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Iu International unit
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min minute
Nacl Chlorure de sodium
ND Non déterminé
pH Potentiel d’hydrogéne
QSP Qunatite suffisante pour
S Souche
ssp Sous especes

ML

Microlitre
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Résumé

Les bactéries lactiques sont présentes dans différents ecosystemes ou elles peuvent
contréler la transformation des aliments et la préservation de leurs qualités organoleptiques,
et hygiéniques (ou bio-conservation). 181 souches lactiques ont été identifiées par
détermination de leurs caracteres morphologiques, biochimiques, et physiologiques qui
nous ont permis de distinguer 8 genres. Les Aerococcus qui dominent cette flore ont
représenté par 24%, les Enterococcus ont été aussi présentés par 12% des genres,
Lactobacillus par 8%, Pediococcus7%, Streptococcus 4%, Lactococcus 5% et Leuconostoc

2%. Pour 38% d’isolats I’identité reste indéterminée.

Nous avons ensuite examine chez six souches (3 lactobacilles, 2 Entérocoques et 1
Lactocoque) les caractéristiques d’intérét technologique comme le pouvoir acidifiant,
I’activité protéolytique, ainsi que I’activité lipolytique. Ces caractéristiques ont été
exprimées difféeremment d’une souche a une autre. Ensuite, nous avons testé ces souches
pour leur pouvoir antagoniste a I’encontre d’Escherichia coli, S1 et S1. Les souches

lactiques ont montré un effet inhibiteur sur les bactéries pathogenes.

Mot clé : bactérie lactiques, identification, protéolyse, lipolyse, bactéries pathogenes,

antagoniste




Summary

Lactic acid bacteria are present in different ecosystems where they can control the
transformation of food and the preservation of their organoleptic, and hygienic qualities (or
bio-conservation).181 lacic strains have been identified by the determination of their
morphological, biochemical, and physiological criteria, which permit us to distinguish 5
kinds.The Aerococcus which dominate these floras are represented by 24%, the
Enterococcus have also been presented by 12% of types. Lactobacillus by 8%,
Pediococcus7%, Streptococcus 4%, Lactococcus 5% and Leuconostoc 2%.For 38% of isolate’s
identity stay undetermined. Afterwards, We have examined among six strains (3 Lactobacillus
, Enterococci,and 1 lactococcus) the criteria of technological interest such as the acidifying
power, proteolytic activity together with lipolytic activity. These criteria have been expressed
differently from one strain to another.Then,we have tested these strains for their antagonist
power against Escherichia coli, Salmonella Enteritidis and Shigella Sonnei. The lactic strains
showed an inhibitory effect on the pathogenic bacteria.

Key words: Lactic acid bacteria, identification, proteolysis, lipolysis, pathogenic

bacteria, antagonist.
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Introduction générale

Le lait est un produit intégral de la traite totale et ininterrompu d une femelle laitiére
bien portante, bien nourrit, il ne doit pas contenir de colostrum. Son origine doit étre précisée
si ce n'est pas du lait de vache, en fait, ce dernier est le plus connu et le plus étudié, il est
considéré comme une référence. Le lait de brebis différe du lait de vache et des autres laits, il
a toujours été considéré comme un lait ayant des caractéristiques spécifiques et dans certains

cas comme étant un produit plus noble que les autres laits (Luquet, 1985).

En effet, plusieurs produits laitiers sont obtenus par fermentation et cela par
ensemencement du lait cru ou stérilisé par des bactéries lactiques qui sont capables de
bioconvertir ses différents éléments en nouvelles molécules dotant le lait de nouvelles

propriétés organoleptiques, hygiéniques et méme sanitaires.

Les bactéries lactiques sont des microorganismes trés répandues dans la nature, on les
trouve dans le sol, sur les végétaux, elles jouent un réle important dans notre santé car elles
constituent une fonction majeure de notre flore intestinale et tapissent les muqueuses nasales,
et buccales, contribuant ainsi & nous protéger contre I’invasion des germes pathogenes. Elles
sont utilisées depuis des siécles pour fermenter les aliments et ont largement présentées un
grand interét biotechnologique. Considérées comme inoffensives pour I’lhnomme, leur usage est
fréquent dans le monde entier pour fabriquer des produits laitiers fermentés (fromage,
yaourt...). La production d’acide lactique est essentielle a la fermentation de ces produits et

leur conféere une saveur typique.

Les bactéries lactiques appartiennent a un groupe de bactéries bénéfiques, elles sont
utilisees en tant que telles (biotechnologiques empiriques) ou sous forme de ferment. Elles
réalisent dans les aliments une acidification, une production d arémes, et une production
d'enzymes permettant d ameliorer la digestibilité des aliments et enfin une inhibition des
micro-organismes qu’ils soient pathogénes ou d’altération. Cette derniere activité est due a la
production de substance antagoniste telle que les acides organiques (acétique et lactique), le
peroxyde d'hydrogene, le diacétyle et les bactériocines. Actuellement, les scientifiques
exploitent les interactions microbiennes des bactéries lactiques pour réduire d'une fagcon

considérable la présence des micro-organismes indésirable et nuisible.

Dans notre étude, Nous avons réalisé un essai de pré-identification de bactéries
lactiques isolées, a partir de lait de brebis, pendant des travaux ultérieurs. Cette pré-
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identification a porté sur un aspect physiologique, physico-chimique et biochimique. Puis nous
avons complété notre travail par I’étude de quelques caracteres technologiques comme les
activités protéolytique et lipolytique. Nous avons finalisé notre travail par I’étude de I’effet

inhibiteur de nos isolats lactiques sur des bactéries pathogénes et/ou d’altération.



Chapitre I Généralités sur le Lait de Brebis

Le lait occupe une place stratégique dans I'alimentation quotidienne de I'homme, de
par ses composants nobles et sa richesse en vitamines. De nos jours, les besoins en lait sont de
plus en plus importants vu que ce produit peut &étre consommé a I état frais, pasteurisé, stérile

ou transformé en produits dérives.

1. Etude bibliographiques

1.1. Définition légale du lait
Le lait destiné a la consommation humaine est décrit comme étant le produit intégral

de la traite totale et ininterrompue d’une femelle laitiere bien portante, bien nourrie, et non
surmenée, il doit étre recueilli proprement et ne pas contenir de colostrum (Selon le Congrés
International de la répression des fraudes, 1909).

La dénomination « lait » est réservée exclusivement au produit de la sécrétion
mammaire normale obtenue par une ou plusieurs traites sans aucune addition ou soustraction.
(D’apres le reglement C.E.E N° 1898/87 du conseil du 2 Juillet 1987).

L’origine du lait doit étre précisée si ce n’est pas du lait de vache. Ce dernier est le plus
connu et le plus étudié, pour cela il est considéré comme une référence a laquelle nous
comparons, le plus souvent, les autres laits. Le lait de brebis differe du lait de vache et des
autres laits (vache, chévre) les plus habituellement connus par sa richesse globale en

composants fromageéres. (Luquet, 1985).

1.2. Lait de brebis
1.2.1. Production du lait de brebis

e Au monde

Dans le monde, le nombre de brebis soumises a la traite est difficile a estimer mais doit
se situer au environ de 250 millions d’animaux (Dockes, 2012). Selon la FIL (fédération
international de laiterie), la production laitiere mondiale du lait en 2013 dépasse les 10
millions de tonnes et marque une légere hausse par rapport a I’année précédente. La Grece,

I"Espagne et I"Italie sont les plus grands producteurs.
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e Algérie

La production laitiére en Algérie a été estimée par la FAO a 320 millions de litre en 2011
(Anonyme 4, 2012), cette importante quantité classe notre pays au premier rang en Afrique du
nord, en deuxieme (aprés la somalie) dans le nord-africain et en Onzieme rang a I'échelle

mondial.
1.2.2. Caracteres généraux du lait de brebis

D’apres Luquet (1985), le lait de brebis se distingue du lait de vache et de chévre par des

caractéristiques physiques et chimiques :

Le lait de brebis, a I'observation visuelle, est d'une couleur blanc nacre ou porcelaine, il
présente une opacité blanche plus marquée que celle des laits de vache et de chévre. Sa viscosité
est plus élevée que celle du lait de vache, cette caractéristique est liée a sa richesse protéique

et lipidique.

C’est un lait particulierement riche en composants fromagers. Pour des quantités identiques, la

préparation du fromage est deux fois plus avec du lait de brebis qu avec du lait de vache.

L acidité fonctionnelle du lait de brebis, exprimée en dégrée dornic, se situe dans une
fourchette de 18 a 22 degrés. Le lait de brebis comporte une odeur sui generis, caractéristique
de I'animal qui le produit, cette odeur, dite odeur de suint, est relativement faible pour un lait
récolté dans de bonnes conditions.

Il comporte une résistance particulierement élevée a la prolifération bactérienne. Le lait de
brebis étant deux fois plus minéralisé que le lait de vache, son pouvoir tampon est nettement
plus éleve. Cette caractéristique présente donc un avantage certain a sa conservation. Mais elle
peut devenir un inconveénient si on doit traiter ce lait a I’état frais. 1l offre alors une résistance

plus marquée a la fermentation lactique.

A la coagulation, il donne un caillé trés ferme, beaucoup plus ferme que ne laisse supposer le
rapport entre richesses fromageres des laits de vache et de brebis (rapport moyen : 1/2).

Les produits fromagers issus du lait de brebis comportent certaines spécificités d aspect et de

godt. La pate de ces fromages est en général plus blanche. On note, par ailleurs, une relative
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absence de gout amer. On attribue cette particularité aux taux plus faibles des caséines par

rapport aux protéines totales.

1.2.3. Composition du lait de brebis

1.2.3.1.Composition chimique et biochimique du lait de brebis

Plusieurs auteurs ont donné des tableaux de composition du lait de brebis. Le tableau

ci-dessous est un récapitulatif extrait d’un document FIL établi par RAMOS (1980) (Luquet,

1985).
Références M.G M.AT Caséines Lactose Cendres M.S.T
% % % % % %
Shalichev et
Tanev 7,14 6,40 - 4,39 0,96 18,89
(1967) Bulgaria
Dilanian
(1969)Arminia 6,04 5,35 412 451 0,96 16,93
Jenness et Sloan
(1970) USA 7,4 55 - 4.8 1,0 19,3
Chernev et al.
(1971) Bulgarie 84l 6,08 i i i )
Kataoka et Nakae
(1971) Japan 24 o2 i i i -
Eliya et al.
(1972) Irak 525 ] ] ] ] 16,18
Martinez et castro
(1972) Spain 7,43 5,46 - 4,69 0,91 18,85
Kirichenko et
povop i i
(1974)Kazakhista 7,36 5,46 1,01 17,58
n
Dozet et al.
(1974) Yugoslavie 6,11 5,25 - - 0,97 17,58
Misic, Petrovic
(1976) Yugoslavia 6,11 5,25 i i 0,90 )
Mabhieu et le
jaouen 7,51 6,00 4,86 - - 19,31
(1976) France
O’connor et fox i 6.14 4.41 i i i

(1977) Irland

Tableau 01 : Composition du lait de brebis (Luquet, 1985)




Chapitre I Généralités sur le Lait de Brebis

Le lait de brebis se singularise par des teneurs en lipides et protides en moyen deux fois
plus élevées que celles rencontrées dans les laits des autres espéces laitieres (humain, bovine,
caprine, camelin..), lui conférant ainsi une trés bonne valeur nutritionnelle. La composition du
lait de brebis différe d un pays a un autre, cette différence est influencée d’ailleurs par la race,
I’alimentation, I’exploitation et les conditions climatiques, elle est aussi différente d’un
troupeau a I’autre et d’une période de lactation a I’autre.

En plus, la valeur nutritionnelle du lait de brebis est considérée comme la plus élevée
par rapport aux autres laits. Il a été considéré comme un lait ayant des caractéristiques
spécifiques le situant comme étant un produit noble par rapport aux autres laits. (Haenlein et
al, 2007). Le tableau 2 montre bien que le lait de brebis est tres particulier dans sa composition

par rapport aux autres laits.

Composition Brebis Chevre Vache Humain
Gras (%) 7,9 38 3,6 4,0
Extrait sec non gras (%) 12,0 8,9 9,0 8,9
Lactose 4,9 4,1 4,7 6,9
Protéines 6,2 3,4 3,2 1,2
Caséines 4,2 2,4 2,6 0,4
Albumine, globuline (%0) 1,0 0,6 0,6 0,7
Azote non protéique (%) 0,8 0,4 0,2 0,5
Cendre 0,9 0,8 0,7 0,3
Calories/100 ml 105 70 69 68

Tableau 02 : Composition moyenne des constituants de base des différents laits
(Haenlein et al, 2007).
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e Protéines

Les proteines du lait sont des constituants essentiels et vitaux en raison de leur grande
valeur nutritionnelle, de leurs propriétés biologiques et de leurs qualités techno fonctionnelles

recherchées (Barlowska et al, 2011).

La teneur moyenne en protéines du lait de brebis est de (5,8 %), cette valeur varie selon
I"espéce. Le lait de brebis contient environ 0,4% - 0,8 % N ( Haenlein et al, 2007). La
proportion des caséines du lait de brebis se situe entre 76 % a 83 % des protéines totales, il
s’agit donc d’un facteur de référence analytique particulierement représentatif de la valeur
fromageére du lait de brebis. Les caseines (as1- CN- as2- CN, 13- CN et k-CN) sont les protéines
majoritaires du lait de brebis. (Luquet, 1985 ; Haenlein et al, 2007).

e Glucides

Le principal glucide dans le lait de brebis est le lactose, il est synthétisé a partir du
glucose dans la glande mammaire. Le lactose est un nutriment précieux car il favorise
I’absorption intestinale du calcium, du magnésium et du phosphore et I’utilisation de la
vitamine D, c’est un disaccharide constitué d’un glucose et d’une molécule de galactose
(Haenlein et al, 2007). Le lactose n'a qu une valeur alimentaire et technologique relative, il
n'est donc pas génant. Dans la pratique de la fromagerie, on se rend compte que le taux de
lactose disponible dans le lait de brebis est suffisant pour assurer les fermentations lactiques
(Luquet, 1985).

e Lipide

Le lait de brebis est réputé pour sa richesse en matiére grasse. Cette derniére varie
largement en fonction de plusieurs facteurs. Certains sont lies a I’alimentation (qualités et
quantités de I’aliment), d’autres sont d’ordre non nutritionnel (génétiques, stade de lactation,
saison) (Gargouri, 2005). La composition lipidique du lait de brebis présente des lipides
simples, des lipides complexes et des composants liposolubles. Les triglycérides constituent

la majeure partie lipidique (pres de 98%) (Haeinlein, 2007).
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e Minéraux et vitamines

Selon Luquet (1985), la composition en vitamines du lait de brebis a été assez peu
étudiée. Le tableau 3 rassemble les différents minéraux et vitamines du lait de brebis en

comparaison avec d’autres laits (de chevre, de vache et humain).

Constituants Chevre Brebis Vache Humain
Minéraux
Ca (mg) 134 193 122 33
P (mg) 121 158 119 43
Mg (mg) 16 18 12 4
K (mg) 181 136 152 55
Na (mg) 41 44 58 15
CI (mg) 150 160 100 60
S (mg) 28 29 32 14
Fe (mg) 0,07 0,08 0,08 0,20
Cu (mg) 0,05 0,04 0,06 0,06
Mn (mg) 0,032 0,007 0,02 0,07
Zn (mg) 0,56 0,57 0,53 0,38
I (mg) 0,022 0,020 0,021 0,007
Se (ug) 1,33 1,00 0,96 1,52
Al (mg) n.a 0,05-0,18 n.a 0,06




Chapitre I Généralités sur le Lait de Brebis

Vitamines

Vitamine A(1U) 185 146 126 190

Vitamine D (1U) 2,3 0,18ug 2,0 1,4
Thiamine (mg) 0,068 0,08 0,045 0,017
Riboflavine (mg) 0,21 0,376 0,16 0,02
Niacine (mg) 0,27 0,416 0,08 0,17
Acide pantothénique 0,31 0,408 0,32 0,20

(mg)

Vitamine Bs (mg) 0,046 0,08 0,042 0,011

Acide Folique (ug) 1,0 5,0 5,0 55

Biotine (Lg) 15 0,93 2,0 0,4
Vitamine Bi2 (Lg) 0,065 0,712 0,357 0,03
Vitamine C (mg) 1,29 4,16 0,94 5,00

Tableau 03 : Comparaison des vitamines et les minéraux du lait de brebis avec d’autres
laits (Haeinlein, 2007)

1.2.3.2. propriétés physiques du lait de brebis
e Le potentiel d’hydrogene
Le pH global d’un lait frais varie d’une espece a l'autre, pour le lait de brebis, le pH
moyen se situe autour de 6,65 (Assenat, 1985). La mesure du pH renseigne beaucoup plus sur
la stabilité du lait et celle de ses micelles (Mtheieux, 1998). Sur le plan hygiénique, le pH est
considéré comme indicateur de la qualité du lait. (Pirisi et al 2007).

e Point de congélation

Le point de congélation est le paramétre le plus constant, il est utilisé pour détecter un
éventuel mouillage du lait. Sa valeur moyenne est estimée pour le lait de brebis a - 0,57°C
(Anonyme 7, 1998).

e Ladensité

La densité moyenne du lait de brebis a la température de 20 °C se situe a 1,036 (Assenat,

1985). Elle dépend étroitement de sa composition, particulierement de sa richesse en matiere

seche dégraissée. (Croguenne et al, 2008).
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1.2.4. Produits laitiers dérivés du lait de brebis

Le lait de brebis est destiné pour une grande part a la fabrication des fromages typiques
a longue conservation, de tres bonne qualité et a grande réputation (Casu et Boyazooglu, 1990).

Le tableau 4 illustre les pays les plus réputés dans la fabrication du fromage.

Pays Fromages
France Roquefort, abbaye de Belloc, Perail, Brocciu, Ossa-Iraty
Italie Canestratopugliese, Fiore Sardo, Pecorino Romano
Angleterre Friesla, Olde york
Espagne Castellano, Idiazabal, Manchegoroncal, zamorano,
Libye Al Zahra, jibnetgrus, al nassem

Tableau 4 : Pays d’origine de fabrication du fromage du lait de brebis

En dehors de la transformation fromagere et notamment dans le bassin méditerranéen,
le lait de brebis est parfois consommé dans son état ou transformé soit en yaourt ou encore en
beurre et créme traditionnelle, sinon il est destiné a la transformation industrielle. (Pandya et
ghodke, 2007).
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Décrites pour la premiére fois par Orla-Jensen au debut du XXe siécle, les bactéries lactiques
constituent un groupe hétérogéne, qui n’est pas clairement défini du point de vue taxonomique.
Elles rassemblent en effet un certain nombre de genres qui se caractérisent par la production,

liée a un métabolisme exclusivement fermentaire.
1. Partie bibliographiques
1.2. Les bacteries lactiques

1.2.1. Définitions et caractéristiques principales

Les bactéries lactiques appelées aussi bactéries de I’acide lactique (BAL) constituent
un groupe trés hétérogene de micro-organismes partageant divers aspects morphologiques,
métaboliques et physiologiques et dont la caractéristique fondamentale est la production de
quantités appréciables d’acide lactigue comme produit principal de leur métabolisme
fermentaire (Marshall et Law, 1984 ;Axelsson, 1993).

Les BAL sont des cellules procaryotes, hétérotrophes et chimio-organotrophes. Elles
sont Gram positives, géenéralement immobiles, asporulées, anaérobies mais aérotolérantes
(microaérophiles). Elles sont dépourvues de nombreuses activités enzymatiques comme la
catalase, la nitrate réductase et la cytochrome oxydase, aussi elles ne produisent pas d'indole
ni acide sulfhydrique et certaines espéces hydrolysent la caseine. En raison de leur faible
capacité biosynthétique, ces bactéries ont des exigences nutritionnelles complexes pour les
acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides
fermentescibles (Dellaglio et al, 1994).

1.2.2. Origine Habitat

Grace a leur souplesse d’adaptation physiologique, les bactéries lactiques peuvent
coloniser des milieux tres différents du point de vue physico-chimique et biologique. Dans
differents écosystemes, les BAL sont capables d’exercer des effets bénéfiques ou, plus

rarement, d’engendrer des altérations biologiques.

La source originale des bactéries lactiques est constituée par les plantes vertes, et suite
a des processus d’evolution et d’adaptation, ces bactéries ont colonisé d’autres environnements
et se trouvent ainsi dans divers habitats, tant que ceux-ci réunissent les conditions adéquates
pour satisfaire leurs besoins nutritifs (Fenton, 1987 ; Kelly et al, 1998 ; Carr et al, 2002). Pour
cela, le lait, auquel les BAL peuvent accéder a travers le corps de I'animal, les excréments ou
les végetaux, est devenu un habitat caracteristique des bactéries lactiques, et ainsi elles se

trouvent associées a divers produits laitiers fermentés. (Dellaglio et al, 1994).
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1.2.3. Taxonomie et classification

Depuis la description du Bacterium lactis (actuellement Lactococcus lactis), la
taxonomie des bactéries lactiques est en évolution permanente. Le nombre de nouvelles especes
a augmenté énormément au cours de ces dix derniéres années. Les réorganisations effectuées
ont contribué a fusionner des especes en une seule, ou identifier une espéce comme un nouveau
genre (Pot, 2008).

La classification des bactéries lactiques peut se faire selon des critéres phylogénétiques
par I’utilisation des méthodes moléculaires. Cependant, la caractérisation phénotypique
/biochimique classique demeure pratique dans [I’identification préliminaire des
microorganismes. Certaines caractéristiques phénotypiques sont utilisées pour identifier les
especes a l'intérieur des genres comme la capacité a : fermenter les hydrates de carbone, tolérer
différentes concentrations en bile, produire des polysaccharides extracellulaires, exiger des
facteurs de croissance, produire de I’acétoine et synthétiser certaines enzymes. La composition
en G+C de I’ADN, la composition en acides gras, la mobilité electro phorétique de la lactate
déshydrogénase sont également d'autres critéres qui peuvent étre étudiés pour l'identification
des espéces lactiques (Vandamme, 1996 ; Stiles et Holzopfel, 1997 ; Ho et al, 2007) (figure 1)

Bactéries lactiques: Gram+, catalase -
|

i G " Gaz & parir de glucose - ;

DOLes Batonnets : Aginne 4
¥ Torades Lactobacilus souches D Lacte OL
hamatermentaires|
S S— . T— ues/Batonnets  Batonnets
Pediococcus e ‘ % +‘ E;nqudau: -
| - St Lactobacillus [souches
— ; " Leuconosloc hétérofermentaires) =
0°C 6,5%NaCl :
; ' ! bactenum bacterium Betabactarium

Lactococeus  Strepfococeis — Enferococcus

Figure 1 : Schéma de différenciation des principaux genres de bactéries lactiques
(d’aprés Carr et al., 2002)
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La morphologie est considérée comme la caractéristique clé pour décrire et classifier
les genres des bactéries lactiques. De ce fait, les bactéries lactiques peuvent étre divisées
arbitrairement en bacilles (Lactobacillus et Carnobacterium) et coques (tous les autres genres).
Le genre Weissella, récemment décrit, est le seul genre qui comporte a la fois des bacilles et
des coques (Collins et al, 1993 ; Ho et al., 2007).

A ce groupe de bactéries lactiques, appartient plusieurs genres comme Aerococcus,
Atopobium, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et Weissella. (Stiles
et Holzapfel, 1997 ; Pot, 2008). Des genres nouveaux, par exemple Alloiococcus,
Dolosicoccus, Dolosigranulum, Eremococcus, Facklamia, Globicatella, Helococcus,
Ignavigranum et Lactosphaera, ont également eté décrits, comportant des souches qui montrent
des liens physiologiques et phylogénétiques avec les groupe des bactéries lactiques (Broadbent,
2001 ; Axelsson, 2004).

1.2.3.1. Le genre lactobacillus

Lactobacillus est le genre principal de la famille des Lactobacillaceae, il contient de
nombreuses especes qui sont des agents de fermentation lactique intervenant dans de
nombreuses industries ou qui sont rencontrées comme contaminants. Il s’agit de bacilles longs
et fins (parfois incurvés) souvent groupés en chaines, immobiles, sporulés, catalase négative,
se développant a un optimum de température situé entre 30 et 40°C. Les lactobacilles ont des
exigences nutritionnelles tres complexes en acides aminés, en vitamines, en acides gras, en

nucléotides, en glucides et en minéraux (Khalid et Marth, 1990 ; Leclerc et al., 1994).

Le genre Lactobacillus a été subdivisé par Orla-Jensen en trois groupes et cette

classification est encore utilisée en milieu industriel (Tamime, 2002 ; Guiraud et Rosec, 2004)

Groupe | « Thermobacterium » : comprend les lactobacilles homofermentaires thermophiles
qui se développent a 45°C mais pas a 15°C. Les especes les plus fréquentes dans I’alimentation

(lait, yaourt, fromage) sont Lb. helveticus, Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus.

Groupe Il « Streptobacterium » : regroupe les lactobacilles homofermentaires mésophiles et
peuvent étre occasionnellement hétérofermentaires en fonction du substrat. Les especes les plus

fréquentes dans I’alimentation sont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. sake et Lb. plantarum.

13



Chapitre 11 Bacteries Lactiques

Groupe Il « Betabacterium » : ce sont des lactobacilles hétérofermentaires. Il comporte les

especes Lb. fermentum, Lb. brevis et Lb. sanfransisco
1.2.3.2. Genre Entérocoques

Ce genre regroupe des coques a Gram-positif ayant un faible contenu en G+C (< 50%),
exempts de I"'enzyme catalase, les cellules sont disposées en paires ou en chaines courtes. 1ls
sont anaérobies facultatifs, chimio-organotrophes, ont un métabolisme exclusivement
fermentaire. Pendant la croissance, les Entérocoques produisent I'acide lactique comme
métabolite final (homofermentaire) et de trés petites quantités d'acide acétique, d acide
formique et d éthanol, mais sans production de gaz. Les Entérocoques jusqu a une date récente,
étaient classés dans le genre Streptococcus. La création de ce genre fut proposée par Thiercelin
et Jouhaud en 1903 (Klein, 2003).

Bien que la classification des entérocoques, en suivant les schémas de la taxonomie
classique, serait vague, puisqu’elle ne présente pas de caractéristiques phénotypiques évidentes
permettant de les distinguer d autres coques Gram-positifs exempts de catalase (Devriese et al,
1993), la majorité, des Entérocoques sont cependant facilement différenciables par leurs
capacités de croitre a 10 et a 45 °C, en présence de 6,5% de NaCl, a pH 9,6 et en présence de
40% de bile, 0,04% d acide de sodium ou dans du lait avec 0,1% de bleu de méthyléne, en plus
de la survie au chauffage & 60°C pendant 30 minutes (Hardie et Whiley, 1997 ; Morrison et al.,
1997). Généralement les Entérocoques sont différenciés par la fermentation de I’arabinose et
le sorbitol (Tamime, 2002 ; Ho et al., 2007).

Diverses souches d’entérocoques sont employées comme probiotiques et beaucoup
d autres encore sont impliquées dans des fermentations naturelles, dans les produits laitiers,

en particulier des fromages.
1.2.3.3. Genre Leuconostoc

Leuconostoc fut décrit pour la premiére fois en 1878 (Hucker et Pederson, 1957). Les
cellules de Leuconostoc sont des coques en paires ou en chaines comme les entérocoques mais
cette bactérie est heterofermentaire produisant de I’acide lactique, de I"éthanol et du COx. Les
Leuconostocs sont mésophiles (optimum : 20-30°C) et sont caractérisés par la production, a
partir du citrate du lait, de diacetyle et parfois aussi (cas de Leuc. mesenteroides ssp. Cremoris)

d acetate. Une autre caractéristique de certaines espéces de ce genre est I’hydrolyse de
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I’esculine et la production de dextranes et de levanes extracellulaires en présence de saccharose
(Novel, 1993).

Le développement des Leuconostocs entraine souvent I’apparition d’une viscosité dans
le milieu grace a la production des exopolysaccharides. Les Leuconostocs principalement Ln.
mesenteroides ssp. cremoris et Ln. lactis sont utilisés en association avec les Lactocoques dans
I’industrie laitiere pour produire en plus de I’acide lactique et le CO2, des substances
aromatiques telles que le diacétyle et I’acétoine a partir des citrates du lait (Hassan et Frank,
2001 ; Guiraud, 2003 ; Ogier et al, 2008).

1.2.4.. Métabolisme des bactéries lactiques
1.2.4.1. Principales voies fermentaires des bactéries lactiques

La fermentation des sucres par les bactéries lactiques aboutie principalement a la
production d’ATP et d’acide lactique. En technologie laitier la principale fonction des bactéries
lactiques est de transformer le lactose du lait en acide lactique qui intervient a différents stades
des fabrications laitiéres (participe a la coagulation du lait, provoques la déminéralisation et
I’égouttage du caillé et agit sur le gout et sur la conservation des produits laitiers fermentés)
(luquet, 1986).

Toute croissance necessite la production d’énergie et les bactéries lactiques ne font pas
exception a la regle. Hétérotrophes, elles tirent leur énergie de la fermentation de substrats
carbonés. Les carbohydrates fermentés en acide lactique par les bactéries lactiques peuvent étre
des monosaccharides tels que des hexoses (glucose, galactose), des pentoses (xylose, ribose,
arabinose), hexitols et pentitols (mannitol, sorbitol, xylitol) ou des disaccarides (lactose,
saccharose, cellobiose, tréhalose). La fermentation des sucres s’effectue essentiellement en

trois étapes (luquet, 1986):

e le transport du sucre a travers la membrane cellulaire ;
e |e catabolisme du lactose selon une voie homofermentaire donnant lieu a I’acide
lactigue comme unique produit de dégradation du glucose ;

e formation et expulsion extracellulaire des métabolites terminaux.

Selon les genres ou espéces, les bactéries lactiques utilisent principalement I’une des deux
voies majeures du metabolisme des sucres (figure 02). Il s’agit des voies homofermentaires et

hétérofermentaires (voie des pentoses-phosphate).
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Figure 2 : Métabolisme des voies homolactique et hétérolactique

e Voie homofermentaire ou EMP

Les bacteries lactiqgues homofermentaires comprennent les especes de Lactocoques,

Pediocoques, 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).

¢ Voie héterofermentraire ou voie des pentoses phosphate

Les bactéries lactiques qui fermentent le glucose en produisant, en plus de I’acide

lactique, de I’acétate, de I’éthanol et du CO2 sont dites hétérofermentaires. Les groupes

principaux de bactéries présentant ce type de métabolisme sont les Leuconostocs et certains

Lactobacilles. (Thompson et Gentry Weeks, 1994).
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1.2.4.2. Métabolisme du citrate

La concentration du citrate dans le lait est faible (environ 1,7 mg/ml) comparativement
au lactose environ (49mg/ml). Mais il constitue une substance clef dans I’élaboration des
produits laitiers fermentes. C’est la formation de diacetyle qui est responsable de I’arébme de
beurre, de I’ouverture des fromages affinées. Les produits du métabolisme du citrate agissent
aussi comme inhibiteurs de la croissance des contaminants du lait (luquet, 1986).

1.2.4.3. Ingénierie de la protéolyse

Les études menées jusqu a présent concernant | ingénierie de la protéolyse chez les
bactéries lactiques I'ont été dans le but, d'une part, de mieux comprendre la spécificité
d’hydrolyse des peptidases et protéases et d autre part, de moduler la protéolyse dans les
produits laitiers. La protéolyse peut étre modifiée dans les produits laitiers afin d accélérer
I’affinage des fromages et/ou d'en intensifier ou en modifier la flaveur, mais également
d orienter la protéolyse dans des laits fermentés vers la production de peptides a activité

biologique.

Durant les procédés de fabrication des produits laitiers fermentés, les bactéries lactiques
en culture sont soumises a des variations diverses de leur environnement. Ces variations
concernent tant les propriétés nutritionnelles (composition, richesse, carence) que les
parameétres physiques et chimiques du milieu (température, salinité, pH, osmolarité et
oxygenation). Pour se développer, les bactéries doivent donc étre capables de s adapter aux
changements en ajustant leur métabolisme aux nouvelles conditions environnementales. Le lait
est un milieu pauvre en acides aminés libres et riche en protéines, les caséines. Or, les bactéries
lactiques sont auxotrophes pour de nombreux acides aminés. La croissance en milieu lait de
ces bacteries et alors conditionnée par leur capacité a utiliser les caseines comme source
d acides aminés essentiels. Le systéeme protéolytique en dégradant les caséines assure cette
fonction. Les enzymes protéolytiques interviennent également dans des processus cellulaires
cruciaux tels que le renouvellement des protéines et la dégradation des protéines non
fonctionnelles ou de régulateurs. Ajuster un tel métabolisme en fonction des conditions du
milieu apparait indispensable pour une croissance optimale de la cellule (Corrieu et Francois,
2008).

Le métabolisme protéolytique a été principalement étudié chez Lactococcus lactis,

espece bactérienne considérée comme le modele d études des bactéries lactiques. Ces études
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ont permis la caractérisation de ce systeme sur le plan biochimique qui est a I origine de la mise
en évidence du réle crucial de ce processus lors de la croissance en lait, des Lactocoques. Un
modele en trois étapes de dégradation des caséines par le systeme protéolytique de Lactococcus

lactis a été proposeé par Kunji et al, 1996.
1.2.4.4. Ingénierie de la lipolyse

Les bactéries lactiques sont considérées comme faiblement lipolytiques. Cependant leur
présence dans les fromages a des concentrations élevées pendant des périodes plus au moins
importantes, peut les amener a libérer des quantités non négligeable d’acides gras libres (karam
et al, 2012).

L hydrolyse des triglycérides est la transformation biochimique principale du gras
fromager pendant la maturation et conduit a la formation des acides gras libres, mono et
diglycérides et probablement du glycerol (Siegumfeldt et al, 2000). Les lipases bactériennes
catalysent en partie la production des acides gras a longues chaines a partir des mono et
diglycerides, alors que les esters permettent la libération des acides gras volatils. Les acides
gras, dont la concentration augmente pendant I’affinage, seraient responsable en partie de la

flaveur typiques des fromages a pates pressées cuites.

L augmentation de la concentration et de la disponibilité des substrats des estérases
(alcool et acides gras) a permis d améliorer la synthése d esters par plusieurs bactéries lactiques
dans un systeme fromager modele (Fenster, 2003; Holland et al, 2005). Ceci souligne
I"importance des voies métaboliques conduisant a la production d"alcools et d"acides gras qui

méritent elles aussi d étre optimisées.
1.2.5. Propriétés technologique des bactéries lactiques
1.2.5.1. Aptitude acidifiante

Vu I’importance de la fonction acidifiante chez les bactéries lactiques. La détermination de
I’acidité en terme d’activité d’acidifiante occupe une place centrale. Plusieurs méthodes sont
disponibles pour traduire I’activité acidifiante des bactéries lactiques. On distingue trois types

principaux (Corrieu et Francois, 2008).

e Les méthodes ponctuelles statique, généralement simple et peu couteuse, qui refléte un
niveau d’acidité a I’ instant de la mesure (ou de I’échantillonnage) ;

e Les méthodes dynamiques qui permettre le suivi en temps réels du phénomene ;
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e Les méthodes indirect qui utilise des mesures pouvant étre reliées plus au moins
aisément a I’activité acidifiante.

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée chez les

bactéries lactiques utilisées dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par la production

de I’acide lactique a partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours de la croissance

bactérienne.

Les conséquences, d’ordre physico-chimique et microbiologique, peuvent se résumer ainsi

par (corrieu et Francois, 2008) :
- Accumulation d’acide lactique participant a la saveur des aliments fermentés ;
- Abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices alimentaires ;

- Limitation des risques de développement des flores pathogéne et d’altération dans

les produits finaux.

- Déstabilisation des micelles de caséines, coagulation des laits et participation a la
synérése pour un ferment donné, il s’agit de permettre une vitesse d’acidification élevée et/ou
d’atteindre un niveau d’acidité finale prédéfinie. Le niveau d’acidité dépend des spécifications

du produit, lesquelles vont conditionner le choix des souches.
1.2.5.2. Aptitude aromatisante

Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composés aromatiques
(tels que : I'a-acétolactate, I'acétaldéhyde, le diacétyle, lI'acétoine et 2,3-butanediol, I’éthanol,
I’acétate, le formiate, ...etc.) principalement a partir du lactose, du citrate, des acides aminés
et des matieres grasses. Cette fonctionnalité est particulierement importante lors de
I’élaboration des laits fermentés, des fromages frais, cremes et beurre, dont I’aréme principal
est lié a cette activité microbienne (Bourgeois et Larpent, 1996 ; Gerrit et al., 2005 ; Cholet,
2006)

1.2.5.3. Aptitude texturante

La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des exopolysaccharides (EPS) joue un
réle important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés. Les Lb. delbrueckii
ssp. bulgaricus et Streptococcus thermophilus produisant des EPS sont utilisés dans la
fabrication des yaourts, ceci afin d’améliorer la texture, éviter la synérése et augmenter la

viscosité des produits finis. L’utilisation des EPS produits par les souches Lc. lactis ssp.
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cremoris est tres prometteuse pour la structure et la viscosité des produits laitiers fermentés
(Leroy et De Vuyst, 2004 ; Ho et al, 2007)

1.2.6. Importance industrielle des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques spécialement le genre Lactococcus, Lactobacillus,
Lleuconostoc, Pediococcus et streptococcus, sont les composants fondamentaux des cultures
initiatrices (starter) utilisées dans I’industrie alimentaires, cependant il existe d’autres champs

d’application de ces microorganismes (Achemchem, 2014) (figure 3).

Importance industrielle des BAL

Probiotiques Activite antimicrobienne
Peroxide
Culture initiatrices : d’hydrogene
Produits fermentes il Acides organiques
Caractéristique Syntheses de Dioxyde de carbone
Organoleptiques composes Bactériocines
Nutrition Polysaccharides

Valeur ajoutée

Acide lactique

Figure 3: Applications industrielles des bactéries lactiques.
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1.3. Interactions métaboliques

Lors de I'élaboration des produits issus de fermentations lactiques, quelle que soit
I"application industrielle considéree, interviennent systématiquement deux ou plusieurs micro-
organismes simultanément : il s"agit donc de cultures mixtes. Ces micro-organismes sont soit
des bactéries lactiques (cas, par exemple, de la plupart des laits fermentés), soit d autres
bactéries, ou méme des levures et des moisissures (par exemples dans les fromages). Ces
cultures mixtes sont composées de la flore indigéne du produit qu elles transforment, dans le
cas des fromages au lait cru, ou bien d un mélange connu de souches bien déterminées ajoutées

au lait, pour les fromagers issus de lait traité thermiquement.

Il convient donc de considérer les produit fermentés par fermentation lactiqgue comme
des écosystemes, plus au moins complexes et plus ou moins bien maitrisés, selon I"application
considérée. Au sein de ces écosystemes, la notion déquilibre des populations est
prépondérante. Il est possible de moduler a la fois le nombre d especes ou de souches de micro-
organismes mises en ceuvre, ainsi que le rapport entre les populations de ces souches, pour
obtenir, au final, des produit d’une grande diversité, notamment en ce qui concerne les ardmes
et la texture. Le choix des souches et des associations doit tenir compte des propriétés de chaque
souche mais aussi des capacités de chacune a interagir avec les autres, ce qui nécessite une

bonne connaissance des interactions métaboliques.
1.3.1 Classification des interactions

Les interactions constituent un ensemble complexe de phénomenes biologiques
hétérogenes dont la classification s’avéere nécessaire. Leurs effets ont été observés bien avant

que leurs mécanismes aient pu étre expliques.
Fredrickson, 1977 a classé les interactions selon deux approches :

= L approche phénoménologique est fondée sur les effets observés : ceux-ci peuvent
étre positifs (favorable au micro-organisme), soit négatifs (défavorables au
microorganisme).

= | "approche mécanistique fait appel a la connaissance des mécanismes biologiques
et les regroupe en interactions directes (nécessitent un contact physique entre les
bactéries) et indirectes (par I’intermédiaire d’une substance produite ou

consommeée par un des micro-organismes).
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Lorsqu'un phénomene d'interaction se déroule entre deux ou plusieurs
microorganismes, les cinétiques de croissance et de production, ainsi que les caractéristiques
finales des produits peuvent étre modifiées. Chez les bactéries lactiques, une interaction
indirecte positive peut se traduire par une stimulation de la croissance et de I activité
métabolique, mais aussi de la production d’acide lactique ou de certaines molécules (composes

d’arébmes ou exopolysaccharides).

Chez les bacteries lactiques, se sont principalement des interactions indirectes, positives
ou négatives qui ont été décrites jusqu™ a présent (Corrieu et Froncoit, 2008). La notion de
compétition décrit une interaction indirecte qui exerce un effet négatif sur les deux populations.
Ce phénomene se déroule lorsque les deux micro-organismes utilisent une méme substance qui

disparait donc plus rapidement du milieu de culture.

= L amensalisme traduit une inhibition exercée par I'une des deux populations sur
I"autre, par I"intermédiaire d une substance non spécifique. C est par exemple le cas
de I'acide lactique chez les bactéries lactiques.

= Le terme antagonisme désigne une lutte réciproque des deux populations par la
production de molécules inhibitrices, généralement spécifiques. Cela concerne
principalement la production de bactériocines.

= Le commensalisme s exprime par la stimulation d"un micro-organisme par I autre.
Les mécanismes révéelent soit de la production de substances nécessaires a la
croissance de la population commensale, soit de la degradation ou de I utilisation
de substances inhibitrices pour ces populations.

= Les notions de mutualisme et de protocooperation sont utilisées pour définir les
interactions indirectes qui ont un effet positif sur les deux populations, soit
simultanément, soit successivement. Le mutualisme traduit la nécessité de cette
interaction pour la croissance des populations alors que dans le cas de la
protocooperation, les partenaires peuvent se développer I'un sans | autre.

= Enfin, le neutralisme est un phénomene au cours duquel les micro-organismes

n'interagissent pas entre eux.

Les interactions indirectes faisant intervenir des composants présents dans les milieux
de culture (substrats ou produits du métabolisme). Leur compréhension nécessite une bonne
connaissance des phénoménes métaboliques qui interviennent lors de la croissance des

bactéries. Chez les bactéries lactiques, la connaissance de ces phénoménes reste encore



Chapitre 3 Ineractions Metaboliques

fragmentaire. Seuls quelques modeles d"interactions, comme par exemple celui du yaourt, sont

déja bien documentés.
1.3.2. Les agents inhibiteurs produits par les bactéries lactiques

La production des antimicrobiens par les bactéries lactiques, est connue depuis
longtemps. Les acides organiques, le peroxyde d’hydrogene et d’autres molécules
antimicrobiennes sont les principaux agents inhibiteurs produits par ces microorganismes. Ces

agents inhibiteurs différents par leur cible mais aussi par leur nature et leur structure.
1.3.2.1. Les acides organiques

Ils sont produits par catabolisme des sources de carbone. L’acide lactiques est le seul
acide issu de la glycolyse par la voie homofermentaire, alors que la voie heterofermentaire
génere en plus de I’acide lactique, de I’acide acétique, ces acides traversent la membrane
cytoplasmique et diminue le pH du milieu intracellulaire, ce qui provoque I’inhibition des
fonctions cellulaires. Plusieurs microorganismes d’altération des aliments sont connus pour
leurs sensibilités au changement de pH intracellulaire. De plus, les bactéries lactiques semblent
étre compétitives en conditions acides, causant I’inhibition d’autres bactéries (Klaenhammer
et al.,1994). Cependant, si I’acidité du milieu dépasse les seuils acceptés par la souche, des cas
d’auto-inhibitions peuvent étre observés, en effet au cours de la fermentation d’une bactérie
lactique, I’administration de glucose continue et provoque la production des acides organiques,
par conséquent, une diminution progressive du pH du milieu et si celui-ci n’est pas contrélé, la

bactérie peut s’auto-inhiber (Grattepanche, 2005).
1.3.2.2. Le peroxyde d’hydrogéne

Les bactéries lactiques ne possedent pas généralement de catalase. L accumulation de
peroxyde d’hydrogene par I’action des oxydases, est une cause de I’activité antimicrobienne,
en particulier des lactobacilles. Le H2O> peut étre auto-inhibiteur dans le cas, ou I’activité

peroxydasique n’est pas importante. (Price et Lee, 1970).
1.3.2.3. La production de bactériocine :

Klaenhammer (1988), suggére que 99% des bactéries peuvent produire au moins une
bactériocine. Pour des raisons de sécurité alimentaire, plusieurs bactéries n’ont pas fait I’objet

d’étude, pour la production de bactériocines.
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Les bactériocines des bactéries lactiques sont les plus abordées dans la recherche. Ces
substances protéiques, sont des toxines a spectre d’action moins large. (Riley et Wertz, 2002).

Ces molécules constituent la deuxieme cause de I’effet inhibiteur des bactéries lactiques, aprés
celle causée par les acides organiques.
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2.1. Lieu de travail

Les travaux présentés dans cette étude ont été effectués au niveau du laboratoire des
Sciences et Technologie de Production Animal (LSTPA) de I'université Abd Elhamid Ibn

Badis de Mostaganem.

2.2. Matériel biologique

2.2.1. Souches bactériennes
2.2.1.1. Bactéries lactiques
Les souches lactiques utilisées dans notre travail ont été isolées a partir du lait de brebis

provenant de différentes régions d’Algérie (Naama, Mascara et Méchria) (voir tableau

).

Matériels et Méthodes

Tableau 5: Les souches de different régions

Régions Nombre d’échantillon Nombre d’isolats

BMA1 48

Mascara (BMA) : BMAZ2 22
BNF1 10

Naama (BNF) 3 BN "
BNF3 34

BME1 16

Méchria (BME) ’ BME2 14

2.2.1.2. Bactéries pathogenes et/ou d’altération

Ces souches ont été utilisées comme indicatrices dans les tests de mise en évidence

des effets inhibiteurs exercés par les bactéries lactiques (voir tableau 6).

Tableau 6 : Souches pathogénes ou d’altération

Souches indicatrices (ATCC) Code
Escherichia coli (EC) (EC)
S1 G+
S2 G+

25

ATCC: American Type Control Collection




Partie Expérimentale Matériels et Méthodes

2.3. Milieux

Le milieu MRS (Man, Rogosa et Sharpe 1960) est le milieu de culture utilisé pour toutes les
souches lactiques. Il a été utilisé sous les formes liquide et solide (voir annexel).
Le bouillon nutritif a été utilisé pour la revivification des bactéries pathogénes et/ou
d’altération. Selon la méme composition nous avons utilisé une préparation semi-solide (voir
annexe 3).
Lors de la réalisation des différents tests d’identification des bactéries lactiques, plusieurs

milieux ont été utilisés (voir annexe 2).

2.4. Méthodes
2.4.1. Veérification de la purete des isolats et de leur appartenance au groupe lactique

2.4.1.1. Vérification de la Pureté des souches
La pureté des souches a été verifiée par des passages successifs et alternés entre bouillon
et milieu solide, avec a chaque fois une incubation a 30 °C pendant 24h a 48h. Les cultures en
milieu solide ont été effectuées apres ensemencement en stries selon la méthode des quadrants.
2.4.1.2. Examen microscopique
Cet examen repose sur une observation au microscope optique aprés coloration de
Gram.
Cette coloration permet de:
e Différencier les bactéries a Gram positif (violette) de celle a Gram negatif (rose).
e Distinguer leur morphologie (batonnets, coques) et leur mode de regroupement en
diplocoques, en amas ou en chainettes.
Les bactéries lactiques sont a Gram positif.

2.4.1.2.Test de catalase

Le test de catalase sert a démontré que certain bactéries produisent du peroxyde
d hydrogéne (H202) pendant leur respiration, ces bactéries sont capables de décomposer le
peroxyde d hydrogéne grace a " enzyme catalase.

Pour mettre en évidence cette enzyme, une partie de la colonie testée est diluée dans
une goutte d’eau oxygénée sur une lame stérile. Le dégagement de bulles de gaz indique la
présence de la catalase selon la formule suivante :

H202 — H20 +1/2 O3
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Les bactéries a Gram positif et catalase négative sont considérées comme des bactéries
lactiques.

Toutes les souches qui ont été vérifiées comme étant des lactiques seront soumises a des tests
d’identification.

2.5. Etude physiologique et biochimique
Différents types de tests ont été effectues.
2.5.1. Croissance dans des conditions hostiles
2.5.1.1. Test de croissances a pH 9,6 et pH 4

Ce test est utilisé pour définir I’habilité des bactéries lactiques a croitre dans un milieu
alcalin (pH 9,6 et dans un milieu acide (pH 4) (Bekhouche et Boulahraf, 2005). Il est réalisé
par un ensemencement des isolats dans deux milieux MRS liquide.

= MRS bouillon a un pH 9,6 ajusté par I"addition d’une solution de NaOH (1N)

= MRS bouillon a pH 4 ajusté par I"addition d acide lactique () (1N)
La lecture des résultats consiste a observer s’il y a croissance ou pas des bactéries aprés 24h a
72h d’incubation a 30 °C.
Des cultures témoins ont été préparees dans du MRS a pH 6,5 toujours avec une incubation
pendant 24h & 72h 4 30 °C.

Ce test permet de distinguer les Entérocoques des Lactocoques

2.5.1.2. Croissance en présence de 6,5 % de NaCl
Ce test permet de savoir si les bactéries ont la capacite de croitre dans un milieu hyper

salé (6,5 % de NaCl). Les isolats ont été ensemences dans des tubes de MRS additionné de
6,5% de NaCl et incubés a 30°C pendant 24 a 48 heures. Le témoin étant la culture en MRS

sans NaCl.
Ce test permet de distinguer les Entérocoques des Lactocoques.

2.5.1.3. Croissance a 4 % de NaCl

Seules les bactéries qui n’ont pas pu croitre a 6,5 % de NaCl, ont été ensemencées dans
un milieu MRS a une concentration de 4 % de NaCl. L’incubation a été faite pendant 24 a 48
heures & 30 C. Le témoin étant une croissance dans du MRS sans NaCl.

Ce test permet de faire une distinction entre les Entérocoques des Lactocoques.
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2.5.1.3.Recherche du type fermentaire
Ce test consiste a mettre en évidence la production de CO2 qui est piégée dans une

cloche de durham en milieu MRS (Patil et Al, 2009). Il permet de différencier les isolats
homolactiques des hétérolactiques. Aprés incubation a 30°C, les tubes sont observés dans un

délai de 24 h jusqu’ & 72 h. La lecture des résultats consiste a observer s’il y a production de

gaz recueillis dans la cloche de durham.

2.5.1.5. Test de thermorésistante

Apres I'ensemencement des souches dans le milieu MRS liquide, la série de culture des
souches a subit un chauffage a 63,5°C au bain-marie pendant 30 minutes puis incuber a 30°C
pendant 24 heures (Zerain et Al, 2013). Des cultures non traitées a 63,5°C, sont utilisées comme
témoin.

Ce test permet de distinguer des isolats thermophiles des mésophiles.

2.5.1.6. Lait de Sherman

Deux séries de tubes contenant 10 ml de lait écrémé stérile additionné pour la premiére
de 0,1 % et la deuxiéme de 0, 3 % de bleu de méthyléne sont ensemenceées et incubées a 30°C
pendant 24 a 48 heures. Le bleu de méthyléne tire sa couleur grace a I'oxygeéne, ce test porte
toujours sur le systeme respiratoire des bactéries lactiques, si elles sont micro-aérophiles elles
ne vont utiliser qu’une faible quantité d’oxygene présent dans le bleu de méthylene et de fait,
la couleur du lait (bleu) ne virera que légerement vers le blanc et contrairement aux bactéries

lactiques aérobies qui utilisent tout I'oxygene du bleu de méthyléne (Larpent et Al, 1990).

Ce test ne peut étre réalisé que sur des bactéries dont les cellules sont sous forme de

coques. Ce test est permet de différencier les Enterocoques des Lactocoques
2.5.1.7. Croissance a différentes températures (10 °C et 45 °C) :

Ce test est réalisé pour les cocci et les bacilles, il permet de distinguer les souches
thermophiles des mésophiles, il est réalisé en bouillon MRS. L’incubation est effectuee pendant

24 heures a 72 heures pour le test a 45°C et jusqu’a 7 jours pour le test a 10°C
2.6. Recherche de I’activité antibactérienne

Pour la recherche de I’activité inhibitrice deux méthodes ont été utilisées
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= Laméthode de Tagg et McGuiven (1971) dite méthode de diffusion en puits.
= Laméthode de Fleming et al., (1975)
De I’ensemble de nos bactéries lactiques, nous avons retenu 6 pour les tester comme
inhibitrices (voir tableau 7).

Tableau 7 : Souches inhibitrices utilise pour de I’effet inhibiteur

Souches inhibitrices

BNF1.1
BNF1

BNF1.6

BNF2.7
BNF2

BNF2.41

BNF3.8
BNF3

BNF3.15

2.6.1. Meéthode de double couche (méthode de Fleming et al, 1975)

Pour mettre en évidence I’effet inhibiteur des bactéries lactiques retenues pour ce test
contre les bactéries pathogenes et/ou d’altération, les souches lactiques ont été ensemencees en
touches (& I’aide d’un inoculateur multipoint stérile) a la surface d’un milieu MRS solide a
partir d’une culture de 18 heures. Apres 24 heures d’incubation a 30°C, de la gélose moelle
pré-ensemencée par la souche indicatrice est coulée au-dessus de la premiére couche de gélose.
Puis deuxiéme incubation a la température optimale de la souche indicatrice pendant 24h
(figure 4)
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Culture bactérienne
(Souche inhibitrice)

F—— A ——,
] < > .-
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— A 30°C
Inoculation de &
Culture de18h Souches lactiques

(Bactérie lactique)

0.5ml ’N Incubation 24h

L
* o
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&ml gélose moelle +5ouche
Culture de 12h 8mil de gélose moelle Wi Zone d'Infibition

[Bactérie pathogéne)

Figure 4 : méthode de Fleming et al. (1975)

2.6.2. Méthode de diffusion en puits

Cette méthode est réalisée comme suit :

e Les souches inhibitrices sont cultivées dans du milieu MRS liquide
pendan t18 heures.

e Dans une boite de Pétri, contenant une couche de milieu MRS solide, et
une deuxieme couche de gélose molle pré-ensemencée en masse par une
des souches indicatrices, des puits sont réalisées a I’aide d’un emporte
piéce.

= La culture de la souche inhibitrice est centrifugée a 6000 tr/min pendant 10 minutes, le
surnageant obtenu a été rempli dans les puits a I’aide d’une micropipette.
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Les boites sont mises au réfrigérateur a 4°C pendant une nuit puis sont incubées a la

température optimale de la souche indicatrice pendant 24 h a 48 heures.

Les puits entourés d'une zone claire d’inhibition de la

souche indicatrice sont

considérées comme positives (inhibitrices) (la figure 5) représente les étapes de

réalisation de la méthode des puits.

0.5mi

7

[
Culture de 18h
Bactérie pathogéne

Gélose moelle

8 ml de gélose moelle *
Souche indicatrice

0.1ml

N

|
I— Centrifugation
4°C & 6000 tr

——

~

Pd 15 min Culot

Culture de 18h
[Bactérie lactigue)

=5 Incubation 24h |
é) < — '
437%C

Zone dlinhibition

© Laissez solidifier

|
0.1ml surnageant de la culture
bactérienne
|
0
= o
-~ =

Gélose nutritive
contenant la souche
indicatrice

Figure 5 : methode de diffusions en puits

2.7. Mise en évidence de I’activité protéolytique des bactéries lactiques

Cette étude a été réalisée selon deux méthodes. Par la premiére méthode nous avons

recherché I’activité protéolytique en testant directement des cellules bactériennes par la

deuxieme seuls les surnageants de culture ont été testés. La deuxiéme technique permet de

mettre en évidence I’activité protéolytique extracellulaire.

2.7.1.

Mise en évidence de I’activité protéolytique par les cellules bactériennes

Dans ce cas les souches bactériennes a tester pour I’activité protéolytique ont été

ensemencées en touches a la surface d’une gélose MRS additionnée de 2% de lait écrémeé.
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Apreés incubation a 30° C pendant 24 h, La lecture des résultats consiste a observer s’il y a ou

pas des halos clairs autour des touches de bactéries.

2.7.2. Mise en evidence de I’activité protéolytique dans les surnageants de

cultures

Dans ce cas des surnageants de culture de bactéries lactiques ont été testés. Pour cela
de la gélose MRS additionnée de 2% de lait écrémé a été coulée en boite de Petri, Aprés
solidification des puits ont été creusés puis rempli par les surnageants de culture. La présence

d’une activité exocellulaire s’exprimera par la formation de halos clairs autour des puits.
2.8. Mise en évidence de I’activité lipolytique

L activité lipolytiques est recherchée en milieu MRS agar additionné de 1% et 3% de
tween 80 pour la matiére lipidique artificiels, ensuite 1% et 3% d’huile d’olive. Les
bactéries lactiques sont ensemencées d’une part par un multi-point sur la gélose. Et d’autre
part des puits ont été creusés puis rempli par les surnageants de culture. La présence d’une
activité exocellulaire s’exprimera par la formation de halos clairs autour des puits.
L’activité lipolytique est indiquée par I’apparition d’un précipitat visible (karam et al,
2012)

2.9. Dosage de I’acidité

La mesure du pouvoir acidifiant consiste a suivre d’une part I’évolution du pH des
différentes cultures en fonction du temps et d’autre part a doser simultanément I’acidité totale
par la soude.

On commence par la préparation de lait écrémé dans des flacons a un volume de 100ml. Apreés
stérilisation et refroidissement, chaque flacon est ensemencé par une culture lactique
(Iml1/200ml). Aprés incubation a 30°C et a des temps d’incubation différents (1h, 2h, 4h, 6h,
8h, 12h, et 24h), 10ml de la culture en lait sont prélevé puis titrer par la soude Dornic (N/9) en
présence de 4 gouttes de phénolphtaléine, jusqu’au virage de la couleur au rose pale persistant
au moins 10 secondes (Larpent, 1997).

L acidité titrable du lait a été exprimée en degrées Dornic (°D) selon la formule : 1ml de NaOH
correspond a 10 °D et un degré Dornic correspond a 0,1g d’acide lactique /I de lait.

L acidité est determinée par la formule :

Acidité (°D) = V naok X 10
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Ou VnaoH est le volume de soude écoulé pour titrer 10 ml de lait, et 1°D=0,1g/I de lactate.

La mesure du pH est faite directement par le pH-métre. Le pH a été détermine a chaque fois

que le dosage de I’acide lactique a été effectué.
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3. Résultats et discussion

3.1. Confirmation de la pureté et I’appartenance des souches au groupe lactique

La pureté des souches s’observe par la présence d’un seul type de cellule (coque,

bacille) en observation microscopique.

La réaction négative au peroxyde d’hydrogéne d’une souche, ainsi qu’un type Gram

positif permettant de confirmer son appartenance au groupe lactique.

L’ observation microscopique des 181 souches avait présenté une couleur violette
(Gram positif), Cette étude a réveélé deux formes de cellules (coque et bacille) ; les cogques sont
disposées en paires (diplocoque) ou en courte chaine, constituent 93% de I’effectifs total par
rapport aux bacilles qui représentent seulement 7% (figure 6), et qui sont disposés en courte

chaine.

bacilles
7%

H bacilles
m Coques

Figure 6 : Proportion de la forme cellulaire des sept échantillons de trois localités
(BNF, BMA, BME).

Pour les échantillons d’isolat bactériens de BME et BMA, nous n’avons aucune bacille.

Concernant les trois échantillons de BNF, seul un ne présente pas de bacilles (voir figure 7).
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Figure 7 : Diagramme de la forme bacille et coque de sept échantillons.

Toute les souches étudiées sont catalase négative et de Gram positif. Le tableau
(annexeb) récapitule les observations microscopiques.

Les résultats d’identification de notre étude montrent une présence majoritaire de
coques avec 93% par rapport aux batonnets qui ont été retrouve a un faible pourcentage estimé
a 7% (figure 6). Nos résultats rejoignent ceux de Bakhouche et Boulahrouf, les 181 souches

sélectionnées ont montré que la totalité des souches sont a Gram positif, catalase négative.
3.2. Type fermentaire

Ce test consiste a détecter les souches homofermentaires (pas de dégagement gazeux)
des souches heterofermentaires (avec dégagement gazeux) dans un milieu contenant comme

seule source de carbone le glucose. Un aspect des résultats obtenus est montré en figure 8.

Figure 8 : Exemple des résultats obtenus pour le type fermentaire.
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Plus en détail les résultats sont représentés dans le tableau 8.

Tableau 8 : Récapitulatif des résultats de type fermentaire

Résultats et discussion

BNF BME BMA

1 2 3 1 2 1 2
homolactique | 10 29 41 16 10 47 12
heterolactique | 00 00 00 00 04 o1 10

La totalité des lactobacilles sont homofermentaires (les 15 bacilles ne produisent pas de
CO2 a partir du glucose), tandis que pour les coques 151 sont homofermentaires, et le reste

(15 isolats correspond a I’échantillon BMAL) sont heterofermentaires.

3.3. Test de croissance a différentes températures 10°C et 45 °C

Ce test est réalisé pour les bacilles et les coques, il permet de différencier les

thermophiles des mésophiles.

Tableau 9 : Résultats de test de différentes températures (10 et 45 °C)

T °C 10 °C 45 0C
LOTS Positive | Négative | Positive Négative
1 10 00 10 00
BNF 2 34 00 34 00
3 39 00 36 03
1 02 14 10 04
BME
2 10 06 05 09
1 13 34 38 09
BMA 2 |22 00 22 00
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Les souches de la BNF1, BNF2 et BNF3 ont révélé une croissance 10°C et 45°C. Tandis
que pour les souches de BME1 et BME2 presque la moitié ont poussé dans les deux
températures 10°C et 45°C. A propos du troisiéme échantillon BMA, la totalité des souches

n’ont pas pu croitre dans les deux températures, le tableau 9 illustre les résultats obtenus.
3.4. Les conditions hostiles
3.4.1. Croissance en présence de 6.5% de Nacl

Ce test permet de savoir si les bactéries ont la capacité de croitre dans un milieu hyper-
salé. Ce qui nous a permis de classer les Entérocoques.

Figure 9 : Résultats de test de croissance a 6,5% de Nacl

Tableau 10 : Récapitulatif de croissance en présence de 6,5 de Nacl par échantillon

BNF BME BMA

1 2 3 1 2 1 2
Tolérance
a 65 %10 34 41 16 14 43 09
Nacl
Intolérance
a 6,5% de |00 00 00 00 00 04 13
Nacl
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La totalite des souches étudiées (bacilles et cogues) ont montré une tolérance a un milieu
hypersalé de 6,5% de Nacl (figure 9) sauf pour les 16 souches de I’échontillon BMA 1let BMA

2 qui n’ont pas pu pousser. Le tableau 10 récapitule les résultats obtenus.

Les 16 souches qui n’ont pas toléré une concentration de 6,5% de Nacl ,ils ont poussé
a 4% de Nacl.

3.5.1. Test de croissance a pH 9,6 et 4,5

Ce test est realise pour définir I’habilité des bactéries lactiques de croitre dans un milieu

alcalin (pH 9,6) et un milieu acide (pH 4,5). La figure 10 illustre les résultats obtenus.

Figure 10 : Résultats de test de differents pH 9,6 et 4,5

Tableau 11 : Récapitulatif des souches de BNF, BMA et BME a pH 9,6 et pH 4.

pH pH9,6 pH 4
LOTS Positive | Négative | Positive Négative
BNF 85 00 36 49
BME 30 00 2 28
BMA 40 29 8 58
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la totalité des souches de BNF 1, BNF2, et BNF3 ont poussé a pH 9,6, par contre

42% des souches n’ ont pas toleré un pH 4,5.

60 % des souches de BMAL, et BMA2 ont poussé a un pH de 9,6, 87 % de ces souches
n’ont pas pu croitre dans un de pH 4,5.

Pour le BME, la totalité des souches ont poussé a pH9,6 et 93 % n’ont pas pousser a

PH 4,5. Le tableau 11 recapitule les résultats.
3.6. Test de thermoresistance
ce test est realisé pour différencier les souches thermophiles des mésophiles.

70% de souches de BNF sont révélées comme étant des isolas qui resistent a une
température de 63,5 °C et le reste (30%)ne résistent pas.

Pour le BMAlet BMAZ2, la majorite des souches 90% ont poussé, 10% seulement n’ont

pas pu résister a 63,5°C.
90% des BME soit la majorité n’ont pas poussé, 10 % seulement ont réagit.
3.7. Lait de sherman

Ce test est destiné uniquement pour les coques, certaines sont capables de croitre sur un
lait de 0,1% et 0,3% de bleu de méthylene.

Figure 11 : Test de lait de shermen

39



Partie expérimentale Résultats et discussion

Les résultats obtenus sur le lait de sherman (figure 11) ont revelé que la majorité des
souches testees de BNF, BMA, et BME ont I’habilité de croitre en présence de 0,1% de bleu

de méthylene.

La totalité des souches de la BNF ont poussé en présence d’une concentration de 0,3%
de bleu de méthylene. Alors que presque 50% des souches de BME et BMA ont toleré la méme

concentration.

B Aerocoque

B Enterocoque

Streptocoque

4%
M lactobacille

Aerocoque

23% M pediocoque

\ M lactocoque

M leuconostoc

ND 40%

leuconostoc
2%
END

lactocoque
5% W Streptocoque

Figure 12 : Représentation des genres identifier
L’étude des caractéres culturaux, biochimiques et physiologiques des 181 souches
Sélectionnées et isolées a partir du lait de brebis nous a permis de mettre en évidence 8 genres
différents (figure 12). Les plus fréqguemment rencontrés semblent étre des Aerococcus 44 sauf
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qu’elles présentent un développement a 45 °C, les Enterocoques (22) selon la classification de
Guiraud, 1998 et Axelsson., 2004, Ce genre concerne juste I’échantillon de BNF1 et BNF2.
Ainsi, les 15 lactobacilles obtenus sont homofermentaire et peuvent appartenir au groupe
Thermobacterium et aussi  Streptobacterium. Parmi ces 8 genre, 13 semblent étre des
Pediococcus sauf qu’elles ne présentent pas le paramétre de pousser a 45°C. Nous avons
déterminé 7 Streptococcus mais ces derniers ne poussent pas a pH 9,6. Selon la classification
de Axelsson 2004, on a obtenus 4 Leconostoc, dont 2 entre eux ne tolérent pas pH 9.6. On a
déterminé en comparant avec la classification d’Axelsson, 2004, 9 semblent étre des
Lactococcus. Les résultats des tests realisés pour les Lactococcus sont tres variables ; de ce fait
nous nous sommes basés seulement sur la thermorésistante, la production de gaz et
I’intolérance a pH 4.5 qui sont les parametres principaux des Lactocoques selon la
classification de Guiraud 1998. Et enfin une grande partie des souches a répondue
differemment, la raison pour laquelle, on n’a pas pu les classer dans les genres connus selon la
classification d"Axelson 2004 et elle reste donc non déterminée.

La méthode d’identification phénotypique classique est laborieuse en matiére de de
temps (elle nécessite 2 a 10 jours pour obtenir des résultats). Cependant des études
comparatives montrent que la performance de cette méthode est variable, avec une limite
d’exactitude pour les résultats obtenus. Pour cela d’autres tests sont nécessaires tel que la
fermentation des sucre, tests de I’esculine, tests de I’ADH, pour obtenir des résultats plus

fiables et plus précise pour qu’on puisse déterminer les genres et méme I’espéce.
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Pour la suite de notre travail qui concerne I’étude des activités technologiques, nous
avons retenu 6 isolats (6%), parmi les 105 isolats déterminés dont ils ont répondu différemment
sur I'ensemble des tests réalisés, en fait, les souches BNF1.1 et BNF 1.6 sont des bacilles qui
poussent & 6.5% et 4% de Nacl, a pH 9,6 et 4.5. Elles peuvent aussi croitre a 10 et 45 °C, mais
elles ne résistent pas a une température de 63,5°C, pour la BNF2.7 elle réagit pour tous les tests
qu’on a réalisé sauf le type fermentaire. Concernant la souche BNF2.41, le résultat est positif
pour tous les tests réalisés sauf le type fermentaire, méme pour la souche BNF3.8 elle pousse
aux deux concentrations de Nacl et pH 9,6, et résiste a 45°C et 63,5 °C, la BNF3.15 pousse a
6,5 et 4 %de Nacl, et tolére un pH de 9,6 et résiste méme a températures de 10 °C et 63,5 °C.

Pour Cela leur identification semble plus claire.
3.8. Détection des bactéries inhibitrices

Dans cette partie, on a réalisé des inhibitions entre bactéries, d une part, par contact
direct par la méthode de Fleming et al (1975), et d’autre part par une analyse de I’effet des
surnageant de culture sur des bactéries indicatrices par la méthode de Tagg et al (1978). Les
six isolats (voir tableau 12) ont été testés pour leur capacité a inhiber les bactéries pathogenes

Gram négatif tel qu’Escherichia coli et Gram positif tel que Slet S2

Tableau 12 : Les souches etudiées pour leur effet inhibiteur

Souches inhibitrices Morphologie Densité Optique (600 nm)
BNF1.1 Bacille 2.078
BNF1
BNF1.6 Bacille 2.190
BNF2.7 Bacille 1.771
BNF2
BNF2.41 Coque 1.737
BNF3.8 Coque 1.320
BNF3
BNF3.15 Coque 1.809
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3.8.1. La méthode de Fleming et al (1975)

Elle permet de réaliser un screening des bactéries antagonistes, cette méthode dite

directe, permet d’évaluer I’effet antagoniste des souches ensemencées en touche contre des

souches ensemencées en masses (souches pathogenes indicatrices).

Figure 13: interaction inhibitrice inter bactérienne (E.coli et S1) avec BNF1.1, BNF1.6,
BNF2.7, BNF2.41, BNF3.8 ET BNF3.15
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Tableau 13 : Spectre d’activité antimicrobienne des souches lactiques par la méthode de

Fleming (1975).

Souches indicatrice
(mm) E. colis(2) S1 S2
Souches (mm) (mm) (mm)

inhibitrices (mm)

BNF1.1 _ 14 3
BNF1.6 10 12 3
BNF2. 7 18 15 5
BNF2.41 14 15 5
BNF3.8 12 14 4

BNF3.15 10 12 2

Mesure du diamétre du halo d’inhibition en mm

Les résultats des interactions obtenus révelent la présence d’une zone claire au tour des
souches lactiques de nos collections ensemencées en touches. Ces interactions sont

représentees respectivement dans la figure 13 (A, B).

Le tableau 13 représente les résultats des interactions sur un milieu MRS solide, ce
tableau montre que cing souches utilisées avaient une activité inhibitrice contre les bactéries
pathogeénes (E.coli, S1, et S2), sauf une seule souche BNF1.1 qui n’a pas d’activité d’inhibition

contre E.coli.

Les souches de BNF1.6 et BNF3.15 présentent un diametre de (10 mm) contre E.coli
et (12 mm) Figure 13 B contre S2.

Les souches de BNF1.1 et BNF3.8 présentent le méme diametre de 14 mm, pour
BNF1.6 et BNF3.15 on a enregistré un diametre de 12mm contre S1, pour BNF2.7 et BNF2.41,

un diameétre de 15 mm contre S1 a été constaté (Figure 14 B).

Les souches de BNF1.1 et BNF1.6 présentent le méme diametre 3 mm, pour les

souches BNF2.7 et BNF2.41, on a noté un diamétre de 5mm contre la bactérie S2.

La méthode de Fleming et al (1975) permet d’évaluer quantitativement le pouvoir

inhibiteur des souches ensemencéées en touches (compétitrices) sur les souches ensemencées
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en masse dans la gélose molle. Elle met en évidence les inhibitions dues a la production d’agent
inhibiteurs mais aussi celles qui sont dues a la compétition vis a vie des nutriments aux contacts

cellulaires.
3.8.2. Méthode de diffusion des puits

Les résultats des interactions de la méthode des puis sur milieu MRS solide, le tableau
suivant montre que toutes les souches utilisées avait une activité inhibitrice contre les bactéries
pathogenes (E.coli, S1, et S2), avec des zones d’inhibition plus faible que celle de la méthode

précédente (méthode de Fleming 1975). Voir tableau 14.

Figure 14 : Interaction inhibitrice inter bactérienne (S1) avec BNF1.1, BNF1.6,
BNF2.7, BNF2.41, BNF3.8 ET BNF3.15.
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Tableau 14 : Spectre d’activité antimicrobienne des souches lactiques par la méthode de
Tag et al (1978)

Souches
indicatrice (mm) | E. colis S1 S2
(mm) (mm) (mm)

Souches
inhibitrices
BNF1.1 4 6 5
BNF1.6 5 5 4
BNF2.7 5 5 3
BNF2 .41 5 3 3
BNF3.8 7 4 3
BNF3.15 7 5 2

Mesure du diamétre du halo d’inhibition en mm

Les souches BNF1.6 et BNF2.7 et BNF3.15 présentent le méme diamétre d’inhibition

situé entre de 5 mm contre S1 (Figure 14).

Les souches BNF2.7, BNF2.41 BNF3 .8 ont montré le méme diametre d’inhibition

(3 mm) contre la bactérie S2.

La deuxieme méthode dite indirecte permet de mettre en évidence I’agent inhibiteur
produit par les bactéries inhibitrice qui ne laisse pas pousser I’indicatrice toute autour des puits
par un systéme de diffusion.

En comparant les deux méthodes, on a constaté que la premiere (Ila méthode de Fleming
1975) est plus fiable que la méthode des puits.

3.9. Activité protéolytique

L activité protéolytique se manifeste par I’apparition d’un halo clair autour des colonies
ensemencées par les deux méthodes décrites dans la partie Matériel et méthodes.
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C

Figure 15 : Résultats de I’activité protéolytique par la méthode de Fleming.

Tableau 15 : Résultats obtenus de la protéolyse par les deux méthodes.

méthodes Zone de halo (mm) | Zone de halo (mm)
souches méthode de touche méthode de puis
BNF1.1 20 _
BNF1.6 12 _
BNF2.7 11 _
BNF2.41 17 _
BNF3.8 12 5
BNF3.15 19 _

Mesure du diamétre du halo d’inhibition.

On a constaté que toutes les souches testées ont exprimé une activité protéolytique de
diamétre entre 11 a 20 mm.

Pour la deuxiéme méthode, une seule souche a exprimeé une activite proteolytique avec

un diametre de zone de lyse de 5 mm figure 15 (C,D).
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D’apres les résultats obtenus, il apparait que la souche BNF1.6 (lactobacillus) est jugée
la plus protéolytique avec un diameétre de 12 mm. Alors que les souches BNF2.7, , ETBNF3.8
sont les moins protéolytiques avec un diametre de 11 et 12 mm voir tableau 15.

Ces résultats nous permettent de confirmer le caractére protéolytique des bactéries
lactiques comme il a été rapporté par les travaux de Shirai et al (2001). Ces auteurs ont montré
que les bactéries lactiques sont incapables de synthétiser plusieurs acides aminés, mais sont
pourtant bien adaptées a un environnement riche en protéines et pauvre en acides aminés libres,

comme le lait, grace a un systéme protéolytique bactérien complexe.

Pour la méthode des puis, on a constaté une activité protéolytique de la souche BNF3.8
qui se manifeste exclusivement dans le milieu de culture. Cette activité due peut étre a une
substances protéiques extracellulaires par rapport a la BNF1,1, BNF1,6, BNF2.7, BNF2.41 et
BNF3.15, ces souches ont peut-étre une faible quantités des peptides exocellulaire ,ou

carrément ils ont des peptides a I’intérieur de la bactérie ou sur la surface de leur parois.
3.10. Activité lipolytique

L activité lipolytique a été entreprise afin de savoir si les souches lactiques participent
a I’activité lipolytique. Les bactéries lactiques donnent des colonies autours desquelles apparait

une zone blanchatre.

Figure 16 : Activité lipolytique (Tween 80 1%, 3%)
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Figure 17 : Activité lipolytique (Huile d’olive 1%, 3%0)
Tableau 16 : Résultats de I’activité lipolytique des souches testées

Source lipidique = Tween Tween Huile Huile
80 80 d’olive d’olive

Souches (1%) B%)  (1%) (3%)
BNF1.1 3 _ 2 _
BNF2.7 12 7 10 =
BNF2.41 10 5 6 _
BNF3.15 10 5 12

Mesure du diameétre du halo d’inhibition exprimeé en mm

Les résultats obtenus montrent que toutes les souches testées ont la capacité de dégrader
la substance lipidique (tween 80 1%, et 3%) avec des diametres différents (figure 16), sauf une
seule souche qui n’a pas une activité lipolytique avec un milieu MRS additionné de tween 80
(3%). Tandis que les 4 souches ont révele un effet lipolytique avec huile d’olive 1% (Figure

17) avec des diamétres varie entre 2mm et 12mm.

Les souches testées n’expriment pas d’activité lipolytique en présence d’huile d’olive a
3%. voir tableau 16.

Pour la méthode des touches on a obtenu des résultats négatifs méme avec plusieurs

essais.
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La concentration du milieu en substrat lipidique (tween 80 et huile d’olive) permet une
bonne activité lipolytique. Les souches lactiques dégradent les deux substances lipidiques
(huile d’olive et tween 80) avec une préférence de tween 80 a 1%.

Ces résultats nous permettent de confirmer le caractére lipolytique des bactéries
lactiques comme il a eté rapporté par les travaux de Karam et al (2012). Ces auteurs ont montré
I’expression d’une activité lipolytique extracellulaire chez les Lactobacilles Enterocoques et
Lactocoques qui sont capables de dégrader les lipides retrouvés dans le milieu utilisé, grace a
un systéme lipolytique bactérien complexe.

3.11. Pouvoir acidifiant

L’activité acidifiante est I’une des principales fonctions des bactéries lactiques, elle
demeure I’'une de leurs propriétés métaboliques les plus recherchées vu son intérét en
technologie laitiere.

La comparaison entre les résultats du pH et celui de I’acidité montre que le taux
d’acidité augmente avec la diminution du pH. Les tableaux 17, 18 illustrent les résultats
obtenus.

80
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50
40

ADICITE D°

30
20

10

Temps (Heure)
TEMPS (HEURE)
——BNF1(A6) ——BNF2(A8) BNF1(A2) ———BNF2(F5) BNF3(B2) BNF3(C4)

Figure 18 : Evolution de I’acidité en fonction du temps
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Tableau 17 : Variation de I’acidité en fonction du temps

Temps BNF1.6 BNF2.7 BNF1.1 BNF2.41 | BNF3.8 BNF3.15
(heures)
1 14 13 12 12 11 11
2 16 16 16 18 14 20
4 20 19 19 21 16 26
6 38 28 24 30 30 32
8 46 36 30 40 40 46
12 49 54 60 52 54 52
24 50 70 68 58 58 60
7
6 S —
5 \%
S 4
o
53
9
)
1
0
1 2 4 6 8 12 24
Temps (Heure)
e BNF1.1] e=——BNF2.7 BNF1.6 e=——=BNF2.41 e BNF3.8 BNF3.15

Figure 19 : Evolution du pH en fonction du temps
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Tableau 18 : Evolution du pH en fonction du temps

Temps BNF1.6 BNF2.7 BNF1.1 BNF2.41 | BNF3.8 BNF3.15
(heures)

1 6,41 6,26 6,49 6,49 6,54 6,53

2 6,36 6,08 6,28 6,02 6,41 6,32

4 6,01 5,84 6,17 5,79 6,17 6,00

6 5,50 5,77 5,75 6,61 5,55 5,74

8 5,36 5,65 5,28 5,31 5,45 5,51

12 5,20 5,19 5,00 5,10 5,32 5,20

24 5,08 4,75 4,77 4,84 5,02 5,07

Les souches BNF1.7 et BNF1.1 sont les plus acidifiantes (70°D et 68°D) figure 18
dont I’acidité Produite corresponde aux pH les plus bas (pH 4.75 et pH 4.77), la figure 19
représente les résultats obtenus.

Nos résultats rejoignent Les travaux de Cardamone et al (2011), qui a montré que les
souches lactiques acidifient le lait jusqu’a des valeurs de pH entre 4,78 et 4,86 aprés 24 h

d'incubation.

Les résultats obtenus, aprés 24 heures d’incubation, nous ont permis de classer les
souches testées dans la catégorie des bactéries moyennement acidifiante (acidité varie entre
70°D et 50°D) avec une production progressive de I'acide lactique, accompagnée d’un
abaissement du pH du milieu. Aprés 24h d’incubation, la quantité d’acide lactique produite se
situe au voisinage de 70 °D chez les Lactobacilles. Les Entérocoques et encore plus, les
Lactocoques donnent des valeurs d’acidification moyennes comprises entre 50°D et 60 °D. Ces
résultats sont en accord avec de nombreuses études et rejoignent ceux des auteurs (Zadi-
Karam, 1998; Mannu et al.,2000; Alonso-Calleja et al.,2002; Idoui et al.,2009).36

+
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Conclusion

Depuis le début du siecle dernier, les producteurs et les utilisateurs de ferments lactiques
ont tres largement progressé dans I'usage maitrisé des bactéries lactiques en industrie laitiére.
Leur importance industrielle et leur potentiel nutritionnel font de ces bactéries des agents tres
étudiés.

Dans cette optique, et dans un premier temps, notre travail a débuté par I'identification
phenotypique des souches qui ont éte isolées et purifiées auparavant en utilisant les méthodes

classiques de la microbiologie.

Au cours de notre travail, nous avons identifié 44 Aeococcus, 22 Entérococcus, 15
Lactobacilles, 13 Pediococcus, 9 Lactococcus, 7 Streptococcus et 4 Leuconostocs. Pour 74
autres souches I’identification est restée ambigué.

Notre étude s'est ensuite développée autour de six souches dans le but d’évaluer
certaines caractéristiques dintérét technologique afin d étudier leur potentiel pour un éventuel
usage industriel. Dans cette partie nous nous sommes intéresses spécialement a leur activité
acidifiante, protéolytique et lipolytique. Les résultats obtenus en premier lieu ont montré que

ces activités d’intéréts technologiques sont exprimées d une maniére hétérogeéne.

Le test de I'antagoniste a montré I"effet inhibiteur de nos souches vis-a-vis des souches
cibles, ce qui nous a permis de détecter plusieurs souches de bactéries lactiques capables
d’inhiber Escherichia coli, Slet S2.

Ces observations ouvrent des perspectives futures pour :

= Confirmer par d autres tests biochimiques ainsi que par des techniques de génomique
I’identité réelle et précise de nos isolats lactiques.
= Mener des études approfondies afin de caractériser les agents inhibiteurs produits par

nos bactéries lactiques.



Annexe 1:

Composition du milieu M.R.S (Man Rogosa et Sharpe, 1960) :

Extrait de viande...........ccooiiiiiii e 10g
EXtrait de leVUIe. .. ..o S5¢g
Acétate de SOQIUM ......oiniit e S5g
Phosphate DIpotassiqUe ........vnuiieiintii e 2g
Citrate d’ammOniUm ..........ooouiitiitiiti e 2g

Sulfate de magnésium ............cooeviiiiiiiiiiiiiiie e 0258

Sulfate de MANZANESE ......ovviniiii et 0.05¢g
GlUCOSE ettt ettt e e e 20g
TWEEIN B0 ..ottt Iml
ATA e 18¢g
Eau distillée QSP ... 1000ml

pH du milieu est ajusté a 6,5 +0,2 avec NaOH 0.1N
Autoclaver 2120 °C pendant 20 minutes.
Tests biochimiques : conditions hostiles
v additionné de 6,5% Nacl
v" MRS MRS additionné de 4% Nacl
v" MRS ajusté a pH 4,5 avec ’acide lactique
v" MRS ajusté a pH 9,6 NaOH 0.1N
Activites technologiques :
Pour la protéolyse :
v" MRS additionné 2% de poudre du lait

Pour la lipolyse :

v" MRS additionné de 1% de tween 80
v" MRS additionné de 3% de tween 80
v" MRS additionné de 1% d’huile d’olive
v" MRS additionné de 3% d’huile d’olive
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Annexe 2 :

Lait écrémé

Lait €0 POUAIC......eeiiieiie ettt et eae e e e 100g
Eau distillée QSP. ... 1000ml

Autoclaver a 100 °C pendant 10 minutes

Annexe 3 :

Bouillon nutritif:

5507 10 41 10g
Extrait de vIande ........o.ooiiiiiiii e 5¢g
Chlorure de SOAIUML. .......iiniit e 5¢g
Eau distillée QSP. ... 1000ml

pH du milieu 7,2 £0,2

Pour la gélose moelle, on ajoute 9g d’agar

Autoclaver a 120 °C pendant 20 minutes

Annexe 4 :

Coloration de Gram

10-

Déposer une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame bien propre.

Prélever un échantillon de colonie et mélanger avec la goutte d’eau, strier et sécher par
passage rapide sur la flamme d’un bec benzene.

Couvrir le frottis par du cristal violet et laisser agir pendant 60 secondes.

Eliminer le violet de gentiane en faisant couler sur la lame le lugol.

Recouvrir la lame de lugol etlaisser agir pendant 30 secondes.

Rincer immédiatement le frottis avec de 1’alcool. En tenant la lame verticalement ou
bien en position tres inclinée.

Laver avec I’eau distillée.

Couvrir avec de la fuschine pendant 15 a 20 secondes.

Laver avec I’eau distillée.

Déposer une goutte d’huile a immersion sur le frottis et observer au microscope a fort
grossissement.

Les cellules Gram + absorbent la couleur du cristal du violet et demeurent bleues violettes
en apparence, contrairement aux cellules G ram — qui apparaissent distinctement rosatres.
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Annexe 5 :
Tableau : Tests physiologiques et biochimiques des isolats obtenus a partir de lait de brebis

BNF1/BNF2/BNF3 : échantillons prélevés de la région de Nadma

Souch | Catalas | Gra | Morph | Na | Na | P | PH | Thermo | 10° | 45° | Type | Laitde
e e m ologie | C1 | CI | H| 4,5 | résistan | C C | ferment | Sherma
6,5 (4% | 9, ce 63,5 aire n
% 6 ‘e 01 |03
% | %
BNF1 _ +B | Bacille | + + | + + _ + + _
1
BNF1 _ +B | Bacille | + + | + + _ + + _
2
BNF1 _ +B | Bacille | + + | + + B + + _
3
BNF1 _ +B | Bacille | + + | + + _ + + _
4
BNF1 _ +B | Bacille | + [ + [+ | + _ + + _
.5
BNFI | _ | +B | Bacille | + | + | + | + - T+ | ND
.6
BNF1 _ +B | Bacille | + + | + + B + + _
T
BNF1 _ +B | Bacille | + + | + + _ + + _
.8
BNF1 _ +B | Bacille | + + | + + + + + _
9
BNF1 _ +B | Bacille | + + | + + _ + + _
.10
e —|
BNF2 - +C | Coque | + + | + _ + + + B + | +
.1
BNF2 - +C | Coque | + | 4 _ 4 4 4 _ + | +
2
BNF2 - +C | Coque | + + |+ _ + + + B + | +
3
BNF2 - +C | Coque | + | 4 _ 4 4 4 _ + | +
4
BNF2 - +B | Bacille | + + | + + + + + _ ND
5
BNF2 - +C | Coque | + + | + 4 4 4 4 _ A
.6
BNF2 - +B | Bacille | + + | + + + + + _ ND
7
BNF2 - +C | Coque | + + | + 4 4 4 4 _ A
.8
BNF2 - +B | Bacille | + + | + _ + + + _ ND
9
BNF2 - +C | Coque | + + | + _ 4 4 4 _ 4
.10
BNF2 - +C | Coque | + + | + _ + + + _ + | +
A1
BNF2 - +C | Coque | + + | + _ 4 4 4 _ S
12
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BNF2
13

+C

Coque

BNF2
.14

+C

Coque

BNF2
15

+C

Coque

BNF2
.16

+C

Coque

BNF2
17

+C

Coque

BNF2
.18

+C

Coque

BNF2
.19

+C

Coque

BNF2
.20

+C

Coque

BNF2
21

+C

Coque

BNF2
22

+C

Coque

BNF2
23

+C

Coque

BNF2
.24

+B

Bacille

BNF2
.25

+C

Coque

BNF2
.26

+B

Bacille

BNF2
27

+C

Coque

BNF2
28

+C

Coque

BNF2
29

+C

Coque

BNF2
.30

+C

Coque

BNF2
31

+C

Coque

BNF2
32

+C

Coque

BNF2
.33

+C

Coque

BNF2
.34

+C

Coque

BNF2
.35

+C

Coque

BNF2
.36

+C

Coque

BNF2
37

+C

Coque

BNF2
.38

+C

Coque

BNF2
.39

+C

Coque

BNF2
40

+C

Coque
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ND

ND

BNF2 +C Coque
41

BNF3 +C | Coque
1

BNF3 +C | Coque
2

BNF3 +C | Coque
3

BNF3 +C | Coque
4

BNF3 +C | Coque
.5

BNF3 +C | Coque
.6

BNF3 +C | Coque
i

BNF3 +C | Coque
.8

BNF3 +C | Coque
9

BNF3 +C | Coque
.10

BNF3 +C | Coque
A1

BNF3 +C | Coque
12

BNF3 +C | Coque
.13

BNF3 +C | Coque
14

BNF3 +C | Coque
15

BNF3 +C | Coque
.16

BNF3 +C | Coque
17

BNF3 +C | Coque
18

BNF3 +C | Coque
.19

BNF3 +C | Coque
.20

BNF3 +C | Coque
21

BNF3 +C | Coque
22

BNF3 +C | Coque
23

BNF3 +C | Coque
24

BNF3 +C | Coque
25

BNF3 +C | Coque
26

BNF3 +C | Coque
27
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BNF3 - +C | Coque + |+ _ + + _ +
.28
BNF3 - +C | Coque + | + _ S I _ 4
.29
BNF3 - +C | Coque + |+ _ + + _ +
.30
BNF3 - +C | Coque + | + _ S I _ 4
31
BNF3 - +C | Coque + |+ _ + + _ +
.32
BNF3 - +C | Coque + | AF _ _ S _ 4
.33
BNF3 - +C | Coque + |+ _ _ + _ +
34
Morphologie Coques Bacilles
70 15
Total 85
M coques
M Bacilles
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BME 1/2 : échantillons préleves de la région de Méchria

Souc | Catala | Gra | Morph [ Nac | N | P | Ph | T635 | 10° | 45° | Type | Laitde
he se m ologie | ac | h | 45 C C | fermen | sharme
65 [ I |9 taire n
4. [ 5 0, | 0,
1|3
% | %
BME - +C | Coque + + | + _ + + + _ + | +
1.1
BME - +C | Coque 4 + ||+ _ A _ A _ + | +
1.2
BME - +C | Coque + + | + _ _ _ + _ + | +
1.3
BME - +C | Coque 4 4 | A _ _ _ 4 _ + | +
1.4
BME - +C | Coque + + | + _ + B + B + |+
1.5
BME - +C | Coque 4 4 | A _ _ _ + _ + |
1.6
BME - +C | Coque + + | + _ _ B + B + | +
1.7
BME - +C | Coque 4 4 | A _ == 4 4 _ + | +
1.8
BME - +C | Coque + + | + _ _ B B B + |
1.9
BME - +C | Coque i W || R _ _ _ _ _ + | +
1.10
BME - +C | Coque + + | + _ _ B B B + |
1.11
BME - +C | Coque i W || R _ _ _ _ _ + [ _
1.12
BME - +C | Coque + + | + _ _ B B B + |
1.13
BME - +C | Coque i W || R _ _ _ A _ + | +
1.14
BME - +C | Coque + + | + _ _ B B B + | +
1.15
BME - +C | Coque i W || R _ A _ 4 _ |
1.16
BME - +C | Coque + s _ + + + _ + | _
2.1
BME - +C | Coque + + | + _ + _ _ _ + | _
2.2
BME - +C | Coque + + | + _ _ _ _ _ N
2.3
BME - +C | Coque + + | + _ + + + _ + | _
2.4
BME - +C | Coque + + | + + _ + + + + |
2.5
BME - +C | Coque 4 + |+ 4 _ 4 A _ + | +
2.6
BME - +C | Coque + + | + _ + + _ _ + | _
2.7
BME - +C | Coque + + | + _ _ _ + _ + | +
2.8
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BME - +C | Coque + + | + _ _ _ _ _ +
2.9
BME - +C | Coque F W+ || A _ _ 4 _ 4 4
2.10
BME - +C | Coque + + |+ _ _ + _ + +
2.11
BME - +C | Coque F W+ || A _ _ 4 _ _ 4
2.12
BME - +C | Coque + + | + _ _ _ _ _ +
2.13
BME - +C | Coque F W+ || A _ 4 _ _ 4 4
2.14

Morphologie Coques Bacilles

30 00
Total 30
B coques
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BMAL/BMAZ2 : échantillons prélevés de la région de Mascara

Souc | Catalas | Gra | Morph | Na | N | P | Ph T 10°C | 45° Type Lait de
he e m ologie cl a | h | 45| 635 C | ferment | Sherme
6.5 [ cl |09 aire n
4 5 0, | O,
1|3
% | %
e —————————————————————
BMA - +C | Coque + + | + _ + + + _ + | +
1.1
BMA = +C | Coque 4 + | + _ _ _ + _ + |+
1.2
BMA - +C | Coque | + |+ |+ | _ _ _ + _ S
1.3
BMA - +C | Coque 4 + A _ _ _ 4 _ + | A
1.4
BMA - +C | Coque | + |+ | | _ _ _ + _ Tt
1.5
BMA - +C | Coque | + [+ |+ | _ _ _ + _ T
1.6
BMA - +C | Coque + + | + B _ _ + _ + | *
1.7
BMA - +C | Coque 4 W+ A 4 _ 4 s _ + | +
1.8
BMA - +C | Coque + + | + _ _ B _ _ + |
1.9
BMA = + C | Coque i il _ _ _ _ _ + | +
1.10
BMA - +C | Coque + + _ _ _ _ _ _ + _
1.11
BMA - +C | Coque | + | + | + | _ _ _ _ _ |
1.12
BMA - + C | Coque + + | _ B B B B + |
1.13
BMA - +C | Coque | + |+ | | _ _ _ + _ S
1.14
BMA - + C | Coque + + | + _ _ B _ _ + [+
1.15
BMA - +C | Coque | + | + [+ | _ _ _ + _ N
1.16
BMA - +C | Coque + + | + _ B + + B + |
1.17
BMA = +C | Coque 4 4| A _ 4 _ _ _ + [ _
1.18
BMA - +C | Coque + + + _ _ _ _ _ _ _
1.19
BMA - +C | Coque 4 A _ 4 4 s _ + | +
1.20
BMA - +C Coque + + + _ _ _ + _ + +
1.21
BMA - +C | Coque 4 A _ 4 _ s _ + | +
1.22
BMA - +C | Coque + + _ _ _ _ + _ + +
1.23
BMA = +C Coque + + _ _ + _ —+ _ —+ +
1.24
BMA - +C | Coque + + | _ | _ _ _ + _ |
1.25
BMA - +C | Coque | + |+ | | _ _ _ + _ |
1.26
BMA - +C | Coque | |+ | | _ _ + + _ i
1.27

63



BMA +C | Coque _ ND
1.28

BMA +C | Coque _

1.29 +
BMA 4F
1.30

BMA +C | Coque _ _
1.31

BMA +C | Coque _ _
1.32

BMA B
1.33

BMA +C | Coque _ _
1.34

BMA +C | Coque _ _
1.35

BMA +C | Coque _ _
1.36

BMA

1.37

BMA +C | Coque _ 4
1.38

BMA +C | Coque _ +
1.39

BMA +C | Coque _ B
1.40

BMA +C | Coque + _
1.41

BMA + C | Coque _ +
1.42

BMA +C | Coque + _
1.43

BMA +C | Coque + _
1.44

BMA +C | Coque _ +
1.45

BMA + C | Coque _ _
1.46

BMA + C | Coque _ -~
1.47
P —
BMA +C | Coque _ _
2.1

BMA +C | Coque _ _
2.2

BMA +C | Coque 4F _
2.3

BMA +C | Coque + _
2.4

BMA +C | Coque _ _
2.5

BMA +C | Coque _ _
2.6

BMA +C | Coque _ _
2.7

BMA +C | Coque _ _
2.8

BMA +C | Coque _ _
2.9

BMA +C | Coque _ _
2.10

BMA +C | Coque _ _
2.11
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BMA _ +C Coque _ _ _ + + + +
2.12
BMA 3 +C | Coque + | _ _ + + - +
2.13
BMA B +C | Coque + _ _ + + + +
2.14
BMA _ +C | Coque + |+ _ + u - +
2.15
BMA - +C | Coque + |+ _ + + - +
2.16
BMA _ +C | Coque + _ _ 4 + 4 4
2.17
BMA B +C | Coque + _ _ + + + +
2.18
BMA _ +C Coque _ . I 4F F _ F
2.19
BMA B +C | Coque + _ + + - +
2.20
BMA . +C | Coque _ _ _ 4+ I _ I
2.21
BMA _ +C | Coque _ _ B + + B +
2.22

Morphologie Coques Bacilles

69 00
Total 69
BMA(1.2)
B coques
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