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Résumé

Dans cette étude, 24 souches lactiques appartenant aux trois genres Lactobacillus,
Lactococcus et Enterococcus isolées a partir de deux produits laitiers artisanaux « J’ben et
Smen » préparés a base du lait cru de vache et identifiées par la technique MALDI-TOF
MS ont éte revivifiées et purifiées puis testées leurs aptitudes technologiques a savoir : le
pouvoir acidifiant, pouvoir protéolytique, pouvoir lipolytique et le pouvoir antimicrobien
contre cing souches pathogénes : Staphylococcus aureus (ATCC6538), Bacillus subtilis
(ATCC6633) , Escherichia coli (ATCC 25922), Candida albicans (ATCC10231) et
Proteus mirabilis (ATCC35659).

Les résultats obtenus indiquent que les souches codées par (BLS1, BLS2, BLS16, BLS17
et BLS22) sont les plus performantes avec un pouvoir acidifiant remarquable, dont les
quantités tres élevées en acide lactique [103°D a 135°D] et disposent d’un pouvoir
protéolytique important (zone de la lyse 17,5 a 33 mm) et présentent un bon pouvoir
contre les germes pathogeénes utilisés avec des zones d’inhibition qui varient d’une souche
a une autre, le pouvoir lipolytique est révélé uniquement chez les trois souches (BLS4,
BLS10, BLS11). Les souches qu’on a étudiées révelent de bonne propriétés

technologiques qui peuvent étre exploitées a 1’échelle industrielle.
Mots clés :

Souches lactiques, aptitudes technologiques, « J’ben et Smen » , bactéries pathogénes,

activité acidifiante.



Abstrat

In this study, 24 lactic strains owned by the three genera Lactobacillus, Lactococcus and
Enterococcus isolated from two artisanal dairy products "J'ben and Smen" prepared from
raw cow milk and identified by MALDI-TOF MS technique were revivified and purified
and then tested their technological abilities namely: acidifying power, proteolytic power,
lipolytic power and antimicrobial power against five pathogenic strains: Staphylococcus
aureus (ATCC6538), Bacillus subtilis (ATCC6633), Escherichia coli (ATCC 25922),
Candida albicans (ATCC10231) and Proteus mirabilis (ATCC35659).

The results obtained indicate that the strains coded by (BLS1, BLS2, BLS16, BLS17 and
BLS22) are the most performing with a relevant acidifying power, with very high
quantities of lactic acid [103 °D to 135°D] and have an important proteolytic power (lysis
zone 17,5 to 33mm) and have a good power against the pathogenic germs used with zones
of inhibition that vary from one strain to another, the lipolytic power is revealed only in the
three strains (BLS4, BLS10, BLS11). The strains studied show good technological
.properties that can be exploited on an industrial scale.

Keywords

Lactic strains, technological aptitude, «J'ben and Smen », pathogenic bacteria, acidifying

activity.
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Liste des abréviations

BL : bactérie lactique.

EMP : Embden-Meyerhof-Parnas.
°D : Degré Dornic.

pH : Potentiel d’hydrogeéne.
NaOH : Hydroxyde de sodium.
NaCl : Chlorure de Sodium.
CO;, : Dioxyde de carbone.

DO : Densité optique.

°C : degré Celsius.

T : Température.

h : heure.

V : volume.

% : pour Cent.

mm : millimétre.

ul : microlitre.

SSp : Sous espece
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Introduction

Introduction :
Les bactéries lactiques appartiennent a un groupe de bactéries bénéfiques, elles sont

utilisées beaucoup plus dans l'industrie alimentaire.

Les bactéries lactiques est réalisent dans les aliments une acidification et peuvent
produire plusieurs composés a partir de la fermentation des sucres et 1’hydrolyse des
protéines et des lipides, Ces composés peuvent tre sous forme d’acides organiques, de
peptides, de composés aromatiques, d’exopolysaccharides et de composés antimicrobiens
pour inhibition des micro-organismes qu’ils soient pathogénes ou d’altération. Cette
derniére activité est due a la production de substance antagoniste telle que les acides
organiques (acétique et lactique), le peroxyde d hydrogene, le diacétyle, le reutérine et les
bactériocines. Actuellement, les scientifiques exploitent les interactions microbiennes des
bactéries lactiques pour réduire d’une fagon considérable la présence des micro-organismes
indésirable et nuisible.  Ces métabolites peuvent contribuer aux caractéristiques
organoleptiques, technologiques et nutritionnelles des aliments fermentés (MOZZI et al.,
2010).

L’objectif recherché a travers cette étude consiste 1'évaluation des quelques aptitudes
technologiques des bactéries lactiques appartenant aux Genre Lactobacillus, Lactococcus
et Enterococcus déja isolées a partir de deux produits laitiers artisanaux « J’ben et Smen »
préparés a base du lait cru de vache. Les aptitudes visées concernent pouvoir acidifiante,
pouvoir protéolytique et pouvoir lipolytique. Nous avons finalisé notre travail par 1’étude

de I’effet inhibiteur de nos isolats lactiques sur des bactéries pathogenes et/ou d’altération.
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Chapitre I: Bactéries lactiques synthése bibliographie

I. Bacteéries lactiques

.1 Historique

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes trés anciens (Drider et Prevost,
2009) . Elles ont été trouvées dans les sédiments il y a 2,75 milliards d'années, bien avant
Pediococcus et Streptococcus que les cyanobactéries et aussi 'oxygeéne n'apparaissent que
I'atmosphére (Belyagoubi, 2014). Les bactéries lactiques permettent a I'nomme de
répondre a ces besoins sur le plan nutritionnel, et sont utilisées dans les aliments fermentés
depuis plus de 4 000 ans sans les comprendre ni les bases scientifiques de leur utilisation
tout en essayant de produire des aliments de meilleure conservation et de meilleure qualité
(Sallofe, 1994). Les premiers produits fermentés ont certainement été obtenus par
acidification spontanée des jus végétaux (vins, bicres...) ou par contamination naturelle du
lait (yaourts, fromages...) et La fermentation des vegétaux (vins, biéres) (Drider et
Prevost ., 2009). Aujourd'hui, les bactéries lactiques représentent le deuxiéme marché de
la Production de biomasse apres les levures. (Brahimi, 2015). Les premiers genres qui ont
été découvert sont : Lactobacillus, Leuconostoc ; les genres suivants : Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella sont considérés
comme les bactéries lactiques plus importantes technologiqguement (Guiraud, 2003 ;
Limsowtin et al., 2004). Au amorce du XXéme siecle, Elie Metchnikoff, il a dit la santé
des agriculteurs bulgares est liée a la consommation de produits laitiers fermentés Et cela
suggere que certains microbes peuvent avoir des effets bénéfiques sur la santé humain.
(Daoudi et al., 2018)

1.2 Caractéristiques des bactéries lactiques
Les bactéries lactiques sont décrites pour la premiére fois par Orla Jenson au début
du vingtiéme siécle (Orla Jenson, 1919), et la premiére définition des bactéries lactiques
repose sur la capacité des bactéries a fermenter et coaguler les glucides du lait et a
décomposer les protéines et les graisses présentes dans matieres premieres animales et

vegétales. (Mozzi et al., 2010).

Les bactéries lactiques sont des cellules vivantes, procaryotes hétérotrophes, chimio-
organotrophe (Badis et al., 2005), hétérogénes présentant des caracteristiques
morphologiques, physiologiques, et métaboliques variées (Drouaute et Corthier, 2001 ;
Drider et Prevost, 2006).
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Ce sont des bactéries a Gram-positif qui regroupent 12 genres bactériens dont les
plus étudiés sont Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus et
Pediococcus. Genéralement immobiles et asporulées (Delaglio et al., 1994). Catalase et
oxydas négative, nitrate réductase négative, anaérobies ou aérotolérantes (Laurent et al.,
1998), ne possédant pas de cytochrome, elles tirent leurs énergies de la phosphorylation
des substrats au cours de la fermentation des sucres (Atlan et al., 2008). Trés peu
d'espéces hydrolysent faiblement la caséine, ne produisant ni indole ni sulfure d’hydrogéne
(De Roissart, 1986) et pas de cycle de Krebs, ni porphyrines (composants de la chaine
respiratoire) et leur croissance requiert des acides aminés, des bases azotées et des
vitamines (Abid, 2015 ; Adeyemo et al., 2017). Elle ne peut pas respirer car elle ne peut
pas synthétiser noyau héme de porphyrine, mais elles sont capables que métaboliser par
fermentation (Leveau et al., 1991), Elles sont produisant de 1’acide lactique comme

produit principal du métabolisme fermentaire. Il y a 3 types de fermentation :

a) Homofermentaires : I’acide lactique est le seul produit de la fermentation du
glucose

b) Hétérofermentaires facultatifs : La fermentation du glucose conduit a la formation
d'acide lactique et d’autre composés : éthanol, CO2, acide acétique et autre acide
organique (Priyanka et Praksh; 2009, Hadef, 2012).

c) Hétérofermentaires strict : elles produisent, en plus de 1’acide lactique, de I’acide
acétique ou de 1’¢thanol et du dioxyde de carbone (CO,) par la voie des pentoses
phosphates (Prescott et al., 2003).

Ces bactéries sont mésophiles avec une croissance de 10 °C a 45 °C (Zhang et Cai,
2014) et un optimum entre 25 et 35 °C, mais certaines sont capables de se développer a 5
°C ou 45 °C, elles supportent des pH de 4 a 8. (Dribine et al., 2018). Elles peuvent avoir
différentes formes : sphériques (coques /genre streptococcus et lactococcus.), et en
batonnets (bacilles /genre lactobacillus) ou encore ovoides (Leuconostoc ssp.) (Boullouf,
2017), non pathogene (Alais, 1984).

Elles 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
; Hogg, 2005), et synthétisent I'ATP grace a la fermentation des glucides (Ahrne, 1991).
La teneur en guanine et cytosine est varient de 33 a 54%, ce qui les classe parmi les
bactéries a faible pourcentage de G+C (Muto et Osawa, 1987).
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.3 Habitat et origine des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes ubiquitaires susceptibles de se
trouver dans tous les types d'habitats (Belyagoubi, 2014) et elles se trouvent généralement
associées a des aliments riches en sucres simples (Konig et Fréhlish, 2009). Les bactéries
lactiques peuvent vivre en symbiose entre elles et avec I'h6te. Ils poussent avec de la levure
dans le vin, la biére, le pain (Menad, 2018). Quelques espéces colonisent le tube digestif
de I’homme et des animaux (Leveau et Bouix, 1993; Hassan et Frank, 2001). Grace a
leur souplesse d'adaptation physiologique, ces bactéries peuvent coloniser d'autres milieux
riches en nutriments clés indispensables a la croissance, loin des perspectives physico-
chimiques et biologiques. (Bechachha et al., 2020).

Le genre Lactococcus sont isolées du lait ou des vegétaux qui sont les réservoirs

naturels de la majorité de ses espéces (Bergey's Manual, 2009).

Les especes du genre Lactobacillus sont présentes dans plusieurs milieux différents :
dans le lait et les fromages (Lb. casei subsp. casei, Lb. plantarum, Lb. curvatus et Lb.
brevis), dans les laits fermentés (Lb. kefir, Lb. brevis et Lb. fermentum), dans les produits
végétaux fermentés, les marinades, I’ensilage, le vin et les viandes fraiches ou fermentées
(Lb. brevis, Lb. curvatus, Lb. buchneri et Lb. san franscisco) (Desmazeaud, 1996).
Certaines espéces se trouvent également dans les voies respiratoires, intestinales et

génitales des humains et des animaux (Bougeurra, 2021).

1.4 Classification des bactéries lactiques :

Depuis la description du genre Bacterium lactis (aujourd'hui Lactococcus lactis) La
classification des bactéries lactiques est en évolution le nombre de nouvelles espéces a
considérablement augmenté au cours des 10 derniéres années. L’élaboration de la
taxonomie est basée sur un large ensemble de critéres regroupant les caractéristiques

écologiques, phénotypiques, biochimiques et génétiques (Pot, 2008).

1.4.1 Classification classique :
La premiere classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla-

Jensen. . Elle est basée sur les caractéristiques phénotypiques classique (physiologiques,
biochimiques et morphologiques) Continue d'étre efficace pour I'identification préliminaire
des micro-organismes (Lahtinen et al., 2011) et La morphologie est considérée comme
une caractéristique importante pour décrire et classer le genre de bactéries lactiques. Pour

cette raison, les bactéries lactiques peuvent étre arbitrairement divisées en bacilles (bacilles
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lactiques et Carnobacteriaceae) et cocci (tous les autres genres). Le genre Weissella
récemment mentionné est le seul genre qui contient a la fois des bacilles et des cocci,
(Collins et al., 1993 ; Ho et al., 2007).

Caracteres morphologiques, physiologiques et biochimiques :

o Le type de gram : Gram-positive

o La forme : des cellules microbiennes représentent souvent un caractere
distinctif de I'espece et du genre bactériens (coques ou batonnets).

o Le diametre cellulaire : est un caractére plus stable que la longueur cellulaire

o La mobilité : les bactéries lactiques qui sont généralement non mobiles, sauf
dans certains cas ou elles possédent des flagelles péritriches.

o La sporulation: toutes les bactéries lactiques sont non sporulées. La présence de
corps d'inclusion intracellulaires, hétérozygotes ou de volutine est
caractéristique de certaines especes du genre Lactobacillus, strictement

homofermentables (De Roissart et Luquet, 1994 ; Orla —Jensen, 1919).

o Le mode de fermentation du glucose

o la croissance a différentes températures

o La tolérance ou l'intolérance aux fortes concentrations en NaCl 6,5%,18%.

o Résistance aux acides (pH relativement bas), aux milieux alcalins ou a
I'éthanol,....etc.

o Les différents métabolismes glucidiques, protéiques, lipidiques

o La composition de la paroi

o Le type d'acides gras cellulaires.

o Le type de quinones (accepteur d'électrons).

o L'hydrolyse de I'arginine, la formation de l'acétone,....ctc.

1.4.2 Classification moléculaire (génotypique)
Cette classification basée sur I'nybridation ADN-ADN et le séquencage du gene de

I'ARNr 16S, La détermination du % CG a été la premiere méthode basée sur l'utilisation de

I'ADN dans la taxonomie et la classification bactérienne. (Debeyer, 2020).

Cette classification des BL peut étre affinée. Elle a permis de regrouper des especes, créer

de nouveaux genres et séparer les autres comme :
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Separant Streptococcus sensu stricto, Lactococcus et Enterococcus du genre
Streptococcus (Schleifer et al., 1995)

Regroupement d'espéces proches de Lactobacillus pour créer le genre
Carnobacterium (Hammes et Hertel, 2006).

Bactéries isolées de vins du genre Oenococcus et groupes de bactéries de vins
précédemment affectés au genre Leuconostoc (Dicks et al., 1995)

Il contribue également a la phylogénie du genre Tetragenococcus et Aerococcus du
genre Pediococcus (Collins et al., 1990).

La plupart des BL appartiennent au groupe des bactéries Gram-positives a bas % de
G+C (phylum des Fermicutes), et le genre Bifidobacterium appartient au groupe
des bactéries Gram-positives a forte % de G+C (actinomycetes) figure 01
(Holzapfel et al., 2001).
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Figure 01 : Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries lactiques et des

genres associés, obtenu par analyse des ARNr 16S (Stiles et Holzapfel, 1997).
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L’ensemble de criteres de classification représente la diversité des bactéries
lactiques. Dés 1974, selon le manuel de Bergey (Holt et al., 1994), les bactéries lactiques
se divisaient en deux familles : celle des Streptococcacea et celle des Lactobacillacea
1985. Schleifer et al. ont proposé la division des streptocoques en 4 genres génétiqguement
distincts : Streptococcus, Enterrococcus, Vagococcus et Lactococcus, ces deux derniers
regroupant les streptocoques lactiques (Dellaglio et al., 1994).

1.5 Principaux genre

1.5.1 Genre Lactobacillus :
Le genre Lactobacillus a été décrit pour la premiere fois par Beijerinck 1901,

(Hanoune, 2017), et appartient au phylum des Firmicutes, la classe des Bacilli, I’ordre
Lactobacillale et famille des Lactobacillaceae. 1l représente les genres les plus vastes et les
plus hétérogénes largement distribués dans I'environnement végétal, animal et humain
(prédominant dans la flore buccale, iléale, colique et vaginale) (Sherid et al., 2016 ;
Menad, 2017).Ce sont des bactéries longues et fines (parfois recourbées) qui sont souvent
regroupées en chaines et, Gram positive, immobiles, asporulés, catalase, nitrate, gélatine,
négative. ces des souches sont acidophiles et peuvent croitre a un pH égal a 5 ou moins
avec un optimum de 5.5 & 6.2 et se développent a un température optimal entre 30 et 40°C
, mais peuvent croitre a un intervalle de température allant de 2°C a 53°C ( Hmaar,
2018) , lls tolerent I'oxygene mais se développent bien dans des conditions anaérobies
(Khodja, 2018)

L'hétérogenéité se reflete dans la gamme des pourcentages GC d'ADN pour les
espéces de ce genre qui peut varier de 32 a 55 % (Zhang et Cai., 2014). En tant que
bactérie la plus importante dans l'industrie alimentaire et la nutrition humaine, certaines
especes de ce genre sont utilisées comme produits fermentés dans la bioconservation des
aliments (produits laitiers et carnés, boissons alcoolisées et levains). Ils sont également
utilisés comme vecteurs de probiotiques ou de vaccins (Mermouri, 2018) et capables de
produire des bactériocines et d'autres produits métaboliques comme le peroxyde
d'hydrogéne (H202), le dioxyde de carbone (CO2) et de diacétyle (Elfahri, 2012).

Le genre Lactobacillus a été subdivisé par ORLA- JENSEN en 1919 en trois groupes
selon leur profil fermentaire et cette classification est encore utilisée en milieu industriel
(Tamime, 2002 ; Guiraud et Rosec, 2004). :



Chapitre I: Bactéries lactiques synthése bibliographie

% Groupe I « Thermobacterium»

Comprend les Lactobacilles homofermentaires thermophiles qui se développent a
45°C mais pas a 15°C, fermente uniquement en acide lactique via I'nexose d'Embden-
Meyerhof-Parnas (EMP ou Glycolyse) Ce groupe est constitué d'especes que l'on retrouve
principalement chez I'homme et I'animal et qui participent a I'équilibre du microbiote des
organismes vivants. Les espéces les plus connu dans 1’alimentation (lait, yaourt, fromage)

sont Lb. helveticus, Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus.
« Groupe Il «Streptobacterium »

Les Lactobacilles homofermentaires facultatifs et mésophiles qui se développent a 15
°C et peuvent devenir hétérofermentables selon le substrat. Fermentation du glucose et du
gluconate sans gaz ; le pentose produit de l'acide lactique et de I'acide acétique pendant la
fermentation, le fructose est toujours fermenté. Les espéces les plus fréquentes dans

I’alimentation sont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. sakeet Lb. Plantarum
< Groupe |11 «Betabacterium » :

Ce sont des lactobacilles hétérofermentaires obligatoires, c’est-a-dire utilisant la
voie des pentoses phosphate qui transforment, les hexoses et les pentoses en acide lactique,
éthanol (ou acide acétique) et CO2 a travers la voie du phosphogluconate. Il comporte les
espéces Lb. fermentum, Lb. brevis et Lb. sanfransisco.

Figure 02: Lactobacillus casei au microscope électronique (Corrieu & Luquet, 2008)
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1.5.2 Genre Lactococcus :
Les lactoquoques sont des coques en paire ou en chaines a Gram positif de 0,5-1,5

pum. Ce sont des bactéries anaérobies facultatives homofermentaires ne produisant que de
I’acide lactique L (+) (Kim, 2014 ; Wright, 2012). Leur température optimale de
croissance est proche de 30°C, capable de se développer a 10°C mais pas a 45°C, incapable
de pousser a pH 9,6 ni dans un milieu concentré a 6.5% de NaCl (Teuber et al., 1995) et

se développer a 3% de bleu de méthyléne et d’hydrolyser I’arginine (Tammime, 2002).

Les lactoquoques peuvent se trouver dans les aliments comme les produits laitiers (lait cru,
lait fermenté, beurre, fromage), elles sont utilisées dans 1’industrie agroalimentaire et ne
possédent aucun caractére pathogene (Pilet et al., 2005), les especes les plus importantes
sont: Lactococcus lactis et Lactococcus cremoris (Stiles et Holzapfel, 1997 ). Quelques
espéces produisent des exopolysaccharides et des bactériocines est couramment utilisé
comme additif alimentaire (E234) pour la conservation de certains aliments, dont la viande.
C'est aussi la seule bactériocine qui peut étre également utilisée comme conservateur
(Khoudja, 2018).

Le genre Lactococcus contient cing espéces, et Lactococcus lactis (Figure3) est
I'espece la plus connue avec trois sous-especes : Lc. lactis ssp. lactis, Lc. lactis ssp.
cremoris et Lc. lactis ssp. hordniae (Corrieu et Luquet, 2008). Et selon Guiraud (1998),
le genre Lactococcus est aussi représenté par les espéces suivantes : Lc. lactis ssp cremoris,
Lc. Lactis ssp lactis et Lc. diacetilactis, la sous espece Streptococcus lactis ssp

diacetylactis est remplacée par la sous espéce Lactococcus lactis ssp lactis.

Figure 03: Lactococcus lactis, au microscope électronique (Corrieu et Luquet, 2008).
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1.5.3 Genre Streptococcus :
Le genre Streptococcus La famille de Strepococcaceae ou famille des

Streptocoques et il comprend deux genres : le genre Streptococcus avec les Streptocoques
sensu, les Pneumocoques set Le genre Entérocoques (Patel et Gupta., 2018 ; Park et al.,
2019) . Englobant les streptocoques lactiques, anaérobie facultatif , Gram positif, catalase
négative, ont la forme sphérique ou ovoide disposées par paires, en tétrades ou en
chainettes, moins de 2um de diametre , non mobile et un faible contenu en G +C.(Wijtzes
et al., 1997). La fermentation des glucides produit principalement de I'acide lactique, mais
pas de gaz. Le peptidoglycane appartient au groupe A et la température de croissance
optimale est de 37°C. La majorité des streptocoques sont des pathogénes comme S.
pyogenes et S. agalactiae d’autres sont impliquées dans la formation de la plaque dentaire
(S. mutans) et il colonise la membrane muqueuse des humains et des animaux et est
commun dans la peau, la gorge et les voies respiratoires supérieures. (Krzysciak et al.,
2013) ; (Axelsson, 2004 ; Hardie et Whiley, 2006)

Ce genre est généralement divisé en trois groupes : pyogene (la plupart des especes
pathogenes et hémolytiques), oral (tel que St. salivarius, St. bovis) et les autres
streptocoques (Scheilfer, 1987). La seule espéce de streptocoque utilisée en technologie
alimentaire est Streptococcus thermophilus, qui a été inclue dans le groupe des « autres
streptocoques », mais ensuite transféré au groupe des streptocoques oraux a cause de leur

degré d’homologie avec I’ADN de Streptococcus salivarius. (Stiles et Holzapfel, 1997).

L’espéce Streptococcus thermophilus, largement utilisée dans le lait et les produits
laitiers comme acidulant, possede le statut GRAS (Generally Recognized As Safe) et est
utilisée dans certains produits probiotiques. La résistance a la température, la capacité de se
développer a 52°C et le nombre limité déshydrates de carbones permettent de distinguer les

St. thermophilusde la plupart des autres streptocoques (Haddie, 1986 ; Pilet et al., 2005)
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Figure 04: Streptococcus thermophilus, au microscope électronique (Corrieu et Luquet,
2008).

1.5.4 Genre Enterococcus:

Les entérocoques sont des coques ovoides, généralement groupés isolés, en paires,
en chainettes ou en amas et leur morphologie peut varier selon les conditions de culture
(Devriese et al., 1993). Il s'agit de bactéries a Gram positif, immobiles, aéro-anaérobies,
généralement catalase négative, non sporulées (Ruiz-Moyano et al., 2008). Par ailleurs, il
est caractérisé par ses capacités a croitre a des valeurs de pH élevées 9,6 et croissance
température optimale de 35°C a 37C°, de résister a l'acidité, et de se développer en

présence de concentrations salines élevées (Zhang et Cai, 2014 ; Hanchi et al., 2018)

Le genre Enterococcus représentent le groupe des entérocoques, ils sont composes
de Streptocoques fécaux (Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium) toutes les deux
sont utilisées comme probiotiques Figure 5, (Tammime, 2002 ; Ho et al., 2007). Plusieurs
souches d'Enterococcus faecium ont des effets bénéfiques sur la croissance des animaux

par compétition avec des bactéries pathogenes (Bendimerad, 2013 ; Isnard, 2017)

Les entérocoques sont naturellement présents dans I'eau de mer, I'eau douce, les
eaux usées, sur les plantes, le lait et les produits laitiers, les produits a base de viande et les
produits a base de poisson (Devriese et al., 2002 ; Foulquie —Moreno et al., 2006). Ils
sont également isolés des intestins, des matieres fécales et de la peau des humains et des
animaux. (Felis et Dellaglio, 2007).

Elles peuvent jouer un r6le bénéfique dans la maturation et le développement de
I’arbme de certains produits alimentaires traditionnellement fermentés tels que les

fromages et la charcuterie. Elles sont également utilisés comme probiotiques humains,

11
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pour traiter les maladies diarrhéiques causées par pathogénes d’origine alimentaire
(Jouber, 2016).

Figure 05 : Enterococcus faecalis au microscope électronique (Wallace et al, 2003)

1.5.5 Genre Bifidobacterium :
Traditionnellement, le genre Bifidobacterium a été associé aux bactéries lactiques.

Par la suite, il a été séparé aprés I’analyse de son contenu G+C (entre 55 et 67%, beaucoup
plus élevé que celui des lactobacilles) et affecté au phylum des Actinobacteria (Gomez et
Malcata,1999 ; Leahy et al., 2005). C'est une bactérie Gram positif, immobile, ne produit
pas de gaz, et sous formes différentes (coccoide, allongée avec des protubérances et des
bifurcations en forme « Y » ou « V ») pas de spores. Bien qu'il s'agisse de bactéries
anaérobies, certaines especes tolérent 1'02 en présence ou en l'absence de CO2. Ces

dernieres sont dépourvues de la catalase, (Mattarelli et Biavati, 2014).

Les bifodobactéries sont des bactéries commensales de I’homme, elles sont
également retrouvées chez les animaux (Biavati et al., 2000). La température de
croissance varie de 36°C a 43°C et pH optimal de croissance autour de 6.5a 7 (Ho etal.,
2007).

La présence de I’enzyme fructose-6-phosphate phosphocétolase leurs permettent de
fermenter les hexoses et produire l'acide acétique et I'acide lactique, et sans production de
dioxyde de carbone pas de production d'ammoniaque ou de H2S a partir des acides aminés
et elles ne réduisent pas les nitrites en nitrates (Lansing et al., 2003 ; Axelsson, 2004 ;
Pilet et al., 2005). Le Bifidobacterium est présent dans la flore intestinale du nouveau-né
environ 95% du microbiote et 3% de I'adulte. 1l est utilisé autant que probiotiques, a travers

divers produits comme par exemple : les laits fermentés, des fromages, yaourts. Sa
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présence provoque un effet anti-infectieux au niveau intestinal a cause de la présence d’un
facteur bifidogéne. Bifidobacterium est phylogéniquement proche des Actinomycetes alors

que les autres bactéries sont proches des clostridies

\

1.5.6 Genre Pediococcus :

Figure 6 : Bifidobacterium ssp (Wallace et al., 2003)

Le genre Pediococcus sont des coques homofermentaires dont la particularité est le
regroupement en tétrade (Figure 7). lls sont des bactéries a Gram positif, oxydase-
négatives, catalase négative, teneure de GC % varie de 34% a 44%, immobiles, et
mésophiles, le plus souvent incapable d’utiliser le lactose, le développement de ce genre
nécessite la présence de divers facteurs de croissance (Simpson et Taguchi, 1995). Selon
les espéces, leurs températures optimales de croissance se situent entre 25°C et 40°C et PH
5. Leurs exigences nutritionnelles, leurs faibles activités protéolytiques et le plus souvent
leurs incapacités a utiliser le lactose. Ils ne sont pas en mesure de réduire le nitrate
(Holzapfel et al., 2009 ; Lahtinen et al., 2012).

Les bactéries de ce genre qui produisent des bactériocines ne sont pas adaptées a la
production de produits laitiers fermentés en raison du manque de lactose ou d'une
fermentation lente. (Papagainni et Anastasiadou, 2009). En revanche, la souche
Pediococcus acidilactici productrice de pédiocine PA—1/AcH s’est révélée étre
responsable de la bonne conservation de la viande en diminuant les populations de Listeria
monocytogenes et de Clostridium perfringens (Rodriguez et al., 2002).Certaines espéces
se distinguent par leur capacité a se développer a des teneurs en sels trés élevées, comme
Pediococcus halophilus, renommé Tetragenococcus halophilus et Tetragenococcus
muriaticus qui tolere jusqu’a 18% de NaCl (Pilet et al., 2005). et jouer un réle crucial dans

la fabrication des produits alimentaires a concentration élevée en sel comme les sauces de
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soja, alors que les pediocoques sont parfois utilisés comme levains lactiques pour les
charcuteries (Guiraud., 1998 ; Tosukhowong et al., 2005).

Le genre Pediococcus comprend 11 espéces : P. acidilactici, P argentinicus, P.
cellicola, P. claussenii, P.damnosus, P. ethanolidurans, P.inopinatus, P. parvulus, P.

pentosaceus, P.siamensis et P. stilesii (Zhang et Cai, 2014).

Figure 07 : Pediococcus au microscope €électronique (Wallace et al., 2003).

1.6  Aptitudes technologiques des bactéries lactiques:

1.6.1 Pouvoir acidifiant:

La fonction acidifiante est la propriété métabolique la plus recherchée des bactéries
utilisées dans l'industrie alimentaire et se manifeste par la production d'acide lactique a
partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours de la croissance bactérienne.
(Mayra—Makinen et Bigret, 2004 ; Monnet et al., 2008)

Dans la fabrication des produits fermentés, les bactéries lactiques provenant des
matieres premieres ou de I’environnement sont responsables de la production d’acide
lactique resultant de 1’utilisation des hydrates de carbone et, par conséquent, de la chute du
pH. Dans la fermentation homolactique, I’acide lactique est le produit prépondérant (plus
de 95%). Cette activiteé est faible chez le genre Leuconostoc lorsqu’il croit a des bas pH,

et forte chez lactobacillus bulgaricus (Badis et al., 2004).

Les résultats physicochimiques et microbiologiques du phénomeéne acide des bactéries
lactiques peuvent étre résumés comme suit (Béal et al., 2008) :

v' Accumulation d’acide lactique participant a la saveur des aliments fermentés
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v Déstabilisation des micelles de caséines, coagulation des laits et participation a la
synérése. (Allouache et al., 2017)

v’ Limitation des risques de développement de flore pathogéne et d’altération dans les
produits finaux ;

v" Abaissement progressif du pH.

1.6.2 Aptitude protéolytique :

Le systéme protéolytique des bactéries lactiques est composé de protéases qui
peuvent étre des aminopeptidases, des dipeptidases ou des tripeptidases situées dans le
cytoplasme ou associées a la paroi cellulaire , qui hydrolysent initialement les protéines en
peptides contenant 7 & 16 résidus aminés (Kamaly et Marth, 1989). Ces peptides sont
ensuite dégradés par des endopeptidases ou exopeptidases en acides aminés et
oligopeptides facilement transférables a travers les parois cellulaires (Lane et Fox, 1996 ;
Lynchetal., 1997 ; Belkhir, 2017)

La dégradation des acides aminés est une voie importante dans la formation des molécules

aromatiques (alcools, aldéhydes, acides organiques...) car elle peut étre une source
d'énergie pour certaines bactéries lactiques en cas de carence en nutriments (Williams et
al., 2001).

Les bactéries lactiques démontrent des potentialités différentes, liées a leur équipement
enzymatique, pour I’utilisation de la fraction azotée. Les Lactobacilles présentent
généralement une activité protéolytique plus prononcée que les Lactocoques (Donkor et
al., 2007 ; Monnet et al., 2008 ; Roudj et al., 2009).

La protéolyse joue un rdle important dans plusieurs processus biologiques des
bactéries lactiques : nutrition azotée, activation des protéines et protéolyse. Le mécanisme
protéolytique des bactéries lactiques est composé d'une série d'enzymes avec différents
mécanismes catalytiques, spécificité pour I'nydrolyse, leur localisation cellulaire et leur
role. Les bactéries lactiques possédent un systeme protéolytique complexe qui assure leur
croissance dans des milieux a faibles concentrations d'acides aminés libres et
d'oligopeptides comme le lait. (Kawai et al., 1999 ; Vasiljevic et al., 2005). L'activité
protéolytique des bactéries lactiques reste faible par rapport a l'activité protéolytique des

autres genres bactériens (Giraffa, 2003).
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Figure 08 : Systeme protéolytique des bactéries lactiques (Kunji et al., 1996)

L'incapacité des bactéries lactiques a synthétiser les acides aminés nécessaires a la
synthese des protéines nécessite un fonctionnement actif de leurs systemes protéolytiques
dans un environnement ou les protéines constituent la principale source d'azote. Ces
systemes sont complexes en raison du nombre et du type de protéases et de peptidases
présentes, mais aussi en raison de leurs localisations intracellulaires (Law et
Haandrikman, 1997)

1.6.3 Aptitude lipolytique :

La lipolyse a été largement étudiée dans le secteur alimentaire. 1l joue un réle
important dans la production de composés aromatiques dans les produits transformés tels
que les jambons et les saucissons secs, mais il peut également provoquer des d'altérations
(Nguyet, 2008 ; Franz et al., 2003). Les bactéries lactiques sont considérées comme
faiblement lipolytiques par rapport aux autres bactéries telles que Pseudomonas, Bacillus

et Achromobacter (Benmouna, 2019).

L'ajout de lipase extrinseque augmente significativement et rapidement la
concentration en acides gras libres des produits fermentés et raccourcit leur durée de

maturation, mais n'améliore pas systématiquement leur goQt (Zalacian et al., 1996).
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De maniere générale, on distingue les estérases qui hydrolysent de facon
préférentielle les esters formés avec les acides gras a chaine courte (C2-C8) et les lipases
actives avec des substrats emulsifiés avec les acides gras a longue chaine (> C8), ces
enzymes sont impliquées dans I'hydrolyse de mono, di, et triglycérides (Béal et al., 2008 ;
Serhan et al., 2009)
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Figure 09 : Principales voies de la lipolyse (Siegumfeldt et al., 2000).

L'augmentation de la concentration et de la disponibilité des substrats d'estérase
(alcools et acides gras) a amélioré la synthese d'esters par plusieurs bactéries lactiques dans
le systtme de fromage modéle (Window, 2003 ; Holland et al., 2005). Cela souligne
I'importance des voies métaboliques pour la production d'alcool et d'acides gras. Ceux-ci

doivent également

1.6.4 Activité antimicrobienne :
On sait depuis longtemps que les bactéries lactiques ont la propriété de produire des

substances antibactériennes, qui sont généralement utilisées comme produits fermentés
pour développer des propriétés caractéristiques organoleptiques et la bioconservation des
aliments. (Labioui et al., 2005).

L’activité antagoniste des bactéries lactiques est due aux métabolites excrétés : sont des
acides organiques (principalement I'acide lactique), le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de
carbone, le diacétyle (le 2,3-butanedione0), la reutérine et les bactériocines (Ammor et al.,
2006 ; Leveau et al., 1991 ; Klaenhammer et al., 1994 ; De Vuyst et Leroy, 2007).
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1.6.4.1 Acides organiques (acide lactique, acétique et propénoique) :
Le métabolisme principal des bactéries lactiques conduit a la production importante

d'acides organiques. Les acides organiques sont produits soit par des bactéries
homofermentaires, soit par des bactéries hétérofermentaires (Liu, 2003). L'acide lactique
est le métabolite des bactéries lactiques causant la réduction du pH qui inhibe beaucoup de
microorganismes (des bactéries, des levures et des moisissures)  (Schnirer et
Magnusson, 2005). La forme non dissociée et plus hydrophobe de I'acide se répand au-
dessus de la membrane des cellules et se dissocié a lI'intérieur de la cellule, libérant les ions

H+ qui acidifient le cytoplasme (Piard et Desmazeaud, 1991).

De maniére générale, la production d'acides organiques permet d'acidifier le milieu, ce qui
peut limiter la croissance de certaines bactéries, dont les bactéries pathogenes indésirables.
Par conséquent, les acides organiques ont différentes action tels qu'une excellente activité
bactéricide et un effet bactériostatique contre les micro-organismes pathogenes générés
dans le tube digestif. Les acides organiques font partie des conservateurs alimentaires

classiques et sont reconnus comme additifs alimentaires (Brul et Coote, 1999).

1.6.4.2 Dioxyde de carbone :
Il se forme lors de la fermentation hétérolactique et crée un environnement

anaérobie qui inhibe les micro-organismes aérobies. L'accumulation de dioxyde de carbone
dans la bicouche lipidique peut altérer la permeéabilité. Par conséquent, le CO2 peut
efficacement inhiber la croissance de nombreuses bactéries d'altération et essentiellement

des bactéries psychotrophes a Gram négatif. (Ammor et al., 2006).

De faibles concentrations de dioxyde de carbone peuvent stimuler la croissance de
certains organismes, mais des concentrations élevées peuvent inhiber la croissance. En
raison de son activité antimicrobienne, le dioxyde de carbone est maintenant couramment
utilisé comme ingrédient clé dans les emballages sous atmosphere réglementée. Les
bactéries Gram-négatives sont plus sensibles au dioxyde de carbone que les bactéries
Gram-positives (Ouehand et Vesterlund, 2004 ; Zalan et al., 2010).

1.6.4.3 Peroxyde d'hydrogéne (H202) :
L'implication du peroxyde dhydrogéne dans le phénomene d'inhibition par les

bactéries lactiques a été établie. Depuis 1952, ils montrent que l'inhibiteur est en fait du

peroxyde d'hydrogéne produit par Lactobacillus (Mathot et al., 1996).
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Le peroxyde d'’hydrogéne est reconnu depuis longtemps comme un agent majeur
pour l'activité antimicrobienne des bactéries lactiques, en particulier des lactobacilles
(Price et Lee, 1970). En oxydant les lipides membranaires et en détruisant la structure
protéique des cellules, divers micro-organismes peuvent étre accumulés et inhibés. (Zalan
et al., 2005).

1.6.4.4 La diacétyle (C4H602)
Le diacétyle (C4HsO,) est un composé aromatique produit par les bactéries

lactiques et est un inhibiteur efficace contre de nombreux micro-organismes, bactéries ou
moisissures. L'effet inhibiteur était renforcé dans les milieux acides et les bactéries Gram-
négatives étaient plus sensibles au diacétyle que les bactéries Gram-positives. (Mathot et
al., 1996).

Il est produit par des bactéries lactiques de divers genres tels que Lactococcus,
Leuconostocaceae et Lactobacillus. Et le genre Pediococcus. Synthétisée (EI Ziney et al.,
1998), cette molécule se caractérise par une large gamme d'activité antibactérienne a des
concentrations allant de 200 a 1000 pug/ml (Lanciotti et al., 2003), et a 344 ug/ml inhibe
les souches de Listeria, Salmonella, Yarsinia, Escherichia coli et Aeromonas (Ammor et
al,.2006).

1.6.4.5 Reutérine:
La reutérine (ou 3-hydroxypropionaldéhyde) est une substance antibactérienne

produite lors de la fermentation anaérobie du glycérol par certaines espéces de
Lactobacillus et d'autres bactéries non lactiques telles que Bacillus, Klebsiella,
Citrobacter, Enterobacter, Clostridium (El Ziney et al., 1998). Reuterin a un large
éventail d'activités. Efficace contre les procaryotes (gram-positifs ou gram-négatifs), les
eucaryotes, les virus, les champignons et les protozoaires. Interfére avec la réplication de
I'ADN. Elle s'applique aussi bien au domaine médical qu'a l'industrie alimentaire
(Vollenweider, 2004).

1.6.4.6 Bactériocines :
La premiére bactériocine a été détectée par André Gratia en (1925). André Gratia

a observé que la croissance de certaines souches d'E. coli était inhibé en présence d'un

composé antibactérien qu'il nomma colicine V.

La bactériocine produite par les bactéries lactiques est une substance

antimicrobienne de poids moléculaire différent. Ils ont une activité inhibitrice dirigée
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contre les bactéries proches de la bactérie productrice et leur rayon d'action est
généralement étroit. Les plus connus sont la nisine, la diprocosine, I'acidophiline et le
bulgarican (Ogunbanwo et al.,, 2003 ; Dortu et Thonart, 2009). La plupart des
bactériocines ont des pores dans la membrane de la bactérie cible. Basé sur, il a le méme

mécanisme d’action (De Vuyst et Leroy, 2007 ; Kumari et al., 2009).

La bactériocine est un autre composé antibactérien, Topisirovic et al. (2006) . Il a
été montré que plusieurs souches d'origine orale montrant une bonne activité inhibitrice
contre Staphylococcus aureus sont identifiées comme Lb. Paracasei BGSJ28 et

BGBUK?216, et sont producteurs de bactériocines BacS.
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Chapitre II : Matériel et méthodes

Matériel et méthodes:

1.1 Lieu et objectif

L’intégralit¢ de ce travail a été réalisée au sein du laboratoire de technologie
alimentaire et nutrition de I’universit¢é Abdelhamid Ibn Badis-Mostaganem, durant la
période allant de Avril a Juin de I’année 2022. Notre objectif consiste a tester certaines
aptitudes  technologiques  (activité  acidifiante, protéolytique, lipolytique et
antimicrobienne) des souches lactiques isolées a partir de deux produits laitiers artisanaux

« J’ben et Smen » préparés a base du lait cru de vache.

11.2 Matériel

11.2.1 Matériel biologique

Lors de ce travail ,24 souches de bactéries lactiques (Tableau 01) ont été utilisées
pour étudier leurs aptitudes technologiques qui ont été isolées, purifiées et identifiées par
une technique moléculaire (Spectrométrie de masse MALDI-TOF MS) par notre Co-
Encadreur doctorante M"¢ BOUCHIBANE Malika.

Cinq germes pathogénes (Tableau 02) ont été utilisés pour étudier Iactivité

antimicrobienne.

Tableau 1 : Origine et identification des souches des bactéries lactiques

Code des Origine Score d’identification Identification
souches
MALDI-TOF MS

BLS1 2.152 Lactobacillus
plantarum

BLS2 1.857 Lactobacillus
plantarum

BLS3 2.012 Lactobacillus
plantarum

BLS4 2.059 Lactobacillus
J’ben Fermentum

BLS5 2.124 Lactobacillus
plantarum
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BLS6 2.213 Lactobacillus
plantarum
BLS7 1.929 Lactobacillus
Fermentum
BLS8 Smen 2.031 Lactobacillus
Fermentum
BLS10 2.016 Lactobacillus
plantarum
BLS11 J’ben 1.71 Lactobacillus
plantarum
BLS12 1.905 Lactobacillus
Fermentum
BLS13 1.71 Lactobacillus
plantarum
BLS14 1.831 Lactobacillus
Fermentum
BLS15 1.965 Lactobacillus
Smen
Fermentum
BLS16 1.859 Lactobacillus
Fermentum
BLS17 J’ben 1.963 Lactobacillus
plantarum
BLS18 1.9555 Lactobacillus
Smen Fermentum
BLS19 1.9 Lactobacillus
J’ben Fermentum
BLS20 J’ben 2.186 Lactobacillus
plantarum
BLS21 1.998 Lactobacillus
Smen Fermentum
BLS22 2.117 Lactobacillus
plantarum
BLS23 J’ben 2.267 Lactococcus
lactis
BLS24 2.298 Enterococcus
faecalis
BLS25 Smen 2.298 Enterococcus
faecalis
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Tableau 2 : Germes pathogénes testés

Souches Code

Bacillus subtilis ATCC6633
Candida albicans ATCC10231
Escherichia coli ATCC25922
Proteus mirabilis ATCC35659
Staphylococcus aureus ATCC6538

11.2.2 Matériel non biologique

Milieux de culture et Appareillage (Annexe ).

11.3 Méthodes

11.3.1 Revivification et vérification de la pureté des souches

Les souches qui ont été conservées auparavant dans le glycérol sont revivifiées par
deux repiquages sur les bouillons MRS et M17 a 37°C pendant 24h. L’apparition d’un
trouble dans les milieux indique la croissance des souches. La vérification de la pureté des
souches est réalisée par un ensemencement en stries sur géloses MRS et M17et incubation
a 37 °C pendant 48 a 72h. Cette opération est répétée deux fois, puis un examen

macroscopique et microscopique a été effectué pour valider leur purification.

e Examen macroscopique :

La morphologie des colonies se manifeste par 1’observation a I’ceil nu et
sont étudiées a partir des cultures obtenues sur la gélose MRS. Elle consiste
a étudier la forme, I’aspect, le contour, la surface et la couleur des colonies.

e Examen microscopique (coloration de Gram) :

La coloration de Gram est la premiere étape de 1’identification

Déposer sur une lame propre une goutte d’eau physiologique stérile.
- Prélever Une colonie a partir d'une culture sur boite a I’aide d’une anse de platine

ou pipettes pasteur.
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- La lame a ensuite eté séchée a l'air libre, passée a la flamme afin de fixer
1’échantillon
“ Apres fixation, la lame a été posée sur un porte-objet et commencé par la coloration de
Gram:
v" Recouvrir la lame de Violet de gentitiane et laisser agir 1 minute. Violet de
gentitiane
Rincer rapidement a I'eau du robinet et éliminer I’exces d’eau.
Recouvrir la lame de Lugol et laisser agir 1 minute .
Rincer rapidement a 1'eau du robinet et éliminer 1’exces d’eau.
Recouvrir la lame de I'alcool pendant 30 secondes.
Rincer rapidement a I’eau du robinet et éliminer 1’exces d’eau.
Recouvrir la lame de fuschine pendant 1minute.

Rincer rapidement a 1’eau du robinet et éliminer 1’exces d’eau.

AN N N N SR RN

Sécher puis observer au microscope (objectif x100 a immersion).
11.3.2 Conservation des souches

Une conservation de courte durée est effectuée par repiquage de chaque souche
pure dans les bouillons MRS et M17 pendant 18 h puis chaque souche est ensemencée sur
géloses inclinées et incubée a 37°C pendant 18h, ensuite les souches sont conservées a 4 a

6°C pendant un mois.

11.3.3 Aptitudes technologiques des bactéries lactiques:
I1.3.3.1 Pouvoir acidifiant :
L‘un des caractéres technologiques essentiels des bactéries lactiques est leur pouvoir a
1‘acidification du lait qui dépend de pouvoir a la fermentation du lactose et de la résistance
a l‘acide développé dans le lait écrémé stérile. La mesure de 1°activité acidifiante consiste a
suivre d‘une part 1‘évolution du pH des différentes cultures en fonction du temps et d‘autre

part a doser simultanément 1‘acidité totale par la soude (Hadef, 2012).

Chaque souche a été ensemencée d’abord sur milieu MRS ou M17 liquide et

incubée a 37°C pendant 18 h.

On prépare le lait écrémé 10%, et nous remplissons dans des flacons stériles a un volume

de 100ml et 10 ml dans les tubes a essai stériles.
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On ensemence les tubes contenant le lait écrémé par 100ul d'une culture lactique jeune
(18h) et incubé a 37°C pendant 18h.

Apres 18h d'incubation on agite les tubes bien par vortex et on transvase le contenu de
chaque tube dans un flacon contenait 100 ml de lait écrémé stérile

Pendant I’incubation des flacons a 37°C durant 24 h, les mesures du pH et de I’acidité

Dornic ont été prises toutes les 2 heures a partir du temps zéro (le début de 1’incubation)

On verse 10 ml d’un flacon dans un bécher, on y ajoute 3 gouttes de phénolphtaléine
(indicateur de pH), puis on titre (on ajoute goutte a goutte a I’aide d’une burette) du NaOH
tout en remuant le bécher, jusqu'a 1’apparition d’une couleur rose pale persistant au moins
10 secondes et On note alors le volume de la soude écoulée, et les résultats sont exprimés
en °D (Larpent, 1997)

La formule de L’acidité Dornic est déterminée par :

Acidité (°D) =V NaOH x 10

Ou : V NaOH : volume de NaOH utilisé pour titrer I’acide lactique contenu dans les 10 ml

de lait.

e Mesure du pH

La mesure du pH est faite directement par le pH-métre, en plongeant 1’électrode dans le
volume de lait. Le pH a été déterminé a chaque fois que nous procedions au dosage de
I’acide lactique. (Guiraud, 2003).

11.3.3.2 Pouvoir protéolytique
Pour déterminer I’activité protéolytique des bactéries lactiques, la gélose PCA additionnée

de lait écrémé a 10% (10 ml de lait dans 100 ml de PCA) a été coulée, solidifiée et séchée
puis Les bactéries a tester, issues d’une culture jeune (18h), ont été ensemencées a la

surface de ces milieux de cultures par touche.

Apreés incubation a 37°C pendant 24h a 48h, la protéolyse est révélée par 1’apparition d’un

halo clair autour des colonies. (Van Den Berg et al., 1993)
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11.3.3.3 Pouvoir lipolytique
L’activité lipolytique est recherchée sur milieu MRS tamponné a pH 7 et additionné de 1%

de Tween 80 (source lipidiques artificielles) et 0 ,1 de CaCl, dans 1000 ml de l'eau

distillée.

Les souches isolées ont été ensemencées par touche a la surface a partir des cultures
bactérienne fraiches (18h). Apres une incubation a 37 °C pendant 5 a 7 jours, la lipolyse
est révélée par une zone d’éclaircissement autour des touches (Guiraud; Galzy, 1980 ;

Karam, 2012).

11.3.3.4 Activité antibactérienne
Ce test consiste a étudier I'activité inhibitrice des bactéries lactiques vis-a-vis des souches

indicatrices. Il s’agit de cinq souches : Escherichia coli (ATCC25922), Bacillus
subtilis(ATCC6633), Candida albicans (ATCC10231), Staphylococcus aureus (ATCC6538),
Proteus mirabilis (ATCC35659). la technique décrite par (Fleming et al., 1975) a été

adoptée avec une légéere modification .

- Repiquage des souches indicatrices (pathogene) dans le bouillon BN et incubé 37
°C pendant 18 h.

- Le milieu Mueller-Hintonest coulé dans des boites de Pétri stériles

- On mesure la densité optique des souches indicatrices par spectrophotometre (la
DO600 varie entre 0,08 et 0,1)

- les boites sont ensemenceées en surface par la suspension de la souche pathogene (la
DO600 varie entre 0,08 et 0,1) avec un écouvillon stérile.

- Nous mettons des puits de 6 mm de diameétre sont confectionnés stérilement, et
seront remplis par 100ul de culture bactérienne jeune (18h).

- Les boites de Pétri sont mises a une température de +4°C pendant 30 min a 1
heures pour permettre la bonne diffusion des substances inhibitrices

- Aprés une incubation & 37°C pendant 24 heures, 1’activité antimicrobienne se
révele par I’apparition de zones d’inhibition autour des puits et les diamétres des

zones sont mesurés.
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III. Résultats et discussion
I11.1 Résultats de la purification des souches
¢ Résultats de I’examen macroscopique

Un total de 24 souches a été revivifié et purifiées sur bouillon et sur gélose. Sur le
bouillon, les souches présentent un trouble qui caractérise leur croissance.

Figure 10 : Troubles constatés apres revivification des souches lactiques utilisées

Sur la gélose, les colonies observées sur milieu M17 étaient de petite taille, de couleur
creme circulaire, a contour régulier.

Figure 11 : Aspect macroscopique des souches lactiques A (Lactococcus lactis BLS23) et
B (Enterococcus faecalis BLS25) sur milieu M17.
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Les colonies observées sur la gélose MRS étaient plus grandes que les précédentes et se

caractérisent par une forme circulaire, blanchatre et bombeées et a un contour régulier et

Irrégulier (figure 12).

Figure 12 : Aspect macroscopique des souches lactiques A (Lactobacillus Fermentum
BLS7) et B (lactobacillus plantarum BLS2 ) sur milieu MRS.

®,

+ Résultats de I’examen microscopique

L’observation microscopique a révélé que toutes les souches sont Gram positif et sous
deux formes de cellules coques et bacilles.

Figure 13: Aspect microscopique des souches lactiques A (Lactococcus lactis BLS23) forme cocci

et B (lactobacillus plantarum BLS2) forme batonnets (avec grossissement x 100).
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111.2 Résultats des aptitudes technologiques des bactéries lactiques

I11.2.1 Résultats de Pouvoir acidifiant
La fonction acidifiante des bactéries lactiques constitue une propriété importante

qui est exploitée notamment par les industries agro-alimentaires. Les bactéries lactiques
sont reconnues par leurs pouvoirs acidifiant. Dans le présent travail, nous avons testé le
pouvoir acidifiant des 24 souches lactiques appartenant au genre Lactobacillus,
Lactococcus, et Enterococcus en suivant 1’évolution du pH et de I’acidité Dornic en

fonction du temps.

D’aprés les résultats obtenus, nous avons constaté une nette diminution du pH
accompagnée d’une évolution progressive de 1’acidité Dornic en fonction du temps. Un
phénomene di a la production de I’acide lactique suite a la fermentation du lactose par les

bactéries lactiques mises en culture.

Durant la période 0 a 2 h la majorités des souches du genre Lactobacillus acidifient
le lait rapidement avec des valeurs du pH de (6,50 a 5,67) et I’acidité Dornic a visiblement
augmenté pour toutes les souches. La plus faible valeur a été constatée pour la souche
Lactobacillus plantarum codée BLS11 avec 16°D et la haute valeur a été remarquée pour
la souche Lactobacillus plantarum codée BLS6 avec 30 °D.

Aprés 4h d’incubation a 37°C, une diminution progressive du pH avec
augmentation de I’acidité a été remarquée pour toutes les souches. L’acidité Dornic la plus
élevée a été constatée pour la souche nommée Lactobacillus plantarum codée BLS1 avec
une valeur de pH de I’ordre de 5.36 et d’acidité de 42 °D

Au bout de 6h d’incubation, on constate que la cinétique d’acidification est en
évolution continue avec une baisse progressive du pH. La souche BLS1 est toujours la plus
acidifiante par rapport aux autres souches avec un pH de 4.53 et une acidité 78 °D.

Apres 24h d'incubation, une acidification plus importante est obtenue pour les
souches nommeée Lactobacillus plantarum codées BLS1 et BLS10, les valeurs enregistrées
sont 129 °D et 95 °D respectivement et le pH diminue jusqu’a 3.69 et 3.98. Cependant, les
souches Lactobacillus fermentum et Lactobacillus plantarum codées BLS19 et BLS 20
ont une faible acidification 51°D et 52 °D avec des pH de 5,13 et 5,04 respectivement et
les autres souches présentent une acidité moyenne variée de 60 °D a 110 °D. Les résultats

sont illustrés dans (Figure 14 et 15 et les tableaux 2 et 3 en Annexe Il1).
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Figure 14: Evolution du pH pour les souches isolées a partir du produit J’ben
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Figure 15 : Cinétique d’évolution de I’acidité chez les souches isolées du J’ben
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Pour les souches qui ont été isolées a partir le deuxieme produit Smen, les résultats

sont représentés dans les figures (16 et 17) (les tableaux 4 et 5 en Annexe IlI).

Durant la période 0 a 2 h la majorité des souches des genres Lactococcus et Enterococcus
acidifient le lait lentement avec des valeurs du pH variées de (6,22 a 5,57) et I’acidité
Dornic variée entre 15 D° a 30 °D.

Durant la période allant de 4h a 6h d’incubation, on constate que la cinétique
d’acidité est en continuelle évolution mais elle est lente avec une baisse du pH du 5.86 a
5.01 et une acidité variée allant de 23 °D a 45 °D et la souche la plus acidifiante par

rapport aux autres, c'est la souche Lactobacillus fermentum codée BLS21.
Apreés 24 heures d’incubation, I’acidité est variée de 62 °D a 135° °D.

Nos résultats sont tres intéressants par rapport a celles mentionnées par Bellal
(2018 ); Guanna et Bouteldja ( 2016) ; Aissani et Medjani (2017) qui ont trouvé que les
souches Lactobacillus et Lactococcus isolées a partir isolées de I’ben produisent des
quantités d’acide lactique avec une acidité Dornic variée entre 41 et 71 °D’apres 48h
d’incubation et Hennine et Seriér (2017 ) ayant trouvé une acidité Dornic des
Lactococcus et Enterococcus a partir de smen traditionnel algérien varié entre 30 et 50 °D
avec pH entre 5.5 et 4.92 apres 24h d’incubation.

Les résultats de Slamania et Saddok, 2018 étaient élevés par rapport a nos

résultats obtenus, car ils ont obtenu une acidité Dornic de 215°D chez Lactobacillus
plantarum
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Figure 16: Evolution du pH pour les souches isolées a partir du produit Smen
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Figure 17: Cinétique d’évolution de I’acidité chez les souches isolées du Smen.
111.2.2 Résultats du Pouvoir protéolytique :

Les résultats sont représentés par les figures 18 et 19 (Tableau 5, Annexe IlI).
D’aprés les résultats obtenus, I’activité protéolytique est variable d'une souche a l'autre; et
les meilleurs zones de protéolyse sont obtenues chez les souches nomées Lactobacillus
plantarum et Lactobacillus fermentum codées par BLSO01 ; BLS07; BLS08 ; BLS10;
BLS11; BLS12; BLS13; BLS15; BLS16; BLS17; BLS20; BLS21 et BLS22 avec un
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niveau élevé de protéolyse entre (26-33 mm); et les autres souches ont présenté une

protéolyse moyenne avec (17.5 et 25 mm).

Selon Vuillemard, (1986) la souche est dite protéolytique si elle présente une zone
de lyse de diametre, comprise entre 5 mm et 15 mm. Donc toutes nos souches ont un

pouvoir protéolytique tres intéressant.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Bencharef et al (2018); et Latreche.,
(2016) qui ont trouvé que la souche Lactobacillus isolées a partir d’un lait cru sont

protéolytiques avec des diametres de protéolyse de 28 mm.

Les résultats obtenus étaient supérieures par rapport a ceux de Tayeb, (2018);
Boubekeur, (2018) ; Benslimane, (2019) ; Slamania et Saddok, ( 2018) ; Christine et
al., (2016) ; Aissani, et Medjani,( 2017 ). qui ont trouvé que les souches Lactobacillus sp
et Lactococcus sp isolées a partir isolées de I’ben sont protéolytiques avec des diamétres de
protéolyse variés entre 4 et 26 mm.

L’activité protéolytique chez les bactéries lactiques est essentielle pour leur
croissance dans le lait, elle est ainsi impliquée dans le développement des propriétés
organoleptiques des différents produits laitiers fermentés (Axelesson, 1998). Le systéeme
protéolytique des bactéries lactiques est composé de protéases associées a la paroi
cellulaire. Les peptides issus de la protéolyse sont ensuite dégradés par des endopeptidases
ou exopeptidases en acides aminés et en courts peptides (Yvon, 2006), et sont importants
dans les procédés de maturation qui donnent aux aliments leurs propriétés rhéologiques
(Law et Kolstad.,1983).
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Moyenne de protéolyse en mm

Figure 19 : Activité protéolytique des souches lactiques étudiées aprés 24 heures d’incubation
111.2.3 Résultats du pouvoir lipolytique :

Les résultats de 1’activité lipolytique des souches testées sont reportés dans le
tableau 04 et figure 20. D’apres ces résultats, il apparait que quelques souches qui sont
révélées positives en formant des halos clairs autour des colonies de croissance. Il s’agit les
souches nomées lactobacillus Fermentum et Lactobacillus plantarum, codées par BLS4;
BLS10 et BLS11 et les autre souches ne présentent aucune activité lipolytique puisqu’elles
ne présentent aucune zone de la lyse caractéristique autour des colonies malgré qu’il y ait
une croissance (figure 20 et tableau 03).
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Ces résultats sont en accords avec ceux obtenus par Tayeb, (2018) ; Bellal, (2018)

qui ont montré que les BL en général possédent une faible activité lipolytique.

De Roissart et Luquet, (1994) ; Mayers et al., (1996) ont trouvé que les bactéries
lactiques sont faiblement lipolytiques. Par comparaison avec d’autres espéces bactériennes

telles que Pseudomonas, Acinetobacter ou Flavobacterium (Brennan et al., 2002).

Tableau 03: Résultats de I’activité lipolytique sur milieu MRS additionné de 1% tween 80

souche

Croissance

Zone de l'activité lipolytique (mm)

BLS1

+

BLS2

BLS3

BLS4

18

BLSS5

BLS6

BLS7

BLS8

BLS10

BLS11

BLS12

BLS13

BLS14

BLS15

BLS16

BLS17

BLS18

BLS19

BLS20

BLS21

BLS22

BLS23

BLS24

IR R R R R R R R R A R R A R A

BLS25

+

(+) : Croissance bactérienne ; (-) : Pas de zones
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Figure 20 : résultats de ’activité lipolytique

111.2.4 Résultats I'activité antimicrobienne:
D'apres les résultats obtenus, il s'avére que la majorité des souches testées ont une

activité antibactérienne sauf pour les trois souches qui appartiennent aux genres

Lactococcus lactis et Enterococcus faecalis codées BLS23, BLS24 et BLS25

Les bactéries lactiques sont connues par la production de plusieurs types de
composés antimicrobiens : les acides organiques, les bactériocines, les acides gras a courte

chaine, le diacétyle et le peroxyde d'hydrogéne (Armas et al., 2017 ; Reuben et al., 2020).

111.2.4.1 Résultats de I’Activité antibactérienne vis-a-vis Staphylococcus aureus
D’aprés les résultats, on observe que les souches lactiques ont une activité

antibactérienne importante envers Staphylococcus aureus, dont les diamétres des zones
d’inhibition varient de 11 & 20 mm. Nos résultats sont en accord avec ceux de Aissani et al
2017 ; Bensidhoum et al 2017 qui ont trouvé que les zones d’inhibitions de bactéries
lactiques isolées a partir des produits laitiers traditionnels artisanaux sont comprises entre 7

et 20 mm.

Les résultats de Bouadaib, 2013 sont plus élevés que les résultats que nous
avons obtenus la ou diamétres des zones d'inhibition étaient comprises entre 0 et 30 mm.
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Staphylococcus aureus

25

diamétre d'inhibition (mm)

Figure 22 : Activité antibactérienne des souches lactobacillus vis-a-vis Staphylococcus
aureus

111.2.4.2 Résultats de I’Activité antibactérienne vis-a-vis Candida albicans

On observe que toutes les souches lactiques ont une activité antibactérienne envers
Candida albicans, dont I’intervalle des diamétres des zones d’inhibition oscille entre 08 et
19 mm.
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Les résultats obtenus étaient supérieurs a ceux de Abid, 2015 qui ont mentionné

qu’elles ne présentent pas une zone d’inhibition.
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Figure 24 : Activité antibactérienne des souches lactobacillus vis-a-vis Candida albicans

111.2.4.3 Résultats de I’Activité antibactérienne vis-a-vis Proteus mirabilis :
D'apres les résultats obtenus, on remarque que la souche nomées Lactobacillus

fermentum codée BLS4 présente des profils d'inhibitions intéressants 23 mm et les souches
nomées Lactobacillus plantarum et Lactobacillus fermentum codée BLS11; BLS16 et
BLS22 n’ont donné aucune zone c’est-a-dire aucune activité antibactérienne ; par ailleurs,

les autres souches ont donné des diamétres des zones d’inhibition entre 08 et 22 mm. NoS
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résultats sont en accord avec ceux de Zergoug, (2017) qui a trouvé des zones d’inhibition

situées entre 13 et 23 mm.

Les résultats de Abbaci , Mehenni, (2017) ; Aissani et Medjani, (2017) étaient
élevés par rapport aux résultats que nous avons obtenu, car ils ont obtenu le diamétre des

zones d’inhibition situé entre 06 et 48 mm.
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Figure 25 : Résultats des interactions entre les lactobacillus et Proteus mirabilis.

Figure 26 : Activité antibactérienne des souches lactobacillus vis-a-vis Proteus mirabilis.
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111.2.4.4 Résultats de I’Activité antibactérienne vis-a-vis Bacillus subtilis :
D'aprés les résultats obtenus, on constate que 1’activité antibactérienne des

souches lactobacilles vis-a-vis de Bacillus subtilis nous donne des meilleurs résultats par
rapport aux autres bactéries pathogenes et la meilleure zone a été observée chez la souche
nomme Lactobacillus plantarum Codée par BLS1 avec un diametre 25 mm et les autres

souches présentent des diamétres des zones d’inhibition entre 08 et 20 mm.

Les résultats obtenus étaient important par rapport a ceux de Hadef, (2012) qui
ont trouvé que les zones d’inhibitions de bactéries lactiques isolées a partir du beurre de

chévre sont comprises entre 10 et13 mm.
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Figure 27 : Résultats des interactions entre les lactobacillus et Bacillus subtilis.

Figure 28 : Activité antibactérienne des souches lactobacillus vis-a-vis Bacillus subtilis.
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I111.2.4.5 Résultats de I’Activité antibactérienne vis-a-vis Escherichia coli :
D’aprés les reésultats, on observe que toutes les souches lactiques ont une

activité antibactérienne envers Escherichia coli, dont I’intervalle des diamétres des zones

d’inhibition entre 11 et 18 mm

Non résultats sont en accord avec ceux de Bouadjaib,( 2013) ; Abid, (2015)
qui ont trouveé que les zones d’inhibition de bactéries lactiques isolées a partir de J’ben sont

comprises entre 10 et 20 mm.

Les résultats des souches la obtenus étaient supérieures par rapport a ceux de
Hadjazzem et Mazouz, (2021) qui ont trouvé que les zones d’inhibitions sont compris
entre 10 et 14.5 mm.

Les résultats de Dribine et Khellal, 2018 sont plus élevés que les résultats que
nous avons obtenus la ou vous obtenez diamétres des zones d'inhibition comprises entre 11 et
47.5 mm
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Figure 29 : Résultats des interactions entre les lactobacillus et Escherichia coli.
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Figure 30 : Activité antibactérienne des souches lactobacillus vis-a-vis Escherichia coli.
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Depuis I’antiquité, les bactéries lactiques ont été utilisées pour la fabrication et la
conservation d’aliments. La découverte des effets de ces bactéries sur le lait était
probablement une coincidence, mais leur utilisation fut perpétuée sous forme de

fermentation et est en constante évolution.

D’apres les résultats de 1’étude des aptitudes technologiques, nous avons pu déduire
que, méme au sein d'une méme espece, il existe des variations entre les souches autant au
niveau de l'activité acidifiante que ’activité protéolytique, lipolytiques et antimicrobienne.

Cependant, les souches avaient de bonnes fonctionnalités technologiques.

Ceci nous permet de conclure que nos souches testées peuvent étre utilisées comme
starter dans les fermentations industrielles dont le but pour une protéolyse et dans la
coagulation par leurs aptitudes de diminuer le pH de milieu et I'inhibition de quelques

souches pathogenes.

Ce sont les résultats de nos recherches qui nous ont permis d’ouvrir de nouvelles

perspectives suivantes :

e Il serait intéressant d’étudier plus de propriétés technologiques telles que 1’activité
autolytique, le pouvoir texturant, probiotique et antioxydant des souches.

e Etudier le test de la résistance aux antibiotiques.

e Etude de la production de bactériocines

e Valorisation de souches lactiques étudiées a 1’échelle industrielle
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ANNEXES

Tableau 01 : matériel et appareillages

Petits matériels et verreries

Appareillage

Pipettes Pasteur,
Flacons

Tubes a essais
Pipettes graduees
Boites de pétri
Bécher

Burette

Anse de platine
Tube eppendorfs
Les embouts

Les cuves
Micropipette

AN NI N N N Y N N NN

NN N N N N N N VRN NN

Microscope optique (OLYMPUS)
Ph métre (HANNA, Romanie)
Réfrigérateur (CONDOR)

Spectrophotometre ( JENWAY-7305 Royoume —Uni )

Vortex électrique (STUART))
Plaque chauffante avec agitateur
Autoclave

Bain marie

Balance (KB 6000-1)

Etuve

Les réactifs :

Bleu de méthylene
Violet de gentitiane
Fuschine

Lugol

Alcool

AN NN R

Phénolphtaléine

Composition des milieux de culture.

Milieu MRS (De Man, Rogosa and Sharpe, 1960)

Extrait de levure
Extrait de viande
Peptone

Acétate de sodium
Citrate de sodium
Glucose

KH2PO4

MgSO4

MnSO4
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Tween80
Eau distillée
pH =6,8
Milieu M17 (TERZAGHI ET SANDINE, 1975)

Peptone de caséine
Peptone de viande
Peptone de soja
Extrait de levure
Extrait de viande
B-glycérophosphates
MgSO4
Lactose
Acide ascorbique

Agar
Eau distillée
pH 7,2
Autoclavage 120°C, 20 min.
Milieu PCA (Plate Count Agar)

Tryptone
Glucose
Extrait de levure
Lait écrémé
Agar
Eau distillée
Milieu MH _(Mueller et Hinton, 1941)

Hydrolysat acide de caséine (peptone)
Extrait de viande

Amidon de mais

Agar-agar

pH=7.4

Autoclavage 120°C, 20 min

bouillon nutritif ( BN) :

Peptone
Extrait de levure
Glucose :
NaCl:
Eau:

Le milieu lait écrémé 10 %:
Lait

Eau:

Solution de NaOH :

NaOH

Eau:

1ml
1000 ml

10g
2,59
59
2,59
59
199
0,259
5¢
0549
209
1000ml

15¢
1000ml

17,59

29
159
179

159
39
1g

69
1000ml

100g
1000ml

4.449
1000ml


https://microbiologie-clinique.com/gelose-agar-agar.html

ANNEXES

Eau physiologie :

NaCl 99

Eau distillée 1000 ml

Tableaux des résultats

Tableau 02 : Evolution du pH pour les souches isolées a partir du produit J’ben

souche Oh 2h 4h 6h 24h

BLS1 6.34 6.27 5.36 453 3.69
BLS2 6.5 5.98 5.86 5.8 4.89
BLS3 5.87 5.69 5.51 5.34 4.62
BLS4 5.78 5.76 5.62 5.36 4.76
BLS5 5.87 5.67 5.6 5.52 4.96
BLS6 6.01 5.87 5.78 5.45 4.48
BLS7 6.15 5.75 5.62 5.5 4,12
BLS10 6.06 5.83 5.61 5.34 3.92
BLS11 5.86 5.84 5.76 5.47 4.46
BLS12 5.83 5.79 5.68 5.63 4.59
BLS13 6.04 5.9 5.78 5.67 4.94
BLS17 6.1 5.96 5.89 5.74 4.26
BLS19 6.17 5.85 5.8 5.63 5.13
BLS20 6.11 5.94 5.89 5.7 5.04
BLS22 6.06 5.9 5.79 5.64 4.04
BLS23 6.14 5.98 5.94 5.78 472
BLS24 6.15 6.08 5.92 5.7 4.56

Tableau 03 : Evolution du pH pour les souches isolées a partir du produit Smen

souche /temps | Oh 2h 4h 6h 24h

BLS8 6.22 5.89 5.7 5.46 4.06
BLS14 5.76 5.57 5.44 5.35 4.76
BLS15 5.98 5.79 5.72 5.56 4.85
BLS16 5.98 5.78 5.7 5.32 4.03
BLS18 6.15 6.06 5.86 5.78 4.16
BLS21 5.76 5.66 5.55 5.1 4.15
BLS25 6.13 6 5.79 5.72 4.45
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Tableau 04 : Cinétique d’évolution de 1’acidité chez les souches isolées du J’ben

souches / Temps Oh 2h 4h 6h 24h
BLS1 27 29 42 78 129
BLS2 22 24 28 31 60
BLS3 20 28 32 35 70
BLS4 18 23 30 35 88
BLS5 18 25 32 40 87
BLS6 22 30 32 43 92
BLS7 28 29 30 34 68
BLS10 22 25 30 40 95
BLS11 16 22 25 32 86
BLS12 20 23 26 31 81
BLS13 24 26 28 30 66
BLS17 18 24 26 34 103
BLS19 25 27 30 32 51
BLS20 22 26 27 30 52
BLS22 22 24 27 30 110
BLS23 17 24 25 27 75
BLS24 17 25 27 30 90

Tableau 05 : Cinétique d’évolution de I’acidité chez les souches isolées du Smen

souche / temps Oh 2h 4h 6h 24h
BLS8 27 29 35 37 135
BLS14 15 25 30 32 62
BLS15 18 23 25 29 75
BLS16 20 28 30 32 117
BLS18 20 21 23 25 95
BLS21 25 30 35 45 97
BLS25 16 25 28 30 89
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Tableau 06 : Résultats de I'activité protéolytique des souches de bactéries lactiques isolées a
partir jben et smen.

Moyenne de protéolyse en Evaluation de
souche mm protéolyse
BLS1 33 +++
BLS2 18 ++
BLS3 21.5 ++
BLS4 20 ++
BLS5 17.5 ++
BLS6 20 ++
BLS7 31.5 +++
BLS8 26.5 +++
BLS10 32 +++
BLS11 31 +++
BLS12 28.5 +++
BLS13 31 +++
BLS14 24 ++
BLS15 30 +++
BLS16 26 +++
BLS17 26 +++
BLS18 25 ++
BLS19 24 ++
BLS20 27 +++
BLS21 27 +++
BLS22 30.5 +++
BLS23 24.5 ++
BLS24 23.5 ++
BLS25 24.5 ++

(+++): fort activité protéolytique ; (++): moyen activité protéolytique
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Tableau 07: Diametre de la zone d’inhibition (en mm).

SOUCHE S.A E.COLI B.S P.R C.A
BLS 1 15 16/ 25 22 16
BLS 2 16 15 17 19 15
BLS3 18 16 18 16 16
BLS4 17 18 17 23 13
BLS5 15 15 15 21 15
BLS6 16 17 17 18 19
BLS7 20 18 19 17 18
BLS8 13 13 20 21 16
BLS10 14 11 11 8 12
BLS11 12 14 12 0 13
BLS12 19 13 16 8 16
BLS13 15 13 11 8 14
BLS14 11 14 12 8 8

BLS15 13 17 15 12 15
BLS16 14 16 15 0 13
BLS17 15 17 20 16 13
BLS18 14 14 10 11 10
BLS19 15 15 14 14 13
BLS20 15 15 8 16 15
BLS21 20 14 10 20 17
BLS22 15 14 8 0 14




