 et E2 =
6,71. Les résultats de la mesure du pH du lait de chamelle sont trés proches de ceux obtenus
dans I'étude précédente de (Sahel et al. 2023).
1.2 Acidité titrable :

Les échantillons de lait analysé dans cette étude ont une acidité titrable allant de 12°D pour
1I’échantillon du lait de chamelle et 15°D pour le lait de chevre. L’augmentation de 1’acidité
est un indicateur de la qualité de conservation du lait (Cassinelloc et Pereira, 2001).

Tableau 7: Caractéristiques physico-chimiques effectuées sur les 2 échantillons de lait

analyses.
Echantillons pH Acidité titrable
El 6.57 12
E2 6.71 15
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2. Pré-identification des isolats :
2.1Etude morphologique

2.1.1 Aspect macroscopique :
L'analyse macroscopique effectuée en milieu MRS ou M17 solide a permis de
constater
e Des petites colonies blanchétres, de forme circulaire a contour régulier, lisse et
Iégérement bombé avec un diametre qui varie entre 0.1 et 0.5 mm.

e Des petites colonies de forme rondes de couleur blanc opaque

Figure 13 : Observation de I'aspect macroscopigue des souches isolé de lait de chevre et de

chamelle

2.1.2 Caractérisation microscopique :

L'observation microscopique a révelé que nos souches lactiques sont Gram positives apres
coloration de Gram. Les différentes formes observées sont décrites comme suit :

* Des coques disposées en amas, en chaines, et en paires.

*Des bacilles disposés en chaines et en paires.
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Figure 14 : Observation microscopique d’une culture pure d’un isolat du lait de chévre et
de chamelle (x100)

Les souches Y1, Y2, Y3, Al, A2, A3, F1, F2, F3, CH5 sont des cocci, par contre, les
souches S1, S2, S4, S5 sont des batonnets Gram positif et catalase négative, le mode
d’association varie d’une souche a ’autre. Il est mentionné dans le tableau N° 08.

Tableau 08: Critéres morphologiques des bactéries lactiques isolées

Souche Gram Catalase Forme Mode d’association
S1 + - Bacille En chaine

S2 + - Bacille Paire

S4 + - Bacille En chaine

S5 + - Bacille Isolé

Al + - Cocci Diploide ; petit chaine
A2 + - Cocci Diploide

A3 + - Cocci Sphérique, en amas
Y1 + - Cocci Diploide

Y2 + - Cocci chaine

Y3 + - Cocci Diploide

F1 + - Cocci chaine

F2 + - Cocci Diploide, petit chaine
F3 + - Cocci Diploide, petit chaine
CH5 + - Cocci Isolé
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3. Résultat de purification :

Apres le repiquage dans le bouillon et I’ensemencement a nouveau sur boite de pétrie contenant
gélose MRS ou M17 on obtient des colonies de méme taille et méme aspect.

Figure 15 : Résultat de la purification

4. Les tests physiologiques

4.1 Recherche de catalase :

Les résultats de ce test ont révéle que toutes les souches isolées sont catalase négatives.

Figure 16 : Test de catalase négative

4.2 La croissance aux différentes températures :

La température d'incubation variable des différents isolats est un critére physiologique de
sélection pour l'identification et la démonstration d'aptitudes biotechnologiques (Tableau
N° 09).

Les résultats de ce test permettent de distinguer les souches mésophiles qui poussent a 37°C,
les psychrophiles qui poussent a 15°C et les thermophiles qui se développent a 45°C.
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Les souches Al, A2, A3, poussent bien a 15°C et 37°C et incapables de pousser a
température 45°C alors ils sont des mésophiles.

Les souches S1, S2, S4 Y1, F2, F3, S5, CH5 sont capables de croitre a 45°C donc sont de
type thermophile.

Les souches Y2, Y3, F1 sont capable de pousser a tous les Températures.

Figure 17 : La croissance a différentes températures

4.3 La Croissance a différents pH :

La croissance dans des milieux MRS a différents pH (4.5, 6.5 et 9.6) a entrainé un trouble
bactérien visible et les résultats suivants ont été obtenus.

Les souches S1, S2, S4, S5, Al, Y1, Y2, Y3, F1, F2, F3, CH5 sont marquees positives (+)
pour la croissance a pH 4,5.

A pH 6,5, nous avons remarqué que toutes les souches se développaient a cette valeur de

pH, alors qu'a pH 9,6, seules les souches S1, Al, F1 se développaient.

pH : 4.5 pH : 09,6

Figure 18 : La croissance a différents pH.
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4.4 Test de la thermoreésistance :

La thermorésistance est une caractéristique physiologique qui permet de distinguer les
souches capables de tolérer une température de 60°C pendant 30 minutes de celles qui en
sont incapables.

Le résultat positif se traduit par un trouble. Seules les souches thermophiles (S5, CH5)
poussent, contrairement aux souches mésophiles qui sont incapables de se développer.

Figure 19 : Résultat du test de La thermorésistance

Tableau 09: Croissance a déférentes pH et déférentes température

pH Température Thermoreésistance

Souche 4.5 6.5 9 15 37 45 60
S1 + + + - + + -
S2 + + - - + + -
S4 + + - - + + -
S5 + + - - + + +
Al + + + + + - -
A2 - + - + + - -
A3 - + - + + - -
Y1 + + - - + + -
Y2 + + - + + + -
Y3 + + - + + + -
F1 + + + + + + -
F2 + + - + + + -
F3 + + - - + + -
CH5 + + - - + + +
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4.5 Croissance en milieu hypersalé 6.5% et 4% :

Les bactéries qui tolérent des taux élevés de sel peuvent pousser dans un milieu hostile. La
tolérance est marquée par un trouble dans les tubes aprés I'incubation. Les résultats ont révélé
que les souches Al, F1 ont pu résister a cette concentration de NaCl 6,5%. Et pour la
concentration de 4% NacCl, les résultats ont révélé que les souches Al, A2, A3, S1, S2,S4 ,S5
Y1,Y2,Y3,F2, F3, CH5 ont pu résister a cette concentration de NaCl .

NaCl:6.5% | ‘ "y ”',
L - A ]

=T w,

Figure 20 : La croissance dans milieu hypersalé

4.6 La croissance dans le lait de Sherman :

Un bleu de méthyléne oxydé garde sa couleur bleue, une fois réduit il perd sa couleur par
gain d’¢lectrons faisant apparaitre la couleur blanche originale du lait, généralement, les
tubes ont gardé une couleur bleue, ce qui nous oriente vers des souches micro aérophiles
n’ayant utilisé qu’un petit volume d’oxygéne présent dans le milieu (Leveau et al, 1991).
Apreés incubation a 30°C, les résultats obtenus montrent que toutes les souches sont capables
de croitre avec le bleu de méthyléne 1% et pour le lait Sherman a 3% , 4 souches ne peuvent
pas pousser a savoir S2, S4, Y1, Y3.
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Figure 21: La croissance sur lait de Sherman3% et 1%

Tableau 10 : Test de thermorésistance et de salinité et test de lait de Sherman

NaCl % Lait de Sherman
Souches 6.5% 4% Coagulationl % Coagulation 3%
S1 - + + +
S2 . + + .
S4 . + + .
S5 - + + +
Al + + + +
A2 - + + +
A3 - + + +
Y1 - + + -
Y2 - + + +
Y3 - + + -
F1 + + + +
F2 - + + +
F3 - + + +
CH5 - + + +
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5. Tests biochimiques :

5.1 Recherche de I’arginine di hydrolase (ADH) :

Aprés 48h d’incubation sur bouillon M16 BCP a 37°C, on a observé I’apparition d’une
coloration jaune a cause de I’acidification du milieu donc ADH- pour les souches Al, S1,

S2 et S4, par ailleurs, le reste des souches sont a ADH+ (milieu reste violet).

Figure 22 : Test de I’arginine di hydrolase (ADH).

5.2 La production d’acétoine:

A partir de la figure 23, on constate que tous nos isolats ne produisent pas I’acétoine

Figure 23 : Production d’acétoine
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5.3 Recherche de type fermentaire :

Toutes les souches isolées et testées sont homofermentaires, aucun gaz n'a été produit dans
les cloches (fig. 24)

Figure 24 : Test de type fermentaire

5.4 Production de dextrane :

Le test de dextrane est révélé négatif pour I’ensemble des souches isolées.

5.5 Utilisation de Citrate de Simmons :

Dans ce test, les résultats observées indiquent que toutes les souches ont donné un test

citrate de Simmons (-) a I’exception de la souche S2 qui utilise le citrate comme seule
source de carbone.

NIy
J -y /

Figure 25 : Test de I’utilisation de citrate
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5.6 Etude de la fermentation des sucres :

La capacité a fermenter les sucres en acide organique est la principale caractéristique de la
détermination des espéces bactériennes. L'étude des profils fermentaires met en évidence
une grande variabilité métabolique des isolats.

Figure 26 : La fermentation des sucres sur micro-plate

> Les lettres de A a H indiquent les sucres utilisés dans ce test, désignés comme suit :

A : glucose, B : lactose , C : fructose, D : sucrose , E : maltose , F : glycerol , G : saccharose. H :
Lactose

> Les chiffres de 1 a 15 représentent les souches lactiques isolés, désignés comme suit :

1:81,2:52,3:54,4:55,5:F1,6:F2,7:F3,8:Y1,9:Y2,10: Y3, 11: Al ,12:A2
13: A3, 14: CH5
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Tableau 11 : Profil fermentaire des souches isolées :

Souche

Glu Gly

Fruc Suc

Mal

Sac

lac

S1

=+

+

+

S2

sS4

S5

Al

A2

A3

Y1

Y2

Y3

+ 4+ + + + + + 4+

F1

F2

+

F3

+ + + + + + A+ o+
1

+ + + + + +

CH5

+ -

+ + + + + +++++ 4+

+

+ ++ + + ++++++++ o+

+

+ 4+ + + + +++++++++

+ : Réaction positive ; - : Réaction négative

Glu : Glucose ; Gly : Glycérol ; Fruc : fructose ; Suc : Sucrose ; Mal : Maltose ; Sac :
Saccharose ; Lac ; Lactose.

Tableau 12: Type fermentaire, acétoine et ’arginine di hydrolyse :

Souches

Homofermentaire

Hétérofermentaire

ADH

Acétoine

S1

=+

S2

S4

S5

+

Al

A2

A3

Y1l

Y2

Y3

F1

F2

F3

+ + + + |+ + FF+++

+ 4+ +

CH5

+

+

ADH - : couleur jaune, ADH + : couleur mauve, Acétoine négative ; pas d’anneaux rouges
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6. Identification des isolats :

Ces isolats ont éte identifiés au stade du genre et espéce en se basant sur leurs

caractéristiques morphologiques, physiologiques et biochimiques d’aprés les critéres

mentionnés par (Guiraud, 1998 et Axelsson, 2004).)

Tableau 13 : Caractérisation Biochimique Et Physiologique Des 14 Souches Lactiques Isolées.

Forme
SOUCHE
T°15

T°45
pH9.6
pH4.5
Type.
Fermentaire
Nacl 6.5%
Nacl 4%
BM 1%
BM 3%
ADH

Citrate de Simon

Acetoine

Dextrane

Thermorésistance

H : Homofermentaire

S1

Bacille
S2 S4
+ o+
H H
+ o+
+ o+
+ -

S5

Al

A2

A3

Y1

Cocci
Y2 Y3
+ |+
+ |+
H H
+ o+
+ o+
+ -

+ |+

F1

F2

F3

CH5
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Tableau 14 : L’identification des souches lactiques isolées a partir de lait de chevre

Souche NOM

S1 Lactobacillus delbrueckii
S2 Lactobacillus delbrueckii
S4 Lactobacillus delbrueckii
S5 Lactobacillus fermentum
Al Lactococcus lactis subsp lactis
A2 Lactococcus lactis sp cremoris
A3 Lactococcus lactis sp cremoris
Y1 Streptococcus thermophilus
Y2 Streptococcus thermophilus
Y3 Streptococcus thermophilus
F1 Enterococcus faecieum
F2 Streptococcus thermophilus
F3 Streptococcus thermophilus

CH5 Streptococcus thermophilus

Enterococcus
6%
Lactococcus
19%
B Streptoccous

Streptoccous

54% B Lactobacillus

Lactobacillus Lactococcus

0,
21% ® Enterococcus

Figure 27 : La répartition en pourcentage des 14 souches isolées a partir de lait de

chamelle et de chévre
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6.1 Analyse des résultats :

Selon Guetouache et al., (2018), I’identification des isolats au niveau du genre a été faite
par la comparaison des divers caractéres phénotypiques de chaque isolat. Au niveau du
genre, les isolats ont été répartis en 4 genres : Lactobacillus, Lactococcus, Streprococcus
et Enterococcus.

L'identification des lactobacilles se fait a l'aide de la comparaison entre nos isolats et les
souches de références de (Bergy's manual 2009).

Lactobacillus : Parmi les Lactobacillus, seule la souche S5 est classés parmi I’espéce
Lactobacillus fermentum parce qu’elle est ADH+, T° de croissance 15- et 45+, pas de
production de gaz et fermente les 6 sucres : le fructose, maltose, sucrose, saccharose,
glucose, lactose. Le reste des Lactobacillus sont de ADH-, T° de croissance 15- et 45+,
homofermentaire et fermente les six sucres alors sont proches de I’espéce Lactobacillus
delbrueckii.

Lactococcus : au total 3 isolats ont été identifiés au Lactococcus (Al, A2, A3) par rapport
au test de I’ADH ils ont été subdivisés en espéces et sous eSpeces.

ADH" ACT " : Al, est Lactococcus lactis subsp lactis (croissance a 4% de NaCL) et pas de
croissance a 45°C. et incapable de croitre a Nacl6.5% Pour caractériser ces trois souches, nous
avons comparé les résultats obtenus avec les résultats précédents de des auteurs Cheriguene et
al,.2007). et ils sont presque similaires.

ADH+ , ACT-: ( A2, A3) sont appartienne au Lactococcus lactis subsp cremoris parc que

ayant ADH+ et pad de produxtion d’acetoine.

> Streptococcus : les résultats des tests realisés sont trés variables. Sur la base de la

thermorésistante et la production des cellules a 45 °C, croissance a pH 6,5, pH 4.5, pH 4.8,
pas de production d’acétoine et fermente les différents sucres testés ; les souches CH5, F3,
F2 et Y1, Y2, Y3 peuvent étre classées en tant que Streptococcus thermophilus selon les
données de (Bergy’s et manual (2009).

> Enterococcus : au total de 1 souche qui a été identifiée en tant que Enterococcus faecium
par rapport de leur croissance au puisque le résultat est positif pour la majorité des tests qui
ont été réalisés sauf pour les trois tests suivants : Hydrolyse de ADH, production dextrane

et d’acétoine.
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7. Aptitudes technologiques des souches lactiques isolées :
7.1 Etude de ’activité protéolytique des souches isolées :

Selon Vuillemard (1986), la souche est dite protéolytique si elle présente une zone de lyse
de diametre compris entre 5 et 15 mm. Alors les souches S1, S2, S4, S5 présentent une
activité protéolytique positive. Ce résultat s'accorde avec la littérature (Donkor et al., 2007
; Monnet et al., 2008 ;Roudj et al., 2009) ayant rapportés que les Lactobacilles présentent
généralement une activité protéolytique plus prononcée que les Lactocoques et que les
streptococcus et les Enterococcus . Les souches que nous avons observées étaient

protéolytiques avec des diamétres des zones de protéolyse allant de 8 & 15 mm. Les résultats

obtenus lors de la réalisation de ce test sont résumés dans le (Tableau : 15 Et la fig28).

Figure 28 : Exemple d’activité protéolytique des bactéries lactiques
isolées de lait de chevre

7.2 Etude de Pactivité lipolytique des souches isolées :
Il apparait a travers plusieurs travaux scientifiques que les connaissances sur 1’activité lipolytique
des bactéries lactiques soient encore fragmentaires (Lui et al., 2001). En effet, les isolats Al, A3,
Y2 et Y1 ont montré une zone transparente relativement peu importante, indiquant une
dégradation efficace des graisses par rapport aux autres souches, en fonction du diametre de
la zone transparente qui les entoure. Etant donné que les échantillons A1, A3, appartiennent
a l'espece Lactococcus, cela signifie que la bactérie lactiqgue Lactococcus a une activité
lipolytique dans la dégradation des graisses comparée aux bactéries lactobacille et

Streptococcus. Ces résultats sont en accord avec ceux de (Béal et al. 2008).
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Cette faible activité lipolytique présente un avantage quant a leur utilisation en tant que
cultures starter, provoquant ainsi une degradation limitée des composes gras du lait, juste
suffisante pour produire les produits aromatiques sans provoquer la rancidité du produit fini
(Mc sweeney et Sousa, 2000).

D’aprés Deeth et Touch, (2000); les enzymes lipolytiques coupent les liaisons esters des
triacylglycérols, produisant des mono- et des diacylglycérols et des acides gras libres, qui
jouent un réle de précurseur important dans les réactions cataboliques, qui produisent des

composés volatils et contribuent a la flaveur des fromages (MC Sweeney et al., 2000).

Figure 29 : Activite lipolytique des isolats sur gélose MRS additionné d’huile d’olive
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Tableau 15 : Pouvoir protéolytique et lipolytique des isolats :

Code de souche Diamétre de la zone pour le | Diametre de la zone pour
pouvoir protéolytique le pouvoir lipolytique

S1 18 mm 3 mm

S2 16 mm 6 mm

S4 15 mm 3 mm
CH5 12mm -

F1 12mm 4 mm

F2 13 mm 5 mm

F3 11 mm 3 mm

Al 10 mm 9 mm

A2 12 mm -

A3 12 mm 8 mm

Y1 11 mm 7 mm

Y2 10 mm 6 mm

Y3 11 mm 4 mm

S5 17mm 2mm

7.3 Etude de la capacité d’acidification des souches isolées :

Les bactéries lactiques produisent de I’acide comme role principal. L’acidité des bactéries
présentes dans le lait de chevre et de chamelle a été mesurée dans cette étude. Les valeurs
du tableau 15 montrent comment le pH et I’acidité ont changé au fil du temps. Le pH et
’acidité de la solution changent avec le temps pendant I’incubation. Le pH varie de 7,01 a
6,71 et I’acidité varie de 11°D a 14°D. Aprés 24 heures d’incubation, les valeurs de pH
diminuent et varient de pH 5,42 a pH 3,98, ainsi que des niveaux d’acidité élevés et des
températures comprises entre 20 D° et 45°.

D’apres ces résultats, nous remarquons que la totalité des bactéries lactiques identifiées
présentent une production progressive en acide lactique. Cette derniere est accompagnée
d’un abaissement du pH du milieu.

Ces résultats sont en accord avec de nombreuses études et rejoignent ceux des auteurs
(Zergoug , 2017) (Sancher et al., 2006; Cheriguene et al., 2006).




Chapitre V : Résultats et discussion

Tableau 16 : Les variations de I’acidité (°D) et pH des souches isolées, durant 24h
d’incubation (Oh, 2h, 4h, 6h et 24h) :

TO T1 T2 T3 T4

Souche . PH | AC PH AC PH AC PH AC | PH | AC
Al 7:00 11 680 12 671 14 599 20 451 37
F1 6.81 12 670 14 659 15 @647 | 17 481 25
Y1 6.93 13 666 145 654 17 630 23 519 42
F3 6.80 11 670 13 6.68 14 661 19 542 25
A2 6.85 14 672 16 6.63 175 6.49 21 440 22
Ss1 6.95 12 68 14 670 15 655 19 493 20
A3 6.94 12 665 19 660 20 640 22 406 34
F2 6.83 15 673 17 659 185 6.36 20 419 30
S2 6.82 11 673 15 657 165 599 | 185 410 33
S5 6.71 14 662 16 620 17 596 21 421 38
sS4 6.88 17 676 185 670 20 @659 | 24 434 41
Y3 6.81 11 674 125 6.68 14 587 19 403 27
Y2 6.98 15 688 16 6.62 18 584 20 410 30
CH5 6.75 12 667 135 599 15 568 23 398 45

Figure 30 : Evolution de pH des souches isolées a différents intervalles de temps.
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Figure 31 : Evolution de I’acidité des souches isolées a différents intervalles de temps.

8. Résultats des interactions bactériennes :

L'activité antibactérienne des souches lactiques contre trois souches pathogenes a été
évaluée afin de mettre en évidence un éventuel pouvoir antagoniste. Les résultats de ce test
sont illustres dans le (Tableau. 17).

Tableau 17 : Spectre d’action les BAL entre les germes pathogenes

Souche Klebsiella.p Pseudomonas.a Proteus.m
S1 17mm 13mm 20mm
S2 14mm 14mm 17mm
S4 18mm 15mm 20mm
S5 13mm - 17mm
Al 16mm 12mm 18mm
A2 19mm 10mm 15mm
A3 17mm 14mm 20mm
Y1 15mm 12mm 17mm
Y2 05mm 08mm 10mm
Y3 10mm 10mm 12mm
F1 14mm - 15mm
F2 16mm 16mm 20mm
F3 17mm 17mm 18mm

CH5 16mm 14 mm 18mm
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Figure 32 : Activité antibactérienne des souches lactiques a I’encontre de Proteus

mirabilis ATCC35659

Figure 33 : Activité antibactérienne des souches lactiques vis-a-vis

de Pseudomonas aeruginosa ATCC27853
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Figure 34 : Activité antibactérienne des souches lactiques vis-a-vis
de Klebsiella pneumoniae ATCC700603

L'action inhibitrice des bactéries lactique se fait par la sécrétion des métabolites primaires
(acide lactique et acétique ...) ainsi que a la production d'autres composés antimicrobiens,
tels que I’acide formique, hydrogeéne peroxyde et bactériocines (Titieket al., 1996 ; Aslam
et Qazi, 2010).

Les souches présentant une zone claire d’extension latérale supérieure a 5 mm sont
considérées comme productrices de substances antibactériennes (Fleming et al., 1975).
Nous avons remarqué que nos 14 souches ont données un effets inhibiteur vis-a-vis les 03
souches pathogénes de G-, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas

aeruginosa sur milieu solide par la méthode de diffusion a partir des puits.
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Nous avons remarqué que les longueurs des zones d’inhibition variant de 0 & 20 mm, et cette
variation due selon le type de bactérie lactique.

On constate que les bactéries lactique lactococcus lactis ( Al , A2, A3) et les Streptococcus
thermophilus ( CH5, F2, F3, Y1, Y2, Y3) montre une activité antimicrobienne supérieur par
un moyenne de 16.4 mm.

Les Lactobacillus delbrueckii par un moyenne de 14.1 mm a I’exception de la souche
Lactobacillus fermentum ( S5) qui montre une activité antimicrobienne négative contre la
souche pathogéne Pseudomonas aeruginosa.

Et pour les Enterococcus faecium ( F1) montre une faible activité antimicrobienne par
I’apparition des zones claire d’inhibition avec un moyenne de 9mm.

La capacité inhibitrice in vitro des bacteries lactiques vis-a-vis des germes pathogenes semble
étre une bonne propriéte probiotique, comme elle peut jouer un réle dans la préservation de la

qualité hygienique des denrées alimentaires (Ammor et al., 2006).




Conclusion

Le lait cru de chameau et de chévre algérien est largement consomme dans les régions arides
et semi-arides en raison de ses hautes valeurs nutritionnelles et médicinales ainsi que de ses
proprietés protectrices. Dans cette étude, 14 isolats de bactéries lactiques ont été prélevés a
partir du lait de chamelle et de chévre des régions de Laghouat et de Mostaganem. Cette
recherche s'inscrit dans le cadre de la sélection de bactéries lactiques productrices de
bactériocines isolées a partir de sources laitiéres naturelles.
L'objectif principal était d'effectuer une analyse physicochimique et microbiologique des
deux échantillons de lait. Les résultats de l'analyse physicochimique ont révélé que le pH des
échantillons se situe entre 6,67 et 6,9 et I’acidité Dornic varie entre 11,60°D et 17,15°D.
Apreés isolement, purification et caractérisation morphologique, physiologique et biochimique
des isolats, nous avons identifié six especes différentes dans des proportions variées :
Lactobacillus delbrueckii (3), Lactobacillus fermentum (1), Streptococcus thermophilus (6),
et Lactococcus lactis subsp. lactis (1) Lactococcus lactis subsp. cremoris (2), Enterococcus
faecium (1) sur un total de quatorze isolats étudies.
D'une part, les resultats des études sur les aptitudes technologiques indiquent que l'activité
proteolytique et lipolytique des ferments étudies est d'une importance capitale pour I'industrie
fromagere. Par conséquent, une étude détaillée des enzymes protéolytiques impliquées a été
réalisée. Ces isolats peuvent étre utilisés pour la production de ferments de culture destinés a
la fabrication d'aliments tels que le fromage et le yaourt.
D'autre part, il a été démontré que nos isolats possédent un pouvoir inhibiteur contre les agents
pathogenes Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Klebsiella pneumoniae ATCC700603 et
Proteus mirabilis ATCC35659.
Les résultats globaux de cette étude révelent que les isolats de Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus et Enterococcus présents dans le lait de chévre et de chamelle possédent un
potentiel technologique et probiotique significatif.

» En Perspectives, il serait intéressant de :

« - Approfondir les études sur des souches isolées a travers le génie génétique.

» La détermination des bactériocine produite.

» Caractérisation physicochimique de la bactériocine.
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Annexe :

Composition des milieux de culture :

Milieu d’isolement :
Milieu M17

Utilise pour la culture des lactocoques :

EXtrait de viande...........c.oiiuiiiii e 59
EXtrait de leVure. ... ...oooniii i 25¢g
ACIAE ASCOTDIQUE. ...ttt ettt et e e ettt e e e eaees 0,5g
PEPLONE A€ SOJa. ...ttt e 59
B-glycérophosphate. .........oooiiiiii 19¢
Peptone papistique de viande.............oovuiiiiiiiiiii e 2,59
Sulfate de MagNESTUML. .. ...o.uiiti ittt e e eeeieens 0,25¢
572 Tt 0 5g
Peptone triasique de CasiNe. ........c.vvuiitiineint ittt 2,59
F N | SO 18g
Bau distillée. ... ..o 1000ml

Onajuste lepH a 7,2
Autoclave 20 min a 120°C.
Milieu MRS (Man Rogosa et Sharpe, 1960)

Utilise pour la culture des lactobacilles.

o7 0] 10} 41 10g

Extrait de viande. ... ... ..o 8g
EXtrait de leVUre. ... ... 49

GIUCOSE. . ettt et et e e e 20g
Phosphate di POtassiqUe. ... .....c.vvrirint it e e 2¢g
ACEtate A8 SOOIUML ... vit it 5g
Citrate d’ammONiUML. .......oiuitiit e 2g
Sulfate de magneésium, 7H2O0..........oooiiiiii e 0,2¢g
Sulfate de manganese, 4H20..........oiiiii 0,05¢g
TWEEN 8. ..ttt Iml
AT 18¢g
BaU diStillEe. ...t 1000ml

On ajuste le pH a 6,5

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min.



Bouillon MRS (Man Rogosa et Sharpe, 1960)

PePtONE. ..o e 10g
Extrait de viande...........ooiiiiii e 8g
EXtrait de IeVUIe. ....oovet i e 4g
GlUCOSE. ettt ettt e e 20g
Phosphate di potassiqUe. ... .....ouinrintitiitiet ettt ee e e e 2g
ACEtate de SOIUML. .. ... e e e 5g
Citrate d’ammONIUML. ..........oiuiitit it et eeeie e 2g
Sulfate de magnésium, 7H20.........cooiiiiiiiii e 0,2g
Sulfate de manganése, 4H2O.........oiiiiiiii i 0,05g
TWEEBN B0 .ttt et e e e Iml
Eau distillée. ... ..o, 1000ml

On ajuste le pH a 4/ 6,5/9
Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min.

Bouillon M17

EXtrait de VIande. ... ..o 5¢g
EXtrait de IeVUIe. ... .ot e 25¢g
ACIUR @SCOTDIGUE. .ttt ettt e 0,5¢
PEPIONE A€ SOJa. ..ttt ettt e, S5¢g
B-glyCrophosphate. .........oouiri i ———— e 19¢
Peptone papistique de viande..............oooviiiiiiiiiii e 2,59
Sulfate de MagnéSiuML. .........ouiiiii e e 0,25¢
2T 01 P 5¢g
Peptone triasique de Cas€ine. ...........ouiuriniirit i e 2,5¢
Bau distillée. ... ..o 1000ml

Onajuste lepH a 7,2
Autoclave 20 min a 120°C.



|1- Milieu d’identification :

Bouillon hypersalée: (2 concentration 4% et 6,5%)

Employée pour différencier les lactocoques et streptocoques thermophiles.

PePtONe. .. i e 15¢
EXtrait de viande...........oooiniitiiiii 59
GlUCOSE. ..ttt e e 5¢g
NG e e 65/40 g
Eau distill€e. ... ..o 1000ml

On ajuste le pH a 6,5
Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20min
Milieu de Clark et Lubs

Utilise pour mettre en évidence I’acétyle

] 10} 41 S5¢g
Phosphate di POtaSSIqUE. .........ouiiritit it Sg
GOS8 . . ettt e 5¢g
Bau distillée. ... 1000ml

On dissout toutes les ingrédients dans I’eau distillée on ajuste le pH a 7,0
Réparation en tubes a raison de 7ml
Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20min

Milieu MSE (Mayeux, Sandine et Elliker, 1962)

50 0170 ) 1 10g
EXtrait de levure. ... ..ot e 5S¢
SACCRATOSE. . ..ot 100g
GIUCOSE. . ettt et et e e e 5¢
Citrate de SOIUM. ... e e lg
GEIALING. ...t e 2,59

Azohydrate de Sodium..........coeiiiiiiii e 0,0750

On ajuste le pH a7

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20min



Milieu M16 BCP (Thomas, 1973)

MRS (milieu liquide) moins l'extrait de viande et sans sucre................... 1000ml
Bromocrésol pOuIPre. ... ..couiinii i e 0.025ml
pH 7

Autoclavage 120°C/20minutes
Milieu YMA (Yeast-Milk-Agar)

PePLONE. ..o S5g
Extrait de viande...........oooiiiiiii e 3g
Lait €CTEME. . ...\ttt e e 10g
N - 15¢
Bau distillée. ... 1000ml

On ajuste lepH =7.2
Le milieu stérilisé a autoclave a 120°C pendant 20 mm

Lait écrémeé

Lalt €CremE. ... .. it 10g
EXtrait de IeVUIe. ... ..ot e 0, 5¢g
BaU QISHIIEE. ..o 100ml

Stérilisation a 120° C pendant 10min
Réactif de vogues prosateur (VPI et VPII)
VPI : Solution de soude Na OH a 16% dans I’eau distillée.
VP11 : Alpha —naphtol a 6%dans I’alcool a 95%.
Préparation des sucres :

On utilise 7 sucres dans cette étude : (Glucose, saccharose, Lactose, Fructose, glycérol,
sucrose et maltose) : 02g de chaque sucre dans 100ml de 1’eau distillée.

Stérilisation par autoclavage a 20°C pendant 20 min.

Lait de sherman :

Lait €CTEME. .. ..ot 25g
Eau distille ... 1000ml
Bleude méthylene ..o 0,1/0,3g

Milieu triglycéride :
MRS additionné matieres lipidiques 10% de (L’huile d’olive )



I11- Les diluants :
Eau physiologique :
Utilise pour la réalisation des dilutions.
Chlorure de SOAIUM .....vuiui i e e 9¢g
Eau distillée. ... ..o e 1000 ml
Stérilisation & 120°C pendent 20 min.
Annexe 02 : Coloration de Gram :
1. Matériels :
* Les lames
* Les colorants
2. Mode opératoire :
- Réaliser un frottis ou un étalement.
- Fixer la préparation a la flamme, sécher soigneusement puis laisser refroidir la lame.
- Immerger la lame dans la solution de Cristal violet pendant 1 mn.
- Immerger la lame dans Lugol 30 seconde.

- Décolorer jusqu’a disparition de la couleur violette dans I’alcool en faisant couler goutte
a goutte sur la lame inclinée.

- Rincer a I’eau.

- Colorer avec la solution de Fuchsine pendant 1mn.

- Laver a I’eau.

- Observer a I’objectif X 100, en immersion avec 1’huile.
3. Résultat :

Les bactéries Gram+ sont colorées en violet, les bactéries Gram- sont colorées en rose.



