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Résumeé :

Les bactéries lactiques font naturellement partie de notre environnement et notre alimentation,
L'objectif dans notre travail est 1’évaluation du potentiel probiotique et des aptitudes technologiques

de certaines souches de Lactobacillus plantarum.

Dans un premier temps nous avons confirmé |’appartenance de ses bactéries au genre
Lactobacillus par I’observation de 1’aspect macroscopique, le test de catalase et la coloration de
Gram. Par la suite, nous avons testé leurs aptitudes technologiques a savoir : Le pouvoir acidifiant,
texturant, aromatisant, protéolytique, lipolytique et la production d'EPS ; et enfin nous avons
déterminé leurs effets probiotiques par I’évaluation de leurs capacités a résister a l'acidité, aux sels

biliaires.

Les résultats ont révélé que les souches étudiées présentent une acidification moyenne. La
majorité des souches produisent des arbmes et des EPS, présentent un pouvoir protéolytique et
texturant. Aucune souche ne présente une activité lipolytique. Les aptitudes probiotiques des
souches de Lactobacillus plantarum étudiées se sont révélées tres intéressantes particulierement la
souche LB3. En conclusion, on peut dire que les souches de Lactobacillus plantarum testées
révelent de bonnes propriétées technologiques et probiotiques et peuvent donc étre exploitées dans

I’industrie agroalimentaire et plus particulierement laitiere.

Mots clés : Bacteéries lactiques, Lactobacillus plantarum, effets probiotiques, aptitudes
technologiques




Abstract

Lactic acid bacteria are a natural part of our environment and our food. The objective of our work is
to assess the probiotic potential and the technological aptitudes of certain strains of Lactobacillus

plantarum.

At first we confirmed the belonging of its bacteria to the Lactobacillus genus by observing the
macroscopic appearance, the catalase test and the Gram stain. Subsequently, we tested their
technological skills, namely: The acidifying, texturing, flavoring, proteolytic, lipolytic power and
the production of EPS; and finally we determined their probiotic effects by evaluating their ability
to resist acidity and bile salts.

The results revealed that the studied strains show an average acidification. The majority of the
strains produce aromas and EPS and have a proteolytic and texturizing power. No strain exhibits
lipolytic activity. The probiotic abilities of the Lactobacillus plantarum strains studied proved to be
very interesting, particularly the LB3 strain. In conclusion, it can be said that the strains of
Lactobacillus plantarum tested reveal good technological and probiotic properties and can therefore
be used in the food industry and more particularly in the dairy industry.

Keywords : Lactic acid bacteria, Lactobacillus plantarum, probiotic effects, technological aptitudes
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° D : Dornic

° C : degré Celsius
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Lb : Lactobacillus

Ln : Leuconostoc
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Introduction

Les bactéries lactiques appartiennent a un groupe de bactéries bénéfiques. Parmi ces
microorganismes le genre Lactobacillus est le plus répandu. Cette bactéric ainsi que d’autres
bactéries lactiques sont utilisées en tant que starter dans les produits alimentaires fermentés ou elle
permet de développer certaines caractéristiques organoleptiques et d’augmenter la durée de
conservation (Abee, 1995). En effet, plusieurs études ont démontré la capacité de certaines bactéries
lactiques a produire de nombreux métabolites aux propriétés antimicrobiennes tels que les acides
organiques, le peroxyde d’hydrogéne, le dioxyde de carbone, le d’acétyle et les bactériocines. De
plus, ces bactéries sont largement utilisées dans I’industrie laitiere comme ferments acidifiants et

comme producteur d’arome.

Par ailleurs, En raison de leurs bienfaits pour la santé certaines bactéries lactiques sont largement
utilisés comme probiotiques. Ces derniers sont définis comme des micro-organismes vivants
conférant des bienfaits pour la santé aux hétes. (Lallali et al., 2018). Les bactéries lactiques les plus
couramment utilisées entant que probiotique sont les genres Lactobacillus, Bifidobacterium et
Streptococcus (Bessila, 2020). Cependant, d’autres genres de souches probiotiques sont de plus en
plus étudiées (Burno, 2012). Il est bien établi que certaines souches probiotiques peuvent étre
particulierement bien adaptées au traitement maladies humaines spécifiques. En outre, les souches
probiotiques introduites dans 1’alimentation sous forme de produits lactés fermentés ou de
suppléments alimentaires (dans les produits non-fermentes) et qui vont s’implanter dans le tube
digestif, peuvent interagir avec la flore intestinale, les cellules épithéliales intestinales et dans une

moindre mesure les cellules immunitaires (bechachha et al., 2020).

Le présent travail a pour objectif d’étudier le potentiel probiotique et technologique de certaines

souches de bactéries lactiques.




Premiere partie :

Revue bibliographique
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Chapitre | :
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bactéries lactiques




1. Définition des bactéries lactiques

Ce sont des cellules procaryotes, organotrophes constituent un groupe hétérogene de micro-
organisme est classée dans 1’ordre taxonomique des lactobacilles et réalisent la fermentation ; ¢’est-
a-dire une réaction dans transformation du lactose en acide lactique. Ces microorganismes sont de
forme cocci ou batonnets, & Gram positif, asporulantes, areo-anaerobie facultative on micro-
aerophiles généralement immobiles, acido-tolérantes est capable de croitre a des températures
compris entre 10°C et 45°C (Salminen S et al, 2004)

Les B.L (Bactéries lactiques) ont la réputation d’avoir des exigences nutritionnelles nombreuses
et complexes facteur de croissance telle que vitamine b acides aminés peptide basse puriques et
pyrimidiques rendant parfois leur culture fastidieuse en laboratoire. Elles sont caractérisées par une
faible capacité de biosynthese (Corrieu et Loquet, 2008). De plus ces microorganismes ne
posseédent ni nitrate réductase, ni catalase, ni Cytochrome oxydase mais elles peuvent survivre en
présence d’oxygeéne. L’absence De catalase est caractéristique, mais certaines espéces acquiérent
cette activité sur des Milieux riches en heme (Larpent et al.1997). La production d’acide lactique
par les B.L conduisant & un Abaissement important du pH du milieu est largement utilisée en

industrie Agroalimentaire.
2.0rigine et habitat des bactéries lactiques

Les B.L sont Ubiquiste, elles ont pour Habitat de nombreux milieux naturels, mais se trouve
généralement associé a des aliments riches en sucre simple peuvent étre isolé dans les plantes les
fruits intacts décomposition le lit fromage et produit litiere les vitamines et les poissons fermentés

généralement dans le tractus intestinales (Konig et frohlich, 2009).

3. Physiologie et métabolisme

3.1.Transport du sucre

La membrane cytoplasmique des cellules est imperméable a de nombreux composés et peut donc
entraver la pénétration des substrats utiles. Cette particularite est indispensable aux bactéries car une
membrane exagérément perméable laisserait s’échapper des composants cellulaires précieux
comme I’ATP, les nucléotides ou encore des intermédiaires métaboliques, de plus le maintien d’un
potentiel membranaire deviendrait alors impossible. La membrane, structure hydrophobe, laisse
donc pénétrer dans la cellule les composés apolaires par diffusion mais se révele Imperméable aux

composés polaires hydratés comme les sucres (Brahimi, 2015). Ainsi, ’entrée de ces derniers
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solutés nécessite la présence de systemes de transport localisés au niveau de la membrane. Chez la
plupart des bactéries lactiques, deux sont particulierement importants, le systéeme
phosphotransférase phosphoénolpyruvate dépendant (PTS), qui couple le Transport et la
phosphorylation du glucide et le systéme permease énergie-dépendant, qui fait penétrer les sucres

sous forme libre (Reynaud, 2006).
3.2. Le systeme perméase

Ce systéme est base sur la théorie chimiosmotique de Mitchell 1973. D’aprés ce concept, une
enzyme membranaire (ATPase) couple I’hydrolyse de I’ATP a la sortie de protons générant ainsi un
potentiel électrochimique de protons, appelé force protomotrice, a travers la membrane. Dans ce
cas, le transport du sucre est couplé au mouvement de protons le long du gradient électrochimique,
il s’agit donc d’un transport actif puisqu’il peut s’effectuer contre le gradient de concentration du
sucre (Fig.1). Une fois a I’intérieur de la cellule, le substrat carboné est phosphorylé grace a une

kinase ATP-dépendante puis va étre dégrade (Reynaud, 2006).

EXTERIEUR ‘ INTERIEUR
ATPase B ADP
" g | — | /'
+ I \ ATP
H = - H™
| e
ATP ADP
| Permeéase
sucre e, == T~ sucre AL' sucre-P

Figure 1 : Le systéeme perméase

3.3. Lesysteme PTS

Le systeme PTS (phosphotransférase PEP-dépendant) (Fig.2) est impliqué dans le transport de
divers hydrates de carbone chez les bactéries. Il s’agit d’un groupe de translocation qui catalyse de

fagon concomitante 1’entrée du sucre dans la cellule ainsi que sa phosphorylation (Brahimi,2015).
Differentes protéines sont impliquées dans ce systeme :

- les deux protéines de couplage énergétique, ’enzyme I (EI) et HPr, sont communes a tous les

systemes.




- « enzyme Il » (EIIS) : sont spécifiques du sucre et impliqués dans son transport. Chaque perméase
Ell est constituée de trois (II1A, B, C) ou quatre (IIA, B, C, D) domaines ou protéines selon le
systeme.

Une suite de transferts du groupement phosphoryl du PEP vers le sucre s’effectue au sein du
groupe de translocation. Le processus commence avec le transfert du groupement phosphoryl du
PEP vers El puis vers la protéine HPr qui a son tour catalyse la phosphorylation d’EIll. Les

domaines EIIA et B transférent le groupement phophoryl jusqu’au sucre spécifique (Brahimi,
2015).

- Le systeme PTS semble énergétiquement plus favorable que le systéme perméase, en effet, il
couple entrée et phosphorylation du sucre avec la dépense d’une molécule de PEP, tandis que
I’accumulation du sucre par un systéme non-PTS nécessite la dépense de plus d’un équivalent ATP
car transport et phosphorylation ATP-dépendante sont physiquement séparés (Raynaud et al.,
2003).

Extérieur Intérieur
Cytoplasme Cytoplasme
g P P P P

FEP
carbohydrate,_ ,

pyruvate

carbohydrate-P,,

Figure 2 : Le systéme PTS

4. Metabolisme des bactéries lactiques

4.1. Laprotéolyse

Le systeme protéolytique des bactéries lactiques est composé de protéases associées a la paroi
cellulaire, qui catalysent I'nydrolyse initiale des protéines en peptides. Ces peptides sont ensuite
dégradés par des endopeptidases ou exopeptidases en acides aminés et oligopeptides facilement

transférables a travers les parois cellulaires. (Belkhir, 2017).




Dans le lait, la dénaturation des caseines laitieres conduit a leur précipitation en petits flocons
puis en caillé conduisant & la coagulation du lait. La protéolyse dans les produits alimentaires est
assurée surtout par les enzymes microbiennes des starters initiaux mésophiles (Lactococcus lactis et
Leuconostoc) ou thermophiles (Lb. delbrueckii, Lb. helveticus et Streptococcus thermophilus).
Cependant la grande partie de l'activité protéolytique est le résultat des enzymes tardives libérées
dans les fromages par la flore additive homofermentaire stricte (Lb farciminis), hétérofermentaire
facultative (Lb. casei, Lb paracasei, Lb. plantarum, Lb. pentosus, Lb. curvatus et Lb. rhamnosus)
ou hétérofermentaire stricte (Lb. fermentum, Lb. buchneri, Lb. parabuchneri et Lb. brevis)
(Belkhir,2017).

4.2. Meétabolisme des sucres

Les bactéries lactiques nécessitent une source d’hydrate de carbone fermentescible pour la
production d’énergie cellulaire (ATP) et leur croissance. Le lactose présent dans le lait, disaccharide

composé de glucose et de galactose, atteint des concentrations de 4 a 5%.

Chez les lactocoques, le transport membranaire du lactose et du glucose est assuré par le systeme
phosphotransférase-phosphoénol pyruvate dépendant (systeme PEP-PTS). Le transport du galactose

est effectué par le systtme PEP-PTS et une perméase d’affinité élevée.

Les B.L homofermentaires : transforment tout le glucose en exces en acide lactique. Le transport
du glucose ou du lactose vers les cellules different selon les espéces. Elles utilisent la voie EMP
dans la derniére étape de la glycolyse, convertissent le pyruvate en lactate et régénerent ainsi du
NAD+ a partir du NADH formé auparavant. Dans cette derniére étape les bactéries font intervenir

une lactate-déshydrogénase. (Bekhouche, 2006).

En technologie laitiére, 1’acidification lactique joue de multiples roles : elle participe a la
coagulation du lait, active la synérese du caillé et la solubilisation du calcium micellaire qui ont une
influence determinante sur la texture des fromages. Elle contribue aussi aux qualites
organoleptiques des produits fermentes et inhibe la croissance des microorganismes nuisibles. Selon
la variété de fromage et la flore présente, les produits issus de la glycolyse peuvent étre métabolisés
selon différentes voies pour la formation de composeés aromatiques variés (McSweeney et Sousa,
2000).

4.3. La Lipolyse

Les lipases bactériennes catalysent en partie la production des acides gras a longues chaines a
partir des mono et di glycérides, alors que les estérases permettent la libération des acides gras
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volatils. Les acides gras, dont la concentration augmente pendant I'affinage, seraient responsables
en partie de la flaveur typique des fromages a pate pressée cuite. Ils sont également des précurseurs
pour la formation de metylcetones, alcools, lactones et esters. (Boullouf, 2015).
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Figure 3 : Principales étapes de métabolisme du citrate par les bactéries lactiques
5.Principales voies fermentaires

Chez les bactéries lactiques il existe trois types de voies fermentaires différentes: la voie

homofermentaire ; la voie hétérofemtaire et la voie bifide.
5.1. La voie homofermentaire ou EMP

Toutes les bactéries lactiques a 1’exception des genres : Leuconstoc, Oenococcus et certaines

espéces du genre Lactobacillus, entravent la voie de la glycolyse pour dégrader les hexoses.

La fructose-1,6-bisphosphate aldolase FBA, est un enzyme clé présente chez toutes les espéces

homofermentaire et indispensable au fonctionnement de la voie EMP.

Glycolyse du glucose en pyruvate puis en lactate dans des conditions appropriées Cette voie
aboutit a deux molécules de lactate et deux molécules d'ATP pour chaque molécule de glucose

consommeée. La voie doit convertir au moins 90 % du glucose en lactate.

C6H1206 + 2 ADP + 2 Pi 2 (CH3 - CHOH - COOH) + 2 ATP

Glucose Lactase

Mais dans des conditions de croissance défavorables, les bactéries lactiques homozygotes

présentent un métabolisme mixte caractérisé par la production d'acide lactique, d'acide acétique,
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d'éthanol, d'acide formique et/ou de CO2 par la voie de fermentation des acides mixtes. (Hadef,
2012)

5.2. La voie hétérofermentaire

Les principaux genres de bactéries lactiques présentant ce type métabolisme sont les leuconostocs

et certains Lactobacilles.

Outre I’acide lactique, des quantités significatives de CO2 et d’éthanol ou d’acétate. La
dégradation d’une molécule de glucose conduit a la formation d’une molécule de lactate, une
molécule d’éthanol (CH3CH20H), d’un CO2 et d’un ATP. Une enzyme spécifique de cette voie (la
D-xylulose-5-phosphate phosphocétolase) catalyse la dissociation du xylulose-5-phosphate en
acétyl-P et glycéraldehyde-3-phosphate. L’acétyl-P est converti ensuite soit en éthanol soit en
acetate selon les besoins en ATP ou NAD+. Le glycéraldehyde-3 phosphate rejoint la glycolyse
pour étre converti en lactate. En général, les sucres a 5 atomes de carbones (ou pentoses) ne peuvent
étre métabolisés que par cette voie. Certaines bactéries Leuconostoc et Lactobacillus empruntent
cette voie hétérofermentaire (Raynaud, 2001).

Le métabolisme hétérofermentaire est deux fois moins énergétique que la métabolisme

homofermentaire puisqu’une mole de glucose conduit a la production d’une mole de lactate

d’éthanol, de CO2 et d’un seul ATP (Raynaud, 2001)

Glucose + Pi + ATP Lactate + ATP +CO2 +Ithanol.
5.3. La voie fermentaire bifide

La voie est empruntée par les bactéries du genre Bifidobacterium ou voie de la fructose-6-P
phosphocétolase (FPC) Pour une molécule d’hexose consommée, cette voie produit 1,5 molécule

d’acétate et 2,5 molécules d’ATP (ketrouci, 2021).

Mise a part le glucose, les autres hexoses (mannose, galactose, fructose) rejoignent en général les
voies précédentes apres différentes étapes d’isomérisations et de phosphorylation en glucose-6-P et
fructose-6-P. Le lactose entre dans la cellule par le systéme PTS, puis est phosphorylé en lactose-6-
phosphate et hydrolysé a I’intérieur de la cellule en glucose et galactose-6-phosphate. 1l rejoint
finalement la glycolyse au niveau des trioses-phosphate. Les pentoses consommés (ribose,
arabinose, Xylose) sont convertis en xylulose-5 phosphate par des réactions de phosphorylation et

d’isomérisation ou d’épidémisation.
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Figure 4 : Les voies fermentaires de la dégradation du glucose chez les bactéries lactiques

6. Les différents genres de bactéries lactiques

La classification actuelle des bactéries lactiques fait apparaitre 12 genres (Figure 5)

Lb. deibwueckii

Werssella
Leuconostoc
Clenocoocus

Tetragenococcus

Lb. casei-Pediococcus

Lactococcus

Enterocooces

Sl'l'"f‘ll'l‘fili CMCCLIS

Carnobacterium Bacillus

Staphylococers

Aerococcus Listeria

Figure 5: Arbre phylogénétique des principaux genres des bactéries lactiques

6.1. Le genre Lactobacillus

Il appartient a la famille des Lactobacillaceae contenant aussi les genres ParalLactobacillus et
Pediococcus et comprend 158 especes (dont plusieurs sont divisées en sous especes). Ce sont des

bacilles longs et fins souvent regroupés en chaines (parfois incurvés), ou de cocobacilles dont la
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forme est proche de celles des corinébactéries. Généralement immobiles, anaérobies. La production
d’acide lactique issue du métabolisme du métabolisme fermentaire représente au moins 50% des
produits de fermentation (Axelsson, 1933). Les lactobacilles ont des exigences nutritionnelles trés
complexe en acides aminés, vitamines, acides gras, nucléotides et glucides et sels minéraux. Leur
température de croissance est comprise entre 2 et 53 °c avec un optimum entre 30 et 40°C tandis
que le pH est compris entre 3 et 8 avec un optimum habituellement allant de 5,5 & 6,2 (De vos et al.
2009 ; Zhang et cai 2014).

Selon Desmazeaud. (1998) le genre Lactobacillus se subdivise en trois groupes :

Groupe | « Thermobacterium » : Il est formé des lactobacilles homofermentaires stricts et
thermophile qui se développe a 45°C mais pas a 15°C. Ces espéces ne produisent presque
exclusivement que de l'acide lactique a partir de la fermentation des hexoses par glycolyse et ne
peuvent fermenter ni les pentoses ni les gluconates (Salminen et al., 2004 ; Zhang et Cai, 2014).

Groupe Il « Streptobactérium » : 1l comprend les lactobacilles homofermentaires facultatif
mésophiles qui se développent & 15°. 1l est composé d’une vingtaine d’espéces dont Lb. Caseli, Lb.
curvatus, Lb. sake et Lb. plantarum (Carr et al., 2012).

Groupe 111 « Betabacterium » : 1l comprend les espéces ayant un métabolisme strictement
hétérofermentaire. Il est par ailleurs, constitué d’une vingtaine d’espéces dont Lb. casei, Lb.

curvatus, Lb. sake et Lb. plantarum (Carr et al., 2012).

Tableau 1: Critéres différentiels des trois groupes de lactobacilles (kandler et weiss, 1986)

Caractéristique Groupe | Groupe |1 Groupe Il1
Fermentation des pentoses - + -
CO2 a partir du glucose - - +
CO2 a partir du gluconate - + +
FDP aldose + + -
Phosphokétolase - + +
Lb.acidophilus Lb. casei Lb. brevis
Lb. delbruckii Lb. curvatus Lb. buchneri
Lb. helveticus Lb. plantarum Lb. fermentum
Lb. savarius Lb. sakei Lb. Reuteri
Groupe |: homofermentaire obligatoire ; Groupe Il : hétéro fermentaire facultatif; Groupe Il hétéro

fermentaire obligation ; Lb : Lactobacillus.

6.2. Le genre Entrococcus

Les Enterococcus sont des bactéries de forme cocci, Gram +, catalase -, non sporulées parfois
mobiles, aéro-anaérobies (anaérobies aérotolérantes), géneralement homofermentaires, fermentant

les sucres sans production de gaz (Chougrani, 2008). Ce genre se caractérise par sa tolérance a 6,5%
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de NaCl, un pH de 9,6 et un intervalle de température compris entre 10°C et 45°C, avec un optimale
de croissance allant de 35°C a 37°C (Zergoug, 2016).
6.3. Le genre Lactococcus

Les lactocoques se présentent sous forme de coques en paire ou en chaines de longueur variable.
Ce sont des bactéries anaérobies facultatives homofermentaires ne produisant que de 1’acide
lactique L (+), seul Lactococcus lactis ssp. Lactis biovar. Diacetylactis produit le diacétyle. Leur
température optimale de croissance est proche de 30°C, capable de se développer a 10°C mais pas a
45°C (Bouricha, 2017).

Actuellement, le genre Lactococcus comprend cing espéces, Lactococcus lactis est 1’espéce la
plus connue avec ses trois sous-especes : Lc. lactis ssp. lactis, Lc. lactis ssp. cremoriset Lc. lactis
ssp. hordniae (Pot et al, 1996 ; Pot, 2008).

6.4. Le genre Leuconostoc
Le genre Leuconostoc fait partie de la famille des Leuconostocaceae qui rassemble deux autres

genres (Weissella et Oenococcus). La température optimale de croissance des leuconostogques se
situe entre 25 et 30°C (Belarbi, 2011).

6.5. Le genre Pediococcus

Ce genre appartient a la famille des Lactobacillaceae. Il partage son habitat ainsi que plusieurs

propriétés physiologiques avec les genres suivants : Lactobacillus, Leuconostoc et Weissella.

Les cellules de Pediococcus sont sphériques, parfois ovoides, isolées ou en paires (durant le milieu
de la phase exponentielle) ; apres leur division dans deux directions perpendiculaires elles forment

les tétrades mais jamais les chaines (De Vos et al., 2009).

6.6. Le genre Streptococcus

Ce genre est associé a de nombreuses maladies humaines et animales. L’espéce Streptococcus
thermophilus est la seul a étre adaptée a I’environnement laitier. Elle se différencie par son habitat
(lait et produits laitiers) et son caractére non pathogéne. La résistance a la température, la capacité
de croitre a 52°C et le nombre limité des hydrates de carbones permettent de distinguer les St.
thermophilus de la plupart des autres streptocoques (Haddie, 1986 ; Pilet et al, 2005).

6.7. Le genre Bifidobacterium
Il fait partie du groupe des bacteéries lactiques grace a la similarité de ses propriétés physiologique
et biochimique, sa présence dans le méme habitat écologique (Axelsson et al ,2004). Ces bactéries
ont été découvertes pour la premiere fois dans les feces de bébés nourris au lait maternel par Tissier

(1900), qui a isolé une bactérie avec une forme étrange et caractéristique en « Y » (Zhang et Cali,
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2014). Le genre Bifidobactirum comprend 41 especes et 9 sous-especes. Elles ont été isolées a partir
du tractus gastro-intestinal des humains, des animaux et des insectes mais aussi des produits laitiers
(Zhang et cai, 2014)
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Figure 6 : Lactobacillus au microscope optique Figure 7 : Entrococcus au microscope optique

Figure 10 : Pédiococcus au microscope électronique Figure 11 : Bifidobacterium au microscope électronique

7. Intérét des Bactéries Lactiques en Alimentation

Voila au moins quatre mille ans que I’homme se sert des bactéries lactiques pour la conservation
des aliments. Si ces microorganismes sont surtout connus pour le réle qu’elles jouent dans la

préparation des laitages fermentés tels que (le yaourt, le fromage, le beurre, le babeurre, le kéfir et
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le koumiss), elles sont utilisées également dans le saumurage des légumes, la boulangerie, la

fabrication du vin, le saurissage des poissons, des viandes et des salaisons (Maghnia, 2011).

La fabrication des laitages implique une fermentation lactique, processus microbien par lequel
le lactose (le sucre du lait) est transformé en acide lactique grace aux B.L. En s’accumulant dans le
lait, I’acide lactique modifie les protéines et, par conséquent, la texture du lait. Les qualités et les
aspects particuliers qui caractérisent les différents produits sont dus a d’autres variables telles que la
température ou la composition du lait (Maghnia,2011). C’est I’acide lactique qui donne aux laitages
fermentés cette saveur légérement aigrelette caractéristique. D’autres sous-produits des bactéries
lactiques donnent saveurs et ardbmes supplémentaires. Par exemple, I’acétaldéhyde donne au yaourt
son ardme si caractéristique ; le diacétyl donne une saveur crémeuse a d’autres laitages fermentés

(Maghnia, 2011).

Le yaourt est le résultat de la symbiose de deux types de bactéries lactiques qui répondent au
doux nom de Streptococcus thermophilus et de Lactobacillus bulgaricus. Chacune des deux
bactéries stimule la croissance de 1’autre. Ce lien symbiotique donne un produit différent des
produits obtenus par les bactéries simples, prises séparément. Grace a la symbiose des deux
bactéries, la fermentation a lieu plus rapidement que s’il n’y avait qu’une seule espéce de bactérie
(Maghnia,2011).

Les produits laitiers fermentés nous donnent aujourd’hui, 1’occasion de nous servir des bactéries
lactiqulkes comme de cultures probiotiques. Les cultures probiotiques favorisent le bon
fonctionnement de notre flore intestinale. Le marché mondial de ces produits se développe de plus
en plus, pour répondre aux besoins d’un public de plus en plus a 1’écoute de sa forme et de sa santé
(Maghnia, 2011).
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1. Propriété technologique

Les bactéries lactiques montrent une capacité d’adaptation et présentent des activités

métaboliques trés diversifiées dans différents environnements.

1.1.Aptitude acidifiante et production d'acide lactique

La fonction acide constitue la propriété métabolique la plus recherchée des bactéries lactiques
utilisées dans les industries alimentaires. Les bactéries lactiques se manifestent par la production
d’acide lactique a partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours de croissance. (Monnet
et al., 2008)

Lactococcus lactis subsp. Lactis ; Lactococcus lactis subsp. Cremoris et Lactococcus lactis
subsp. lactis biovar. Diacetylactis, sont les trois bactéries lactiques les plus fréqguemment citées
pour leurs aptitudes acidifiantes et leur role majeur dans la fermentation de certains aliments.
(Lafarge et al., 2004)

La production d’acide lactique est une des principales fonctions des lactobacilles telles que les
especes Lactobacillus plantarum, Lactobacillus delbuecki, Lactobacillus casei et Lactobacillus
lactis, car la quantité produite par ces derniers est largement supérieure a celle fournie par les autres

genres utilisés industriellement. (Daniel,1994)

Les Conséquences physico-chimique et microbiologique de 1’acidification des produits

fermentés peuvent se résumer ainsi par :

- Accumulation de 1’acide lactique participant a la saveur des aliments fermenté.

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

- Limitation des risques de développement de Flore pathogene et d'altération dans les produits
finaux.

- Déstabilisation des micelles de caséines, coagulation des laits et participation a la synérése
(Allouache et al,2017)

1.2. Aptitude lipolytique

Les propriétés lipolytiques sont généralement faibles chez les bactéries lactiques, les lactocoques
sont considérés comme plus lipolytiques que Streptococcus thermophilus et les lactobacilles. Elles
peuvent cependant présenter un intérét pour certaines applications fromageéres (Béal et al., 2008).

Il a été démontré que les bactéries du genre Lactobacillus et Streptococcus presentent des
activités lipolytiques faibles par rapport aux lactocoques qui sont considérées plus lipolytique (Beal

et al.,2008)
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1.3. Aptitudes proteolytiques

La majorité des bactéries lactiques possédant un systéme protéolytique car elles ne sont pas

capables de synthétiser les acides aminés nécessaires (Galia, 2011).

Les aptitudes protéolytiques des bactéries lactiques permettent la catalyse de I’hydrolyse des
protéines en peptide qui sont ensuite dégradées par des endopeptidases ou exopeptidase en unités
transportables d’acides aminés et de peptides (Lynché et al., 1997).

Les lactobacilles présentent généralement une activité protéolytique plus prononcé que les

lactocoques.

1.4. Pouvoir aromatisant

Les B.L sont capables de produire de nombreux composeés aromatiques qui participent a la
qualité organoleptique des produits laitiers tels que le fromage et le yaourt...etc. La plupart des
composés aromatiques sont issus du métabolisme du lactose, du citrate et des acides aminés.
L’acétoine et le di-acétyle sont les plus importants composés aromatiques produits par les B.L
(Gerrit et al., 2005 ; Cholet, 2006)

1.5. Pouvoir texturant

La consistance et la rhéologie des produits transformés dépondent en grande partie de la capacité
des bactéries lactiques a synthétiser des exo-polysaccharides (EPS). Ces composés polymeres sont

généralement considérés comme des agents épaississants naturels en industrie alimentaire.

Les especes Lactobacillus delbrueckii ssp. Lactobacillus bulgaricus et Steptococcus
thermophilus produisant des EPS sont utilisées en tant que starters fonctionnels dans la fabrication
des yaourts, ceci afin d’améliorer la texture, et augmenter la viscosit¢ des produits finis.
L’utilisation des EPS est trés prometteuse pour la structure et la viscosité des produits laitiers

fermentés (Leroy et De Vuyst, 2004 ; Ho et al., 2007).
2. Propriétés probiotiques des bacteéries lactiques

2.1. Définition du concept probiotique sur la santé

Ce terme a bénéficié de plusieurs définitions qui ont évolué dans le temps en fonction des
connaissances scientifiques et des avancées technologiques (Ait-Belgnaoui et al., 2006). Selon
Fuller. (1989) Fuller il est défini comme : « supplément alimentaire microbien vivant qui affecte de

fagon bénéfique I’hdte en améliorant 1’équilibre de sa flore intestinale » En 2002 la FAO et ’OMS
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lui ont ont formulé la définition suivante : « microorganismes vivants qui lorsqu’ils sont administrés

en quantités adéquates, exercent une action bénéfique sur la santé de 1’hote qui les ingére ».

2.2. Les effets béneéfiques des probiotiques sur la santé

Plusieurs avantages sur la santé sont attribués a 1’ingestion de probiotiques dont certains ont été
provoqués scientifiquement et d’autres nécessite encore des études plus approfondies chez I’homme

(Bougurra, 2021). Parmi ces effets bénéfiques, les plus importants sont :

- Amélioration de la digestion du lactose (sécrétion de lactase)

- Réduction des produits du catabolisme, éliminés par le foie et le rein.

- Augmentation de la valeur nutritionnelle (bonne digestion et absorption des minéraux et
vitamines.

- Prévention des infection gastro-intestinales ; réduction du risque des diarrhées

- Prévention des ostéoporose cancer du c6lon, hypertension.

- Réduction du taux de cholestérol.

2.3. Critéres de sélection de bactéries lactiques probiotiques

Pour qu’un lactobacille (ou tout autre microorganisme) puisse €tre considéré comme probiotique,
et afin qu’il puisse intervenir dans le bon fonctionnement du tractus digestif de 1’héte, il faut qu’il
atteigne la muqueuse intestinale a 1’état vif (Holzapfel, 2001). Dés 1I’administration, le micro-
organisme doit franchir des barriéres et des entraves constitutives du mécanisme de digestion ou de
défense de I’hote. Plusieurs criteres de sélections sont requis pour [’authentification d’un
probiotique, ces critéres englobent : 1’origine humaine et la non- pathogenése ainsi que les aspects
technologiques et fonctionnels (Dunne et al., 2001). Les points critiques de sélection d’un

microorganisme probiotiques se résument donc comme suit :

2.4. Les propriétes fonctionnelles

2.4.1. Activité antimicrobienne
Les bactéries lactiques synthétisent des molécules a action bactéricide/ bactériostatique comme
acides organiques le perxyde d’hydrogene, le dioxyde de carbone. Ces mécanismes antimicrobiens

ont eté exploités pour améliorer la préservation des aliments (Tahlaiti, 2019).

2.4.2. Adhésion aux cellules intestinales
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La capacité d’adhésion a la couche intestinales est un critére incontournable de sélection et
recommand¢é pour le choix des probiotiques. L’adhérence constitue le premier Mécanisme de
défense contre 1’invasion des bactéries pathogenes. Elle est basée sur la réalisation d’un ensemble
de tests in vitro puis in vivo en utilisant des cellules D’origine humaine et/ou animale, En plus du
pouvoir d’adhésion aux cellules épithéliales de I’intestin, les probiotiques peuvent se fixer au mucus

qui recouvre les entérocytes ou aux divers microorganismes que 1’on retrouve dans le tractus gastro-

intestinal. (Hadef, 2012)

Tableau 2 : Criteres de sélection utilisés aux laboratoires pour le screening des probiotiques
(Nousiainen et al., 2004)

Critéres But recherché

Résistance 4 acidité Survie pendant le passage par I’estomac et le

duodénum
Résistance aux sels biliaires Survie pendant le passage par I’intestin gréle
Production d’acide Production «de barriére acide » efficace dans 1’intestin

Adhésion au mucus et/ou aux cellules Colonisation efficace, réduction des sites d’adhésion des
épithéliales humaines pathogenes a la surface

Production de substances

. i Inhibition du développement des germes Pathogenes
antimicrobiennes

Résistance a la chaleur Survie pendant le processus de transformation

2.5. Les proprietés technologiques

Des criteres technologiques sont également pris en considération dans la sélection des souches
probiotiques (Hadef, 2012). En effet, les souches probiotiques doivent garder leurs caractéristiques
durant tous les procédés de production, de conservation et de distribution. La plupart des définitions
des probiotiques, soulignent que les microorganismes doivent étre viables et atteindre leur site
d'action vivants. Un nombre minimal de 107 cellules viables /g de produit est nécessaire pour
exercer un effet probiotique. Les souches doivent garder leur viabilité sans se multiplier pour ne pas
provoquer d’effet indésirable sur la qualité organoleptique du produit Les produits doivent étre
conservés dans des conditions appropriées, il est nécessaire de controler régulierement I’identité de

la souche et ses propriétés. (Belhamra, 2017)
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3. Emploi des bactéries lactiques probiotiques dans les produits

laitiers

Le genre Lactobacillus est I'un des types de bactéries lactiques, le plus courant et se trouve dans
les produits laitiers et dans les aliments fermentés tels que le yaourt, et ce type de bactérie aide a
traiter la diarrhée et est également utile pour les personnes incapables de digérer le lactose.

Les produits laitiers fermentés sont fabriqués a ’aide de bactéries lactiques. Ces derniers, apres
les avoir laissés a température ambiante pendant plusieurs heures dans le lait, vont se multiplier et
produire en méme temps des substances acides conduisant ainsi a la fabrication de lait fermenté tel
que le fromage. Il a été prouvé que ’initiateur a utiliser dans la production de dérivés lactés afin
d’obtenir un produit fini avec un goit et une saveur désirable doit contenir deux types de bactéries,
la premiére, produit de 1’acide lactique tel que Lactobacillus, Streptococcus, tandis que la seconde
est capable de produire des acides volatils qui donner le go(t et la saveur distinctifs tels que ceux du
genre Leuconostoc La valeur nutritive du lait fermenté est due au fait qu’il contient tous les
composants du lait naturel, a I’exception du lactose, qui est transformé en acide lactique. Cet acide
formé est le principal facteur de conservation de ces laits, car il arréte la croissance de bactéries en

décomposition et de bactéries pathogenes.
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Chapitre III : Matériel et méthodes

1.Lieu et durée du travail

Ce travail a été entierement réalisé au laboratoire de Recherche des Sciences et Technique de
Production Animale (LSTPA), situé au niveau de la ferme expérimentale de Hassi-Maméche
affiliée a I’Université Abd-Elhamid Ibn Badis de Mostaganem.

2. Objectifs de I’étude

Cette étude a pour objectif d’évaluer les aptitudes technologiques et les effets probiotiques de

certaines souches de Lactobacillus plantarum.

3. Appareillage

L’ensemble des appareils utilisés au cours de notre travail est décrit en Annex C.

4. Produits chimiques et réactifs

Les colorants : Violet de gentiane, fuschine
Les réactifs : réactif de Vogues Proskaeur (VP1 et VP2)
Les acides et bases : Lugol, La soude dornic (NAOH) N/9, acide chloridrique 1N, Ethanol

Autres : Les sels biliaires ont été utilisés pour étudier le pouvoir des bactéries lactiques a résister a

cet inhibiteur dans un milieu liquide., Phénophtaléine, Eau distillée, saccharose.

5. Matériel Biologique

5.1. Les souches de Lactobacillus plantarum

Au total neufs souches (N=09) appartenant a 1’espéce Lactobacillus plantarum (LB 01, LB 0 2,
LB03, LB 04, LB 0 5, LB06, LB 0 7, LB 08, LB 09), isolées a partir de miels crus ont été choisis
pour cette étude. Ces souches proviennent de la collection du laboratoire des Sciences et technique

de transformation des productions laitieres (LSTPA).

5.2. Les Milieux de culture

Plusieurs milieux de culture ont été utilisés au cours de cette étude expérimentale, il s’agit des
milieux suivants :
Les géloses : MRS (Man Rogosa et Scharpe ,1960) pour la culture des lactobacilles, MSE (Mayeux
et al., 1962, Zarour et al., 2017), MRS au triglycerides (Guiraud, 2003) ; MRS additionné de 1’huile
d’olive et PCA lait a 10% pour 1’étude des aptitudes technologiques.

Les bouillons : Clark et Lubs pour 1’évaluation des aptitudes technologiques, MRS.
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6. Méthodes

6.1. Revivification des souches lactiques

Les neuf souches lactiques ayant subi une longue conservation de plus de dix-huit mois ont été
revivifiées par ensemencent de 1000 pl de chaque souche conservée dans un tube contenant 5 ml de

bouillon MRS suivie d’une incubation a 37°C pendant 24 a 48 heures.

6.2. Purification des souches

Les souches lactiques revivifiées ont été purifiées par ensemencement en stries sur gélose MRS
et incubées a 37°C pendant 24 a 48 heures. Cette opération a été répétée jusqu’a 1’obtention d’un

résultat uniforme d’un point de vue morphologique.

6.3. Confirmation de ’appartenance au groupe lactique

6.3.1. Caractéristique macroscopique

La détermination des caractéres macroscopiques, se fait a I’ceil nue. Les souches ont été cultivées
sur le milieu gélosé MRS. Cette analyse permet de renseigner sur la couleur, la forme, la taille,

I’aspect, la consistance, 1’opacité et I’odeur des souches testées.
6.3.2.Caractérisation microscopique

Cet examen permet de décrire la forme et le mode d'association des cellules des souches
lactiques utilisées a I'aide d'observation au microscope optique des frottis colorés avec la coloration

de Gram (voir annexe) (singleton.1999).
6.3.3. Test de production de catalase

La majorité des bactéries lactiques sont des anaérobies facultatifs et n’ont pas besoin de
synthétiser la peroxydase (Larpent, 1997). Afin de confirmer I’appartenance des souches testées au
groupe lactique le test de production de catalase été réalisé. La recherche de la catalase est mise en
évidence en émulsionnant une colonie a tester dans une solution fraiche d’eau oxygénée a 10
volumes. Un dégagement gazeux abondant traduit la décomposition de I’eau oxygénée sous I’action

de I’enzyme a tester (Guiraud, 2003).
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6.4. Etude des aptitudes technologiques des Lactobacillus plantarum

6.4.1. Pouvoir acidifiant

La mesure de I’activité acidifiante consiste a suivre d’une part 1’évolution du pH de différentes
cultures en fonction du temps et d’autre part a doser I’acidité titrable par la soude (NaOH, N/9) en
présence d’un indicateur coloré de pH la phénolphtaléine (Larpent, 1997). L’acidité titrable mesurée
est assimilée a des degrés Dornic (°Dornic) ou 1°Dornic équivaut a 0.1g d’acide lactique/l de lait.
Pour réaliser ce test, 100uL de culture jeune de chaque souche lactique a été ensemencée dans un
tube contenant 10ml de lait écrémé stérile reconstitué a 12,5%. Apreés agitation, les mesures sont
prises a intervalles de temps 3h, 6h, 24h, et 48h d’incubation a 37°C. puis titrer par la soude Dornic
en présence de quelques gouttes de phénolphtaléine, jusqu’au virage de la couleur au rose pale

persistant au moins 10 secondes (Larpent, 1990). L’acidité est déterminée par la formule :

ol : [ Acidité (°D) = Vnaon X 10 J

VnaoH : Volume de NaOH utilisé pour titrer I’acide lactique contenu dans 10ml de lait.

6.4.2. Pouvoir protéolytique
Pour déterminer I’activité protéolytique de chacune des souches lactiques, la gélose PCA
additionnée de lait 10% de lait écrémé 0% reconstitué a 12,5% a été préparée. Des puits sont ensuite
creusés sur la gélose préalablement ensemencée par la souche indicatrice. Chaque puit recoit un
volume de 50 pl d’une culture jeune de lactobacille. Apres une incubation a 37°C pendant 24 heures
a 48 heures, la protéolyse est révélée par des zones claires autour des disques, Le diamétre de la

zone de lyse (zone claire) est mesuré en mm (Veuillemard, 1986).

6.4.3. Activiteé lipolytique

Les isolats qui dégradent le triglycéride sont entourés d’un halo transparent d0 au dép6t des
cristaux du sel de calcium formés par libération d'acides gras par les enzymes, ou un précipité
autour de la colonie di a la dégradation compléte des acides gras (Guessas et al., 2012). La méthode
décrite par Veuillemard (1986) a été utilisée pour 1’évaluation de ’activité lipolytique. Les souches
indicatrices ont été ensemencées dans deux milieux différents, le milieu MRS agar supplémenté de
1% d’huile d’olive et milieu MRS agar supplémenté de 3% tween 80, des puits ont été creusés avec
un emporte pieces et sellés par 10 ul de milieu de culture. Les puits recevront 50 ul de culture jeune
de souche lactique. Aprés une incubation a 37°C pendant 24 a 48 heures, la lipolyse est révelée par
une zone d’éclaircissement entourée d’un dépdt autour des puits (Guiraud, 2003).
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6.4.4. Pouvoir texturant (Production d'exopolysaccharides ou EPS)

La production d'EPS a partir du saccharose a été mise en évidence sur milieu solide MSE
(Mayeux et al., 1962) hypersaccharosé (additionné de 10 % de saccharose). Les souches de
lactobacilles ont été ensemencées en stries sur gélose hypersaccharosée. Aprés incubation a
37°pendant 24 a 48h, la production des exopolysaccharides (dextrane) est détectée par 1’apparition

des colonies larges, visqueuses et gluantes (Mayeux et al., 1962 ; Benhouna et al., 2019).

6.4.5. Pouvoir aromatisant (Production d’acétoine)

La capacité des souches a produire des composés aromatisants au cours de leur croissance a été
mise en évidence dans le milieu de Clark et Lubs. Chaque tube contenant ce milieu a été ensemencé
par une des souches de lactobacille. Aprés incubation a 37°C pendant 24h a 48h environ 4 gouttes
de chacun des réactifs réactif a- naphtol a 6% dans 1’alcool absolu (VP1) et d’une solution de soude
(NaOH) a 16% dans I’eau distillée (VP2) ont été ajouté suivi d’une agitation rigoureuse. Apres 10
minutes, un résultat positif se traduit par I’apparition d'un anneau rouge en surface (McCance, 1976
; Zourari et al.,1991).

6.5. Etude du potentiel probiotique

6.5.1. Résistance a I’acidité gastrique

L'aptitude des souches de Lactobacillus plantarum a résister a l'acidité gastrique, a été
déterminée selon la technique décrite par Hassanzadazar et al. (2012). Un volume de 1 ml de
culture jeunes et fraiche de lactobacille est mis en suspension dans deux tubes différents de 9 ml de
bouillon MRS ajustés respectivement a deux pH différents pH= 6,2 (témoin) et pH=2. Aprés 3h
d’incubation a 37°C. La croissance est déterminée par la mesure de la densité optique a 660nm a
I’aide d’un spectrophotometre. Le taux de survie est calculé en comparant la croissance d’une
culture bactérienne qui a été exposé aux conditions acides du milieu par rapport a la croissance de la
méme souche qui a été mise en culture sur milieu MRS a pH 6,2. Deux répétitions sont réalisées

pour chaque souche.
6.5.2. Résistance aux sels biliaires

Pour la détermination de I'aptitude des souches de Lactobacilus plantarum a résister a la bile, la
méthode décrite par (Hassanzadazar et al., 2012) a été appliquée. Un volume de 9mL de milieu
MRS a pH 6,2 additionné de 0,3% de sels biliaires est inoculé par ImL de culture jeune de

lactobacille. Aprés 3h d’incubation a 37°C la densité optique est mesuré a 660nm. Pour chaque
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souche un tube témoin dans lequel 9ml de bouillon MDR a pH 6,2 et sans sels biliaire est inoculé
par ImL de la culture lactique est préparé. Deux répétitions sont réalisées pour chaque souche.
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1. Examen macroscopique

Les caractéres culturaux des lactobacilles se présentent comme suit :
- Sur MRS bouillant : les souches présentent un trouble homogene qui caractérise le groupe de

bactéries lactiques (Figure 14).

- Sur MRS gélosé : Les colonies apparaissent de forme ronde avec un contour régulier, de couleur

blanchétre et crémeuses avec un diameétre vivant entre 2 et 5 mm (Figure 15).

Figure 13 : Observation macroscopique des colonies de Lactobacillus plantarum (LB 09) sur
milieu MRS agar.

2. Examen microscopique

Aprés coloration de Gram, I’observation microscopique a révélé que toutes les bactéries étaient
de couleur violette (Gram positif) sous forme de courts batonnets, disposées en paires ou isolées.
(Figure 14)
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Figure 14 : Observation microscopique de Lactobacillus plantarum (LB 01) aprés coloration de
Gram (x1000). A : Bacille disposés en paires, B : bacille isolée.

3. Test de production de catalase

Ce test a révélé que toutes les souches étudiées sont négatives pour la réaction de la catalase.
(Tableau 03). Les résultats obtenus de 1’examen microscopique et macroscopique ainsi que le test
de catalase des souches étudiées tendent a confirmer leur appartenance au genre Lactobacillus.
(Tableau 03)

Tableau 03 : Résultats de la pré-identification des souches Lactobacillus plantarus

LB 01 - + Petits Batdnnets disposées en paires/isolées
LB 02 - + Petits Batonnets disposées en paires/isolées
LB 03 - + Petits Batonnets disposées en paires/isolées
LB 04 - + Petits Batonnets disposées en paires/isolées
LB 05 - + Petits Batonnets disposées en paires/isolées
LB 06 - + Petits Batonnets disposées en paires/isolées
LB 07 - + Petits Batonnets disposées en paires/isolées
LB 08 - + Petits Batonnets disposées en paires/isolées
LB 09 - + Petits Batonnets disposées en paires/isolées

(+) : positive ; (-) : Négative
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4.Etude des aptitudes technologiques des souches de Lactobacillus
plantarum
4.1. Cinétique d’acidification
L’activité acidifiante de neuf souches de Lactobacillus plantarum a été évaluée ; par pH-metrie

en mesurant le pH (figure 15), et par titrimétric en mesurant la quantité d’acide lactique produite

exprimée en degré Dornic (D°) en fonction du temps (figure 16).
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LBS
5 ——LB7
as | —1LB2

4

TO 3H 6H 24H 48H
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Figure 15 : Variation du pH en fonction du temps des souches Lactobacilllus plantarum
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Figure 16 : Cinétique d’acidification des souches Lactobacillus plantarum

Il en ressort tout d’abord de ces résultats qu’au cours de 48h d’incubation dans le lait écrémé a
30°C, la totalité des souches testés ont progressivement produit a des concentrations variables de
I’acide lactique. Cette production a été accompagnée d’un abaissement du pH. Aprés 6 heures
d’incubation, les valeurs de pH varient entre pH 5,34 et pH 5,95 ; en paralléle la quantité de 1’acide
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lactique produite se situe entre g 2,9 et g 4,2 d’acide lactique par litre de lait. Au bout de 24h
d’incubation ces valeurs de pH diminuent et se trouvent situées entre pH 4,47 et pH 5,18 ; de méme
la quantité¢ de 1’acide lactique produite se situe entre 4,9 et 6,59/l. A la fin de I’incubation c’est a
dire aprés 48h le pH a atteint une valeur minimale de 4,07 tandis que la quantité d’acide lactique

produite a atteint une valeur maximale de 10,1 g/I.

En industrie agroalimentaire La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus
recherchée chez les bactéries lactiques. La diminution rapide du pH durant les premieres heures est
d’une importance cruciale lors de la fabrication de certains produits laitiers tel que le fromage. Dans
notre étude I’ensemble des souches testés ont montré une vitesse d’acidification lente (A pH/ A
T<1) aprés 6 heures d’incubation dans le lait écrémé. Cependant la capacité d’acidification s’est
révélée intéressante pour les souches LBO 2, LB 08 et LB 05 qui ont pu au bout de 24 heures de

fermentation de faire baisser le pH du lait au-dela de pH 5.

Les résultats obtenus de 1’acidité produite aprés 24h d’incubation, nous ont permis de classer nos
souches comme moyennement acidifiante étant donné que leur acidité se situe entre 40°D et 79°D.
Parmi les bactéries, la souche LB 08 et LB 05 et LB 02 sont les plus acidifiantes avec

respectivement des quantités d’acide lactique produites de 11,5 ; 11 et 9,5 g/l.

De ce fait, nous pouvons dire que les souches Lactobacilus plantarum isolées de miels ne
semblent pas étre de bons candidats pour les utiliser en tant que culture starter en industrie laitiére,

cependant leur utilisation en tant que culture mixte est possible.
4.2. Pouvoir protéolytique

Les résultats de 1’hydrolyse des protéines par les souches Lactobacillus plantarum testées,
cultivées sur milieu PCA additionné de 10% de lait écrémé (0%) reconstitué a 12,5% sont

représentés dans le tableau 8 et figure 27.

Aprés 24 h d’incubation, toutes les souches lactiques testées ont montré activité proteolytique
traduite par I’apparition d’un halo de lyse clair autour des souches ensemencées avec un diametre
allant 8 mm pour la souche LB2 a 13,67 +0,58 mm pour la souche LB 01. Ces résultats sont en
accord avec ceux obtenus par Dahou et al. (2016), qui ont démontré que les bactéries du genre
Lactobacillus, isolées a partir de fromages traditionnels de type j’ben présentent un caractére
protéolytique. D’apres plusieurs études les lactobacilles produisent généralement des protéinases
neutres actives sur le a-, B- et k- caseéine mais l'intensité de leur activité est extrémement variable
d’une espéce a une autre (CASTBERG et MORRIS, 1976).
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Selon Vuillemard. (1986) une souche est dite protéolytique si elle présente une zone de lyse de
diameétre compris entre 5 et 15 mm. Dans notre cas toutes les souches ont montré une activité
protéolytique tres intéressante avec un diamétre des zones de la protéolyse supérieure a 8 mm, ce
qui suggere leur utilité pour une application en fermentation et pouvant étre responsables de la
libération de peptides et d'acides aminés, impliqués dans la formation de certaines caractéristiques
organoleptiques de grande importance dans l'industrie laitiere comme la texture et I'aromatisation
(Kongo, 2013, Pisano et al., 2015). De plus, I’activité protéolytique des bactéries lactiques et plus
particulierement le genre Lactobacollus est essentielle dans la fabrication fromagere ainsi que dans
le développement des propriétés organoleptique (Veuillemard, 1986). Cependant, il est important de
prendre en compte que les souches hautement protéolytiques ne sont pas toujours plus adaptées a
une utilisation en tant que ferments lactiques. Car, une protéolyse excessive peut provoquer une
production incontrdlée de peptides amers et d'autres composes indésirables (Nieto-arribas et al.2009
; Buffa et al., 2005)

Figure 17 : Observation des résultats obtenus pour 1’activité protéolytique des souches de
Lactobacillus plantarum. LB 08, LB 07, LB 09.

33




Chapitre IV : Résultats et discussion

Tableau 04 : Activité protéolytique des souches Lactobacillus plantarum étudiées

Les souches Lactobacillus Diameétre des zones claires
plantarum mm
enne + Ecart-t

LB 01 13,67 +0,58
LB 02 8,00

LB 03 11,50 +0,5
LB 04 12,00+1

LB 05 10,67 +1,53
LB 06 12,67 +0,58
LB 07 12,33 +0,58
LB 08 11,67 +058
LB 09 12,67 £1,53

4.3. Activité lipolytique
L’activité lipolytique des souches Lactobacillus plantarum testées a été recherchée sur deux
milieux, le milieu MRS supplémenté d’un substrat artificiel « tween 80 » et le milieu MRS
supplémenté d’un substrat naturel « L’huile d’olive ». La lipolyse se manifeste par la formation
d’une zone clair autour des souches ensemencées (Janda, 2005). Les résultats obtenus sont illustrés

dans la figure 28.

Figure 18 : Observation des résultats de la lipolyse des souches de Lb. plantarum. A : Milieu MRS
supplémenté de tween 80 ; B : MRS supplémenté de d’huile d’olive.

Nous avons constaté une absence d’activité lipolytique pour toutes les souches testées. D’apres

Montel et al. (1998) les bactéries lactiques du genre Lactobacillus sont faiblement lipolytique.

Tout comme I’activité protéolytique, 1’activité lipolytique et estérasique, contribue a la
maturation, l'aromatisation et la texturisation des fromages. Cependant cette activité n’est pas

nécessaire pour la croissance des bactéries lactiques dans le milieu lait (Domingos. 2017).
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4.4. Pouvoir texturant

La capacité de production des EPS par nos souches a été testé sur milieu MSE additionné de

10% de saccharose. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure28, tableau 9.

Figure 19 : Aspect des colonies sur milieu MSE hyper-saccharosé. A : Production d’EPS ; B : Pas
de production d’EPS ; EPS : exoplysaccharide.

Tableau 05 : Production des EPS par les souches Lactobacillus plantarum
Les souches Lactobacillus plantarum Production
d’EPS

LB 08 +
LB 07
LB 02
LB 01
LB 03
LB 04 -
LB 05 -
LB 06 -

(+) : production positive ; (-) Production négative

+ + + +

On constate une bonne croissance des souches sur le milieu hyper-saccharosé, cependant I'aspect
des colonies a démontré un pouvoir faible, voire nulle pour certaines souches en production d'EPS

vue que l'aspect large est gluant des colonies n’était pas trés apparent ou bien carrément absent pour

certaines souches (LB 04, LB 05 et LB 06).

Ces observations rejoignent les travaux de ( Looijesteijn et al, 2001) qui ont rapporté qu’au sein

d’une méme espece de bactéries lactiques, les résultats peuvent étre différents.
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L'aptitude texturant des Lactobacillus est I'un des facteurs les plus importants dans I'industrie
laitiere, par l'apport des propriétés technologiques recherchées. L'utilisation des souches de
Lactobacillus productrices d'EPS augmente la viscosité du produit en réformant sa texture et son
comportement rhéologique (Leveau., 1993). Les EPS sont des polymeéres recherchés dans la
fabrication des produits laitiers fermentés tels que les yaourts et les fromages pour améliorer leur

apparence, leur stabilité ainsi que leurs propriétés rhéologiques (Zarour, 2018).
4.5. Pouvoir aromatisant

La production d’ardme est une fonctionnalité technologique importante lors de 1’¢laboration des
produits laitier fermentés. Il apparait que toutes les souches de Lactobacillus ptarum testées par la
réaction de Vogues Proskauer arrivent a produire des arOmes comme I’acétoine, détecté par
I’apparition une coloration rose-rouge intense du milieu Clark et Lubs qui va contribuer aux
caractéristiques organoleptiques des produits fermentés a 1’excepté de la souche LB 02 Nos résultats
se concorde avec les nombreux travaux (Montville et al., 1987 ; Dahou et al., 2016) qui ont

démontr¢ la production d’acétoine par Lb. plantarum.

D’apres Hammes et Hertel (2006), certaines bactéries du genre Lactobacillus participent a la
fermentation malolactique et peuvent par ailleurs, métaboliser le citrate et le pyruvate, produisant
I'acétate, le lactate et I'acétoine. Selon Phalip et al., (1994) ce dernier est I’'une des molécules
aromatiques du catabolisme des acides aminés (acide aspartique). Mais il peut avoir comme origine
la dégradation totale ou partielle de 1’acide citrique pendant la fermentation lactique (HAMMANI,
2014).

Figure 20 : Observation des résultats de la Production d’acétoine des souche Lactobacillus dans le
milieu Clark et Lubs
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Tableau 06 : Résultats de la Production d’acétoine par les souches Lactobacillus plantarum

Lb8
Lb7
Lb5
Lb9
Lb 6 -

(+) : Production positive ; (-) : Production négative

+ + + +

5. Etude du potentiel probiotique

5.1. Résistance a ’acidité gastrique

L'étude de I'exposition prolongée de neuf souches de Lactobacillus plantarum aux conditions
acides similaires a celles de I'estomac a été réalisée par incubation dans le milieu MRS a pH 2
pendant 3h. La souche témoin Lactobacillus plantarum a été mise en culture en méme temps sur

milieu MRS a pH 6,2 sans sels biliaires. Les résultats obtenus de ce test sont illustrés dans figure

21.

LB 01 LB 02 LB 03 LB 04 LB 05 LB 06 LB 07 LB 08 LB 09

120
10
8
6
4
2

o O O o o

Taux de survie (%)

o

Les souches Lactobacillus plantarum

m MRS (pH=6,2) Sans sels biliaires ® MRS (pH=6,2) additionné de 0,3% sels biliaires

Figure 21 : Résultats de la résistance des souches de Lb. plantarum aux milieux acides

L’ensemble des souches ont donné une bonne croissance sur le milieu témoin pH 6,2 qui se
traduit par une forte turbidité du milieu, avec en moyenne une densité optiqgue maximale de

2.176%+0,042 enregistré chez LB 06. Par ailleurs, nous avons constaté une diminution de cette
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croissance dans le milieu MRS a pH= 2, cependant la majorité des souches ont montré une tres
bonne résistance au pH bas du milieu avec des taux de survies supérieurs a 60% a I’exception de LB
05 et LB 06 qui n’ont pas résister aux conditions du milieu et qui ont enregistré de trés faibles taux
de survie avec respectivement des valeurs moyennes de 2,84%z=1,65 et 1,86%=0,36. Les souches
LB 03, LB 04 et LB 09 ont montré les meilleurs taux de survie avec respectivement des valeurs
moyennes de 92,65 £ 0,69, 94,3+4,68 et 93%.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvé par Bennatia (2021) qui a démontreé la capacité de
certaines souches de Lactobacillus plantarum a résister au milieu acide (pH =2) avec un taux de
survie allant de 36,41+ 2,04 et 94,39% +0,52. Selon Tulomoglou et al. (2013) la majorité des
bactéries lactiques y compris le genres Lcatobacillus résiste au pH bas mais avec une diminution de
leur viabilité. Belhamri. (2017) a étudiés le potentiel probiotique de dix souches de Lactobacillus
plantarum isolées des produits laitiers, la résistance aux conditions acides a révélé que toutes les

souches ont résisté au pH 3 et 5 ont perdu leur viabilité aprés 3 heures d'exposition a pH 2.

La tolérance des bactéries a 1’acidité est une condition préalable a leur utilisation en co-culture.
Elle permet aux souches de survivre pendant de longues périodes dans les aliments trés acides, tels
que le yaourt, sans une réduction importante dans leur nombre (Minelli et al., 200 4 ; Wang et al.,
2010). Les probiotiques doivent également survivre dans le suc gastrique. Le temps de passage peut
étre d’une heure a quatre heures selon I’individu et son régime. Par conséquent quelques auteurs
proposent que les souches probiotiques doivent résistes & un pH = 2 dans un milieu de culture

pendant 3 heures. (Ammor et Mayo, 2007).
5.2. Reésistance aux sels biliaires

La tolérance aux sels biliaires est un facteur important qui contribue a la survie des probiotique.
En effet, les bactéries qui résistent aux conditions acides de 1’estomac doivent alors faire face a
I’action détergente des sels biliaires libérés dans le duodénum aprés ingestion des repas gras. Par
conséquent, la tolérance de neuf souches des Lactobacillus plantrum aux sels biliaires a été évalue.

Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 22.
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LB 01 LB 02 LB 03 LB 04 LB 05 LB 06 LB 07 LB 08 LB 09
Les souches Lactobacillus plantarum
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8
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4
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B MRS (pH=6,2) Sans sels biliaires B MRS (pH=6,2) additionné de 0,3% sels biliaires

Figure 22 : Résultats de la résistance des souches de Lb. plantarum aux sels biliaires

Il apparait que toutes les souches restent viables dans I'environnement simulant les conditions du
duodénum a une concentration de 0.3%, avec une lIégere diminution du taux de survie allant de
87,28+17,34 pour la souche LB 05 & 98,28 £2,78 pour la souche LB 03. Nos résultats concordent
avec plusieurs études qui ont confirmé que la majorité des bactéries lactiques présente une bonne

tolérance aux sels biliaires (Maragkoudakis et al., 2006 ; Benatia, 2021).

La capacité des lactobacilles a croitre dans la présence de la bile peut étre liée a la capacité des
souches a produire la bile hydrolase (BSH) (Tannock et al., 1989), qui est une enzyme responsable
de la déconjugaison des sels biliaires.
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"
=4 K 4 -

Figure 23 : Observation des résultats de croissance des souches Lb. plantarum dans le milieu
MRS.A:LB05;B:LB03;1:Milieu MRSpH 2 ;2: MRS pH 6,2 additionnée de 0.3% sels
biliaires ; 3 : milieu MRS pH 6,2 sans sels biliaires (ttmoin)
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Conclusion




L’objectif visé de cette étude était d’évaluer certaines propriétés technologiques des souches

Lactobacillus plantarum et d’étudier leur potentiel probiotique.

Toutes les souches testées ont été caractérisées comme moyennement acidifiante dont 3 (LB 02,
LB 05 et LB 08), ce sont révélées tres intéressante, du fait qu’elles ont pu au bout de 24 heures
d’incubation, faire baisser le pH du lait au-dela de pH 5, cependant elles ne semblent pas étre de
bonnes candidates pour les utiliser en tant que culture starter en industrie laitiére, en raison de leur
faible vitesse d’acidification pendant les premieres 6 heures, mais peuvent étre utilisé en culture

mixte.

Par, ailleurs la majorité des souches testées produisent des substances aromatiques et présentent
une activité protéolytique importante, ainsi qu’un pouvoir texturant. Ces sont des facteurs trés
important au développement des propriétés organoleptiques des produits laitiers. Aucune des

souches testées ne montre une activité lipolytique.

Les résultats fournis par 1’étude in vitro des aptitudes probiotiques révélent que la majorité des
souches ont montré une résistance remarquable vis-a-vis des conditions hostiles : acidité, sels

biliaires, en particulier la souche LB 03 qui a montré les meilleurs taux de survie.

Au final, on peut dire que la majorité des souches de Lactobacillus plantarum étudiées sont de
bonnes candidates pour application en industrie agroalimentaire et plus particuliérement laitiére car

elles montrent des comportements remarquables vis-a-vis de tous les tests réalisés lors de ce travail.

Cependant, pour compléter ce travail, des études plus approfondies doivent étre menées,
notamment, en confirmant 1’effet probiotique de ces souches, notamment leurs aptitudes a se fixer
au niveau des cellules épithéliales intestinales ou encore en évaluant leur activité antimicrobienne
contre les bactéries pathogenes et la résistance aux antibiotiques. Il serait également intéressant de
faire un essai de fabrication d'un lait fermenté avec les souches ayant montré de bonnes propriétés

technologiques
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Annexe A

Les milieux de cultures

Milieu MRS (de Man Rogosa et Sharpe,1960) : Pour 1’isolement des bactéries lactiques

Compostant
Extraitdelevure
Extraitdeviande
Peptone
Acétatedesodium
Citratedesodium
Glucose
KH2PO4
MgSO4

MnSO4

Agar
Eaudistillée g.s.p

pH= 6.2 /Autoclavage :120°C pendant 20minutes

Milieu Bouillon Nutritif : Pour les cultures jeunes des bactéries pathogenes
Compostant

Extrait de viande

Extrait de levure

Peptone

44

Quantité
59
10g
10g
59

29
20g
29
0,29
0,059
159

1000ml

Quantité
19
29
5¢




Chlorure de sodium 59
Eau distillé g.s.p 1000ml
pH=7 / Autoclavage:120°Cpendant20minutes

Milieu PCA

Peptone de caseine 5¢
Extrait de levure 2,59
Glucose 19
Agar 209
Eau distillée g.s.p 1000ml
pH=7 /Autoclavage 120°C pendant 20min

Milieu Clark et Lubs

Peptone 5g
Glucose 50
KH2PO4 5¢
Eaudistillée g.s.p 1000ml
pH =7 /Autoclavage120°Cpendant20min

Préparation du lait écrémé

Poudre de lait 0% 125¢g
Extrait de levure 39
Eaudistillé q.s.p 1000ml
Autoclavage110°Cpendant10min

Milieu MSE hypersaccharose

Extrait de levure 5¢
Tryptone 10g
Saccharose 100g
Glucose 2.59
Citrate de sodium 19
Azide de sodium 0.0075¢g
Eaudistillée g.s.p 1000ml
Agar 189

45




pH=6,5 /Autoclavage 121°C pendant 15min

Milieu aux triglycérides

Peptone 59
Extrait de levure 39
Triglycérides 10g
Agar 159
Eaudistillée q.s.p 1000ml
pH=6,5 /Autoclavage: 110°C pendant 15min

Milieu Mueller Hinton

Extrait de viande 29
Peptone 17.5¢
Amidon de mais 1.5¢
Agar 159

pH=7,4 Autoclavage120°Cpendant20min
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Annexe B

e Les étapes de coloration de Gram

e Lacoloration de Gram a été réalisée selon la technique suivante :

e Sur une lame, fixer a la chaleur une culture bactérienne

e Recouvrir la lame avec la solution de violet de gentiane pendant uneminute

e Ajouter du lugol pendant 30 secondes ;

e Décolorer avec de 1’alcool 95°, puis rincer al’eau

e Faire une contre coloration en utilisant la fuschine et laisser agir 20 a 30secondes

e Laveral’ecau

e Apres séchage, soumettre la lame a une observation microscopique avec huile d’immersion
(x100)

e Les bactéries a Gram positif apparaissent en violet et les bactéries a Gram négatif en rose.
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Annexe C

Listes de matériel utilisé :

Lait écrémé préparé

Autoclave
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pH-metre




Vortex

Microscope. optique
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Spectrophotometre
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