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Résumé

Les bactéries lactiques font naturellement partie de notre environnement et notre
alimentation, elles ont acquis une grande importance par leur présence dans 1’industrie
alimentaire. Dans cette étude nous avons sélectionné 7 isolats du genre Lactobacillus a partir
du lait cru de vache afin d’étudier leurs aptitudes technologiques. L’échantillon de lait a été
collectés dans la région de Sayada (Mostaganem) et les isolats ont été purifiés et pré-
identifiés par des tests morphologiques, physiologiques et biochimiques.

Les résultats d'estimation de quelques aptitudes technologiques indiquent que I'ensemble des
souches présentent un bon pouvoir acidifiant et protéolytique. La souche 2N a enregistrée la
plus grande activité acidifiante avec 125°D. Ces souches ont montré d’autres aptitudes a
savoir : pouvoir texturant, aromatisant et lipolytique qui peuvent étre exploitées dans
I’industrie laitiere. D’une autre part nous avons testés le pouvoir antagoniste de nos isolats
contre trois bactéries pathogenes Staphylococcus aureus, Bacillus cereus et Proteus vulgaris.
D’apres les résultats que nous avons obtenus, les isolats de Lactobacillus ont inhibés deux

bactéries cibles avec des zones d'inhibition allant de 4mm a 19mm.

Donc le lait de vache peut étre considéré comme un écosysteme permettant le

développement d’ une microflore lactique a intérét technologique.

Mots clés : Bactéries lactiques, Lactobacillus, lait de vache, aptitudes technologique.



Abstract

Lactic acid bacteria are naturally part of our environment and our food, they have acquired
great importance through their presence in the food industry. In this study we selected 7
isolates of the genus Lactobacillus from raw cow milk in order to study their technological
abilities. The milk sample was collected in the Sayada region (Mostaganem) and the isolates

were purified and pre-identified by morphological, physiological and biochemical tests.

The results of estimation of some technological abilities indicate that all the strains present a
good acidifying and proteolytic activity. Strain 2N recorded the highest acidifying activity
with 125°D. These strains have shown other abilities such as: texturizing, flavouring and
lipolytic activity which can be exploited in the dairy industry. On the other hand, we tested
the antagonistic activity of our isolates against three pathogenic bacteria Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus and Proteus vulgaris. According to the results we obtained, the
Lactobacillus isolates inhibited two target bacteria with inhibition zones ranging from 4mm

to 19mm.

Thus, cow's milk can be considered as an ecosystem allowing the development of a lactic

microflora with technological interest.

Key words: Lactic bacteria, Lactobacillus, cow's milk, technological aptitude.
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Introduction

Introduction

Les bactéries lactiques appartiennent & un groupe de bactéries bénefiques, elles jouent un
role essentiel dans la fermentation du lait et des matiéres premieres animales et végétales
(Mozzi et al.,2010). Elles sont employées sous forme de ferments concentrés dans les
industries de fermentation, dont l'une des plus importantes est l'industrie laitiere
(Bakhouche et Baoulahrouf, 2005). Leur capacité a fermenter les hydrates de carbone et, a
un moindre degré, de dégrader les protéines et les lipides méne a la synthése d'une large
gamme de composés, tels que les acides organiques, les peptides, les composés
antimicrobiens et aromatiques et les exo-polysaccharides. Ces métabolites peuvent
contribuer aux caracteristiqgues organoleptiques, technologiques et nutritionnelles des
aliments fermentés (Ganzele et al., 2000 ; Delgado et al., 2001 ; Taillez,2001). L'isolement
et la sélection des microorganismes de leurs milieux naturels sont parmi les méthodes les
plus employées par les microbiologistes pour l'obtention de nouvelles souches performantes

destinées a des fins industrielles (Béal et al., 2008).

Parmi les bactéries lactiques Lactobacillus présente le genre le plus répandu. Cette bactérie
ainsi que d’autres bactéries lactiques sont largement utilisés dans I’industrie laitiére comme

ferments acidifiants et comme producteur d’aréme.

Le but de cette présente étude est d’isoler, a partir du lait cru de vache, des bactéries
lactiques du genre Lactobacillus pour étudier leurs aptitudes technologiques ainsi que leur

pouvoir antagoniste contre des bactéries pathogeénes.

Ce manuscrit est structuré en trois parties. La premiére partie est consacrée a une synthése
bibliographique articulée autour d’un premier chapitre sur le lait. Le deuxiéme chapitre
donne une présentation sur les bactéries lactiques et le genre Lactobacillus, et le troisieme

sur les aptitudes technologiques des bactéries lactiques.

Dans la seconde partie du mémoire nous exposons le matériel et méthodes utilisés. La
derniére partie est consacrée aux résultats et discussions suivi par une conclusion qui

souligne les résultats marquant de ce travail et présente les perspectives de cette étude.
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1. Définition du lait

Le lait est un liquide blanc, opaque, de saveur légérement sucrée et caractérisé par
un pH légérement acide (6.6 & 6.8) (Yennek, 2010). Cet aliment complet et équilibré est
sécrété par les glandes mammaires de la femme et par celles des mammiféres femelles pour
la nutrition des jeunes (Aboutayeb,2009 ; Lot et Tahraoui, 2019). Le lait doit étre recueilli
proprement et ne doit pas contenir de colostrum (Debry, 2001).

Le lait cru est un lait qui n’a subi aucun traitement de conservation saufla
réfrigération a la ferme. La date limite de vente correspond au lendemain du jour de la
traite. Le lait cru doit étre port¢é a [I’ébullition avant consommation (car il
contientpotentiellement des germes pathogénes). Il doit étre conservé au réfrigérateur et
consommé dans les 24hqui suivent (Fredot, 2006). Le lait doit étre en outre collecté dans de
bonnes conditions hygiéniques et présenter toutes les garanties sanitaires. Il peut étre
commercialis¢ en 1’état mais le plus souvent aprés avoir subi des traitements de
standardisation lipidique et d’épuration microbienne pour limiter les risques hygiéniques et
assurer une plus longue conservation (Jeantel et al., 2008).

Le lait du fait de sa qualité nutritionnelle, organoleptique et spécifique ; est
recommandé a tous les ages correspondants aux besoins différents de I’'Homme. 11 est une
source excellente en protéines ; mais apporte aussi de teneurs élevées en calcium (Vignola,
2002).Cet aliment complet occupe également une place prépondérante dans la ration
alimentaire des Algeériens et de ce fait, la filiére lait connait une croissance annuelle de 8 %
(Silait, 2008).

2. Propriétés physico-chimiques du lait

Les propriétés physico-chimiques d’un laitcru dépendent de 1’ensemble de ses
constituants. Selon Vignola (2010), ces principales propriétés utilisées dans 1’industrie
laitiére sont la masse volumique et la densité, le point de congélation, le point d’ébullition
et ’acidité (Amiot et al., 2002).
- La densite varie entre 1,028 et 1,035 a 15°C.
- L’acidité est de 15 a 17°D.
- Le point d’ébullition est a 100.5°C.
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-Le point de congélation est de -0,530°C a-0,575°C. Un point de congélation supérieur a -
0,530°C est soupconné par 1’addition de 1’eau.

- LepH varie entre6,6 a 6,8 (Yennek, 2010).

3. Composition du lait

Composition interspécifique : les laits de mammiferes ne sont pas identiques. Les
laits des ruminants ont une valeur élevée en protéines et se distinguent aussi par une
proportion importante d’acides gras a courte chaine. Les laits de vache et de chévre ont les
compositions en lipides, protéines et lactose les mieux réparties (Sassi, 2019). Le lait de
femme est moins riche en protéine que les laits de vache, de brebis, de chevre et de
chamelle (Cayot et Lorient, 1998). Le tableau 1 résume la composition moyenne des laits
de différentes especes de mammiferes.
Tableau 01 : Composition moyenne du lait de différentes espéces (d’aprés Pereira 2014,
Fayolle, 2015)

Vache Chevre Brebis Femme
Matieres grasse(g /kg) 36 a37 322438 73a79 38a40
Protéines (g/kg) 32334 292434 55a 62 10a12
Lactose (g / kg) 46 2 48 412343 44 a 49 60a 70
Matiéresminérales (g /kg) 7 9 8 2

Franworth et Mainville (2010) évoquent que le lait est reconnu depuis longtemps comme
étant un aliment bon pour la santé. Source de calcium et de protéines, il peut étre ajouté a
notre régime sous plusieurs formes.

Le lait constitue une source nutritionnelle et énergétique importante. En effet, il
contient des protéines de haute qualité et de matieres grasses. En plus, il peut apporter une
contribution significative aux besoins nutritionnels recommandés en calcium, magnésium,
sélénium, riboflavine, vitamine B12 et acide pantothénique. L’eau constitue la composante
majeur (98%) du lait qui se divise en plusieurs phases, a savoir ; une solution contenant les
sucres, les protéines solubles, les minéraux et les vitamines hydrosolubles ; une solution
colloidale contenant les protéines, en particulier les caséines et une émulsion de matieres
grasse dans 1’eau, le tableau 2 résume les différents constituants du lait qui rentre dans la

composition de ces phases (Alais et al., 2008).
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Selon Pougheon et Goursaud (2001) les principaux constituants du lait par ordre
croissant sont les suivants :
e [ ’ecau, trés majoritaire,
e Les glucides principalement représentés par le lactose,
e Les lipides, essentiellement des triglycérides rassemblés en globules gras,
¢ Les sels minéraux a I’état ionique et moléculaire,
e Les protéines, caséines rassemblées en micelles, albumines et globulines solubles,
e Les ¢léments a I’état de trace mais au role biologique important, enzymes, vitamines et
oligoéléments. La composition moyenne du lait entier est représentée dans le tableau 2, ou
Fredot (2006) rappelle que le lait est constitué de quatre phases :
e Une émulsion de matiéeres grasses ou phase grasse constituée de globules grasses et de
vitamines liposolubles (A, D).
e Une phase colloidale qui est une suspension de caséines sous forme de micelle.
e Une phase aqueuse qui contient les constituants solubles du lait (protéines solubles,
lactose, vitamines B et C, sels minéraux, azote non protéique).
e Une phase gazeuse composée d’O», d’azote et de CO2 dissous qui représentent environ 5
% du volume du lait.

Tableau 02 : Composition moyenne du lait entier (Fredot, 2006)

Composants Teneurs (g/100g)
Eau 89,5
Dérivésazotés 3,44

Proteines 3,27

Caséines 2,71

Protéines soluble 0,56

Azote nonprotéique 0,17

Matiére grasse 3,5

Lipides neutre 3,4
Lipidescomplexes <0,05

Composes liposolubles <0,05

Glucides 4,8

Lactoses 4,7

Gaz dissous 5% du volume de lait
Extrait sec totale 12,89
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4. Facteurs influencant la composition du lait

La composition du lait est variable elle dépend bien entendu du génotype de la
femelle laitiére (race, espece) mais I’age, la saison, le stade de lactation, ’alimentation sont
des facteurs qui peuvent avoir des effets importants sur la composition du lait
(Pougheon etGoursaud, 2001).

5. Qualités organoleptiques du lait

Vierling (2003) rapporte que ’aspect, I’odeur, la saveur, la texture ne peuvent étre précisés

qu’en comparaison avec un lait frais.

5.1. La couleur : Le lait est de couleur blanche mat, qui est due en grande partie a la
matiére grasse, aux pigments de carotene (la vache transforme le B-caroténe en vitamine A
qui passe directement dans le lait (Fredot, 2005). Dans le lait, deux composants, les lipides
sous forme de globules de matiere grasse et les protéines sous forme de micelles de
caseines diffractent la lumiere. Ces agrégats dispersent les rayons lumineux sans les
absorber et le rayonnement qu'ils renvoient, est identique en composition au rayonnement

solaire, a savoir une lumiere blanche (Reumont, 2009).

5.2. L’odeur : Selon Vierling (2003), I’odeur est une caractéristique du lait du fait de la
matiére grasse qu’il contient fixe des odeurs animales,elles sont liées a I’ambiance de la
traite, a I’alimentation (les fourrages a base d’ensilage favorisent la flore butyrique, le lait
prend alors une forte odeur).A la conservation {I’acidification du lait a ’aide de I’acide

lactique lui donne une odeur aigrelette}.

5.3. La saveur : La saveur du lait normal frais est agréable. Celle du lait acidifié est fraiche
et un peu piquante. Les laits chauffés (pasteurises, bouillis ou stérilisés) ont un godt

Iégerement différent de celui du lait cru.

5.4. La viscosité: Rheotest (2010) a montré que la viscosité du lait est une propriété
complexe qui est particulierement affectée par les particules colloides émulsifiées et
dissoutes. La teneur en graisse et en caséine possede l'influence la plus importante sur la

viscosité du lait. La viscosité dépend également de parametres technologiques. La viscosité
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est une caractéristique importante de la qualité du lait, étant donné qu'une relation intime

existe entre les propriétés rhéologiques et la perception de la qualité par le consommateur.

6. Lait de vache

Le lait de vache est blanc, mat ou opalescent, il a une odeur trés faible, une saveur
douceétre peu sucré. Ce laitest le plus étudié et qui sert de référence. Les données sont des
approximations quantitatives, qui varient en fonction d’une multiplicité de facteurs : race
animale, alimentation et état de santé de I’animal, période de lactation, ainsi qu’au cours de
la traite. Il reste que la composition exacte d’un échantillon de lait ne peut s’obtenir que par
analyse (Roudaut et Lefrancq, 2005).

La production mondiale du lait de vache a enregistré une forte augmentation en
2011 (estimée a 2,4%), grace a la bonne rentabilité des activités et a I’excellente qualité des

fourrages et des paturages dans beaucoup de grands pays producteurs (FAO, 2012).

6.1. Caractéristiques de lait de vache
Le lait de vache contient 3.2 a 3.5% de protéines reparties en deux fractions distinctes :

e Les caseines qui precipitent a pH 4.6, représentent 80% des protéines totaux.
e Les protéines sériques solubles a pH 4.6, représentent 20% des protéines totaux (Jeantet
et al.,2007).
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Tableau 03 : Composition nutritionnelle moyenne du lait de vache (Alais et al., 2008)

Composition Concentrations Etat physique des composants
(9/l)
Eau 905 Eau libre (solvant) plus eau liée (3,7%)
Glucide (lactose) 49 Solution
Lipide
Matiere grasse proprement dit
Lécithine(phospholipides) 0,5 Emulsion des globules gras (3 a5 um)
Insaponification (stérol, carotene,
tocophérol)
Protéine 34 Suspension micellaire
Caséine 27 Phosphocaséinate de Calcium (0,08 a
Proteine soluble (globuline, 2,5 12 pum)
albumine) 1,5 Solution (colloidale)
Substances azotées non Solution (vraie)
proteiques
Sels 9 Solution ou état colloidale
De I'acide citrique (en acide) 2
De I'acide phosphorique (P203) 2,6
Du chlorure de sodium (NacCl) 1,6
Constituants divers
(Vitamines, enzymes gaz dissous) Traces \
Extrait sec total 127
Extrait sec non gras 92 \
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1. Définition des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont de trés anciens micro-organismes, utilisés pour la
fermentation des aliments depuis plus de 4000 ans, sans pour autant comprendre la base
scientifique de leur utilisation (Drider et Prevost, 2009). Ce n'est qu'a la fin du 19°™ siécle,
époque des grandes découvertes de la microbiologie, que le groupe des bactéries lactiques ou
bactéries de I’acide lactique a été défini par Orla-Jensen ; plus précisément en 1919. Ce
dernier a réuni plusieurs genres caractérises par leur capacité a fermenter les glucides en

produisant de 1’acide lactique (Tredez, 2008).

Les bactéries lactiques sont caractérisées par un métabolisme exclusivement
fermentaire leur permettant, en utilisant des sucres fermentescibles tel que le glucose, de
produire principalement de 1’acide lactique mais aussi d’autres acides organiques (acide

acetique, acide formique...) (Raynaud, 2006).

D’un point de vue nutritionnel, les bactéries lactiques se caractérisent par des
exigences assez complexes, dont les acides aminés, les acides gras, les peptides, les
vitamines, les glucides fermentescibles et les sels minéraux. Ces bactéries servent a de trés
nombreux procédés, aussi bien dans la transformation du lait, que dans la fermentation des
végétaux, dans I’eenologie et dans la production des produits carnés fermentés (Guiraud,
1998). Cette importance et la rareté des risques sur la santé humaine ont conduit a la
reconnaissance de leur statut GRAS (Generally Recognized As Safe) (Klaenhammer et al.,
2005).

2. Habitats des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont trés fréquentes dans la nature. Elles sont généralement
associées aux habitats riches en nutriments comme divers produits alimentaires (viande,
boisson, végétaux), mais d’autres sont aussi membres du microbiote buccal, intestinal et
vaginal (Salminen, 2004 ; Carina et al., 2010). Elles constituent aussi la flore microbienne
dominante responsable de la fermentation des céreales et des plantes fourragéres ensilées
(Carr et al.,2002 ; Kotelnikova et Gelfand, 2002). Elles existent également en quantité
considérable dans le lait et ses dérivés (lait fermenté, fromages ...), considérés comme

habitats de la plupart des espéces lactiques (Holzapfel et al., 2014). Les bactéries lactiques
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sont présentes partout ou il y a de fortes concentrations de glucides, de produits de
dégradation des protéines, de vitamines et peu d’oxygéne (Marteau, 2007).

3. Caractéristiques des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des cocci, des cocobacilles ou des batonnets (bacilles)
non sporulés a coloration de Gram positif (Corrieu et Luquet, 2008). La teneur en guanine et
cytosine (G + C) de leur ADN est inférieure a 50% (a 1’exception des bifidobactéries), elles
sont capables de croitre a des températures comprises entre 10°C et 45°C et a des pH allant
de 4,0 a 9,5 (Galia, 2011). Elles sont généralement immobiles ne possédant ni catalase, ni
nitrate réductase, ni cytochrome oxydase, leur type respiratoire est micro-aérophile ou
anaérobie facultatif, elles ont des exigences nutritionnelles complexes en terme d’acides
aminés, de peptides, de vitamines, de sels, d’acides gras et de sucres fermentescibles
(Benazzouz, 2012).
Les principaux genres de bactéries lactiques sont répertoriés dans le tableau 1 :
Tableau 04 : Les différents genres de bactéries lactiques d’intérét en microbiologie des

aliments et leurs principales caractéristiques (Federighi, 2005).

Genre Morphologie Fermentation Caractéristiques Habitats
principales principaux
Lactobacillus Bacille Homo-fermentaires ~ Thermophiles ou Homme,produits
et mésophiles laitiers carnés,
Hétérofermentaires végétaux
Carnobacterium  Bacilles Hétérofermentaires Psycrotrophes, peu Produits carnés,
acidotolérants poissons, produits
laitiers
Lactococcus Coque Homofermentaires Mésophiles Produits laitiers,
croissance a 45 mais  végétaux
pas a 10°C,
thermorésistants
Streptococcus Coque Homofermentaires Thermophiles Produits laitiers
thermophilus
Enterococcus Coque Homofermentaires Mésophiles, Intestin de
halophiles I’homme et des
animaux, Produits
laitiers
Pediococcus Coque en Homofermentaires Mésophiles, Biere, produits
tétrade halophiles végeétaux,
saucissons
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Tetragenococcus Coque en Homofermentaires Mésophiles Saumures
tétrade
Leuconostoc Coque Hétérofermentaires Meésophiles Produitsvégétaux,
Produits laitiers.
Oenococcus Coque Hétérofermentaires Meésophiles Vin
Bifidobacterium Forme Acide acétique et Meésophiles Intestin de
irréguliere lactique I’homme et des
animaux

4. Caractérisation génotypique des bactéries lactiques

De nombreuses techniques de génotypage peuvent étre appliquées comme outils
d'identification des espéces ou de différenciation des souches de bactéries lactiques au niveau
clonal. Les principaux avantages de ces méthodes de typage basées sur I'ADN résident dans
leur pouvoir de discrimination et dans leur applicabilité universelle. Des souches étroitement
apparentées présentant des caractéristiques phénotypiques similaires peuvent désormais étre
distinguées de maniére fiable par des techniques basées sur I'ADN, telles que I'ADN
polymorphe amplifié de maniere aléatoire (RAPD), le RFLP, la DGGE et la TGGE et
I'analyse de restriction de I'ADNr amplifié (ARDRA) (Mohania et al.,2008).

La classification moderne des bactéries lactiques est basée sur ’analyse des protéines
et des acides nucléiques par la comparaison des molécules hautement conservées qui sont
présentes chez tous les micro-organismes. Par conséquent, les genes codant pour I'ARN
ribosomal (ARNr), comprenant des domaines conservés et variables, sont choisis pour les
études phylogénétiques (Holzapfel et al.,2001). Le géne qui code pour I’ARNr 16S (rrs)
possede I’ensemble des propriétés requises pour servir d’outil couvrant tous les niveaux

taxonomiques, du régne a I’espéce et dans certains cas, a la sous espece.

En se basant sur I'hybridation ADN-ADN et le séquencage du gene de I'ARNr 16S,
la classification des bactéries lactiques a pu étre affinée. Elle a permis de regrouper des
espéces et d’en séparer d’autres en créant de nouveaux genres. La séparation du genre
Streptococcus en : Streptococcus sensu stricto, Lactococcus et Enterococcus, le
regroupement des especes proches de Lactobacillus pour la création du genre
Carnobacterium, ou celui des bactéries isolées du vin pour en créer le genre Oenococcus

(précédemment classées dans le genre Leuconostoc) et I’apparition des genres

10
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Tetragenococcus et Aerococcusa partir du genre Pediococcus ; formant ainsi des lignées

phylogénétiques distinctes (Hammes et Hertel, 2006).

5. Taxonomies et classification des bactéries lactiques

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

un nouveau genre (Pot, 2008).

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

Suivant la morphologie comme étant le critére descriptif de la classification des
genres des bactéries lactiques, elles peuvent étres divisées arbitrairement en bacilles
(Lactobacilles et Carnobacterium) et coques (tous les autres genres) (Ho et al., 2007).

Le genre Weissellaest le seul genre qui comporte a la fois des bacilles et des coques (Collins
et al, 1993; Ho et al, 2007). Selon laderniére édition de Bergey’smanual of
systematicbacteriology (2009), les bactéries lactiques sont classées dans 1I’embranchement
des Firmicutes, la classe des bacilli et ’ordre des lactobacillales, renfermant ainsi trente-cing

genres répartis sur six familles (Figure 01).

11
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Weissella
Leuconostoc
Oenococcus

Tetragenococcus

Lb. casei-Pediococcus

Lactococcu

Vagococcus

Enterococcus

Streptococcus

Carnobacterium
Bacillus

Staphylococcus

derococcus Listeria

Figure 01 : Arbre phylogénique des bactéries lactiques et comparaison avec les genres

Aerococcus, Bacillus, Listeria et Sataphylococcusd’apres Axcelsson (2004).

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

5.1. Le genre Lactobacillus

Le genre Lactobacillus a été créé par Beijerinck en 1901 (Corrieu et Luquet, 2008),
il appartient au phylum des Firmicutes, la classe des Bacilli, et I'ordre Lactobacillales, il
présente le genre plus grand et le plus hétérogene des bactéries lactiques incluant des especes
ayant des propriétés phénotypiques, biochimiques et physiologiques largement variées
(Axelson, 2004).

Les lactobacilles sont des bactéries a Gram positif, non sporulés, leur forme peut aller
de batonnet long et fin, court au coccobacille, groupés en paires ou en chaines, immobiles,
catalase négatif (certaines possédent une pseudo-catalase), ils ont une teneur en
guanineetcytosine (G+C) habituellement inférieure a 50%. Ils sont aéro-tolérants ou
anaérobie,acidophiles, ils ont des besoins nutritionnels complexes comprenant des glucides,

des acides aminés, des peptides, des esters d'acides gras, des sels, des dérivés d'acides
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nucléiques et des vitamines) (Hammes et Vogel, 2012).Leur température de croissance

optimale est souvent comprise entre 30 et 40°C bien que la température de croissance peut

varier de 2 a 53°C; ils peuvent aussi se développer sur un intervalle de pH allant de 3 a 8 (Pot
etal., 2014).

Orla-Jensen en 1919 a subdivisé le genre de Lactobacillus en trois groupes selon la

morphologie et la température de croissance en : Thermobacterium, Streptobacterium et
Betabacterium (Guiraud, 2003).

Groupe | « Thermobacterium » : comprend les lactobacilles homo-fermentaires
obligatoires, thermophiles qui se développent a 45°C mais pas a 15°C. Fermentent le
glucose et le gluconate sans production de CO2. Les especes les plus fréquentes dans
I’alimentation (Lait, yaourt, fromage) sont Lactobacillus helveticus, L. jugurti, L.
bulgaricus, L. lactis, L. acidophilus, L. leichamnii, L. delbrueckii, L. kifirofaciens, L.
mali.

Groupe Il « Streptobacterium » : regroupe les lactobacilles homo-fermentaires mais
qui peuvent étre hétéro-fermentaires facultatives en fonction du substrat, mésophiles
qui se développent a 15°C, le CO; est dégagé lors de la fermentation de gluconate et
non produit lors de la fermentation du glucose. Il comporte les espéces Lactobacillus
casei, L. plantarum, L. curvatus, L. sake, L. acetotolerans, L. graminis L.
rhamnosus...

Groupe Il « Betabacterium » : rassemblant des lactobacilles hétéro-fermentaires.
Le sous-groupe comporte les espéces Lactobacillus fermentum, L. buchneri, L.
brevis, L. viridiscens, L. kefir, L. fructivorans, L. hilgardii, L. sanfransisco (Boullouf,
2016).

6. Exigences nutritionnelles des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont tres exigeantes d’un point de vue nutritionnel. Plusieurs

études ont montré leurs exigences en bases azotés, phosphatés et soufrés et en acides aminés

et d’autres facteurs de croissances comme les vitamines et aussi des sels minéraux. Donc leur

croissance nécessite des milieux de culture riches et complexes (Monnet et al., 2008).
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6.1. Exigences en acides amineés
Les bactéries lactiques exigent la fourniture exogeéne d’acides aminés pour leur
croissance, car elles sont incapables d’en effectuer la synthése a partir d’une source d’azote

simple (Desmazeaud, 1992).

Les exigences nutritionnelles des bactéries lactiques ont été déterminées par leur
aptitude a croitre dans un milieu chimiquement défini (MCD). Ces besoins en acides aminés
sont cependant variables d’une souche a une autre. D’une maniére générale Streptococcus
thermophilus est 1I’espéce la moine exigeante (6 acides aminés au maximum) alors que les

lactobacilles sont auxotrophes pour un trés grand nombre d’acides aminés (Monnet et al.,
2008).

6.2. Exigence en vitamines

Vis-a-vis des vitamines, toutes les especes de lactobacilles présentent une exigence
absolue pour le pantothenate de calcium (vitamine B5) de la riboflavine (vitamine B5) (sauf
pour Lactobacillus brevis qui nécessite la thiamine-vitamine B1 et I’acide folique), de plus
L. lactis, L. bulgaricus et L. acidophiles exigent la cobalamine (vitamine B12), L. helveticus
exige la pyridoxine (vitamine B6), L. acidophilus I’acide folique, L. casei la pyridoxine et
I’acide folique. Les lactocoques ont une exigence en niacine et en acide pantothénique. Les
streptocoques thermophiles ont une exigence absolue en acide pantothénique et en
riboflavine leur croissances est stimulées par la thiamine et la niacine la biotine et la

pyridoxine (Luquet et Roissard, 1994).

6.3. Exigence en bases azotés
Les bases azotées peuvent étre stimulantes pour la croissance des bactéries lactiques.
De telles exigences proviennent de 1’absence d’enzymes impliquées dans le métabolisme des

pyrimidines et des purines (Monnet et al., 2008).

Les streptocoques thermophiles présentent une exigence absolue pour les bases :
adénine, guanine, uracile et xanthine tandis que les lactobacilles exigent la présence
d’adénine, de cytidine, de désoxyguanosine, de guanine, de thymidine et d’uracile. En

géneral, chez les lactobacilles, les exigences en bases azotées sont tres variables selon les
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souches ; I’addition de ces composés peut méme, chez certaines souches, entrainer des

phénomenes d’inhibition de la croissance (Desmazeaud, 1992).

6.4. Influence des cations

Les bactéries lactiques ont un besoin en ion remarquable. En effet, les éléments
minéraux jouent un role essentiel dans la croissance des bactéries lactiques et précisément
dans les activités enzymatiques bactériennes. Certaines especes telles que Leuconostoc
mesenteroides ne peuvent pas croitre en absence d'ions minéraux, ce qui indique I'exigence

absolue pour ces éléments (Foucaud et al., 1997).

Le magnésium est le principal cation divalent des cellules vivantes. C’est un
activateur des différentes réactions métaboliques : division cellulaire, stabilisation des acides
nucléiques ou hydrolyse peptidique. Cet ion est indispensable pour la croissance de L.

helveticus (Desmazeaud, 1992).

Le manganese est essentiel pour la croissance de quelques souches lactiques. En plus
de son role de cofacteur de réactions enzymatiques, il permet chez certaines espéces de mieux
tolérer 1’oxygene par 1’¢élimination de I’ion superoxyde. Le potassium est un cofacteur de
nombreuses enzymes. Une concentration elevée de potassium est nécessaire pour la synthese

des protéines et la régulation du pH intracellulaire (Monnet et al., 2008).

Les exigences en ions minéraux peuvent varier d’une espéce a autre. Mg?*, Mn?*,
Na*, K* et Cl-ont été des composants essentiels dans le milieu de culture de L. plantarum
(Wegkamp et al., 2010). Tandis que Zn?*, Fe?* et Mg?* avait un effet significatif sur la

croissance de Lactococcus lactis (Zhang et al., 2009).

7. Facteurs influencant la croissance des bactéries lactiques
7.1. La température

La température influence de facon importante le métabolisme des bacteries car elle
intervient dans de nombreuses catalyses enzymatiques. Les bactéries lactiques regroupent
des espéces mésophiles, dont la température optimale de croissance est proche de 30°C, et
des espéces thermophiles, dont la tempeérature optimale est proche de 42°C. Le genre

Lactobacillus comprend a la fois des espéces mésophiles (L. rhamnosus, L. casei, L.
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plantarum...) et des especes thermophiles (L. delbrueckii, L. helveticus...) (Monnet et al.,
2008).

La température optimale de croissance est généralement inférieure a la température
optimale de production d’acide lactique (Béal et al., 1989) mais, supérieure a la température
préconisée pour la production de bactériocine (Lejeune et al., 1998). Quand la température
du milieu se situe en haut ou en bas de température requise pour la croissance optimale,
I’activité microbienne est réduite et le microorganisme peut éventuellement se détruire
(Rosso et al., 1995).

7.2.LepH

Le pH du milieu influence fortement la croissance des bactéries lactiques. Des
changements méme faibles du pH interne des bactéries lactiques de 1’ordre du dixiéme
d’unité peuvent avoir des influences importantes sur leurs activités métaboliques. L’aptitude
des BL a réguler le pH intracellulaire est un élément physiologique important car lors de leur
culture, elles acidifient le milieu ce qui entraine une baisse de leurs taux de croissance,
jusqu’a I’arrét complet surtout pour celles qui ne sont pas aptes a maintenir un pH voisin de
la neutralité (Canteri, 1997). Toutefois, pour les souches non protéolytiques (Leuconostoc,
lactocoque protéase moins), I’arrét de la croissance est généralement dii a un manque de
nutriments azotés (Monnet et al., 2008). Lors de la fermentation, il importe de tenir compte
de I’effet du pH de culture sur la viabilité et ’activité des bactéries. Le controle du pH au
cours de la culture, permet d’une part de stabiliser le pH intracellulaire a une valeur
supérieure a la valeur critique de la bactérie (Cachon etal., 1998) et d’autre part, de maintenir
I’acide lactique excrété par la cellule sous une forme dissociée afin de limiter I’inhibition

créée par sa forme non dissociée (Amrane et Prigent, 1999 ; Béal et al., 2008).
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1. Les aptitudes technologiques des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques présentent des activités métaboliques trés diversifiées et une
capacité d’adaptation a différents environnements. Cette diversité leur donne un grand
intérét industriel d'ou leur large spectre d'application dans de nombreux domaines

alimentaires, pharmaceutiques, agricultures, vétérinaires ...etc. (Streit et al., 2007).

1.1. Pouvoir acidifiant
On entend par pouvoir acidifiant la capacité d'une culture inoculée sur milieu
standard (lait pasteurisé) de produire de plus ou moins grandes quantités d'acide lactique

dans un intervalle de temps donné (Sozzi et Astruc,1972).

La fonction acidifiante constitue la propriété metabolique la plus recherchée des
bactéries lactiques utilisée dans les industries alimentaires. Afin de réaliser une
caractérisation technologique des souches, il est utile de mesurer l'activité acidifiante. Ce
pouvoir se manifeste par la production de I’acide lactique issu de la fermentation des

hydrates de carbone au cours de la croissance bactérienne (Allouache et Smaoun, 2017).

Lactococcus lactis subsp. Lactis et Lactococcus lactis subsp. cremoris et
un biovar de la sous-espéce lactis, nommé diacety lactis, sont les trois bactéries lactiques
les plus fréquemment citées pour leurs aptitudes acidifiantes et leurs rles majeurs dans la
fermentation de certains aliments (Casalta et al.,1995 ; Lafarge et al., 2004).

La production d'acide lactique est une des principales fonctions des lactobacilles,
car la quantité produite par ces derniers est supérieure a celles formée par les autres genres
utilisés industriellement. Plusieurs espéces bactériennes appartenant au genre Lactobacillus,
telles que plantarum, delbrueckii, sakei, casei, et lactis, ont été largement utilisées pour la

production d'acide lactique (Beitel et al., 2020).

Selon Béal et al., (2008) les conséquences, d’ordre physico-chimique et microbiologique,
de ce pouvoir acidifiant peuvent se résumer ainsi par :
- I’accumulation d’acide lactique participant a la saveur des aliments fermentés.

- ’abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices alimentaires.
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- la déstabilisation des micelles de caséines, la coagulation des laits et la participation a la
synérése. Du point de vue technologique, I’acidification participe aux propriétés
rhéologiques (texture et saveur) du produit final.

- la limitation des risques de développement des flores pathogeénes et d’altération dans les

produits finaux ainsi au cours de la croissance (Dib, 2015; Boullouf, 2016)

1.2. Pouvoir protéolytique

La plupart des bactéries lactiques, possedent un systeme protéolytique, capable
d’hydrolyser les protéines en peptides et acides aminés. L’arsenal enzymatique li¢ a ce
systéme de protéolyse est composé d’une protéase ancrée a la paroi capable de dégrader les
lacto-protéines, d’un systéme de transport des peptides dégradés et des acides aminés, et
d’un pool de peptidases intracellulaires indispensables a la dégradation des peptides

internalisés (Galia, 2011).

L’activité protéolytique des bactéries lactiques joue un rdle important lors de
I’opération d’affinage des différents types de fromages. Elle est a 1’origine du golit typique,
de la flaveur désirée et de la texture caractéristique du produit fini (Tchamba, 2007). Les
lactobacilles présentent généralement une activité protéolytique plus prononcée que les
lactocoques (Donkor et al., 2007 ; Monnet et al., 2008 ; Roudj et al., 2009).

1.3. Pouvoir lipolytique

L’activité lipolytique des bactéries lactiques, contribue généralement a développer
les qualités organoleptiques du produit (fromage) lors des étapes ultérieures de sa
fabrication. Ceci est dii a la présence d’enzymes lipases qui génerent des acides gras libres,
précurseurs importants des réactions cataboliques qui produisent des composés volatiles
contribuant a la flaveur du fromage. Dans I’industrie laitiére, on exploite cette propriété
lipolytique de fagon contrdlée dans la production de certains fromages comme le Brie et le
Saint-paulin, car une lipolyse trop poussée se traduira par une détérioration du godt
(Dellali, 2012).

Les propriétés lipolytiques des bactéries lactiques sont genéralement faibles et
varient d'une espéce a une autre. En effet, il a été démontré que les Lactobacillus et
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streptococcus thermophillus présentent des activités lipolytiques faibles & comparer par les

lactocoques qui eux sont considérés plus lypolytiques (Béal et al.,2008).

1.4. Pouvoir texturant

La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des exo-polysaccharides (EPS) joue
un rdle important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés (Welman et
Maddox, 2003 ; Ruas Madiedo et al.,2002). Ces composés polymeres sont généralement

considérés comme des agents épaississants naturels en industrie alimentaire.

Les Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus et Steptococcus thermophilus
produisant des EPS sont utilisés en tant que starters fonctionnels dans la fabrication des
yaourts, ceci afin d’améliorer la texture, et augmenter la viscosité des produits finis (Durlu-
Ozkayaf et al.,2007 ; Amatayakul et al., 2006). L’utilisation des EPS produits par les
souches Lactococcus lactis ssp. Cremoris est trés prometteuse pour la structure et la
viscosité des produits laitiers fermentés (Leroy et De Vuyst, 2004 ; Ho et al., 2007).

1.5. Pouvoir aromatisants

Les bactéries lactiqgues sont capables de produire de nombreux composes
aromatiques (tels que : l'a-acétolactate, l'acétaldéhyde, le diacétyle, I'acétoine et le 2,3-
butanediol, 1’éthanol, 1’acétate, le formiate, ...etc.) principalement a partir du lactose, du
citrate, des acides aminés et des matiéres grasses (Bourgeois et Larpent, 1996 ; Gerrit et al.,
2005 ; Cholet, 2006). Cette fonctionnalité particulierement importante participe aux
qualités organoleptiques des laits fermentés, fromages, creme et beurre, dont I’ar6me
principal est lié a cette activité microbienne (Allouache et Smaoun, 2017).

Les Lactobacillus (L. helveticus, L. bulgaricus) synthétisent de 1’acétaldéhyde. La
teneur en acétaldéhyde est a la fois fonction de son degré de synthése et du rythme de sa
dégradation (Vignola,2002).

Les Leuconostoc hétéro-fermentaires sont souvent associés aux lactocoques dans la
production de composants aromatiques (éthanol, acide acetique, diacétyle et acétoine)
(Mahaut et al.,2000).

19



Chapitre 111 Intérét technologique des bactéries lactiques

1.6. Pouvoir antimicrobien

Les bactéries lactiques produisent une variété de composés antimicrobiens qui sont
utilisés dans la fermentation et la bio-conservation des aliments (Labioui et al., 2005). Le
pouvoir antagoniste est d0 a la production de plusieurs métabolites, ces derniers sont
capables d’inhiber le développement des microorganismes indésirables et/ou pathogénes
sans pour autant modifier les propriétés organoleptiques du produit (Nguyet Thu, 2008).
Les acides organiques, comme I’acide lactique, 1’acide acétique ou 1’acide propionique,
élaborés lors de la fermentation des glucides, peuvent inhiber des levures, des moisissures
et des bactéries. Le peroxyde d’hydrogéne (H20.) produit par les bactéries lactiques
s’accumule dans I’environnement et peut inhiber certains microorganismes. Les bactéries
lactiques hétéro-fermentaires synthétisent du dioxyde de carbone comme métabolite
secondaire. Son accumulation dans le milieu extérieur crée une anaérobiose qui s’avere
toxique pour certains microorganismes aérobies présents dans I’aliment. Le diacétyle peut
inhiber la croissance des bactéries a Gram négatif, des levures et moisissures (Alakomi et
al., 2000 ; Ammor et al., 2007).

2. Intérét des bactéries lactiques dans le domaine alimentaire

Les bactéries lactiques permettent la conversion d’une grande variété de maticres
premiéres, conduisant ainsi a de nombreux produits : les laits fermentés, les fromages, les
olives fermentés et certains vins (Axelsson,2004 ; Streit et al.,2007). Les souches de
Lactobacillus bulgaricus, Sterptococcus thermophilus sont utilisées pour la production du

yaourt, des fromages et des laits fermentés (YYateem et al., 2008) (tableau 5).

L’utilisation des bactéries lactiques a pour but I’amélioration des caractéristiques
organoleptiques des produits fermentés et par conséquent augmenter la durée de leur
conservation sans pour autant utiliser de conservateurs chimiques, et ce grace aux
substances antimicrobiennes qu’elles produisent (Dortu et Thonart, 2009). Les souches
utilisées en industrie alimentaire doivent répondre a certains criteres : absence de
pathogénicité ou activité toxique, capacité d’améliorer les caractéristiques organoleptiques,
innocuité, facilité de culture, de conservation, et maintenance des propriétes désirables lors
du stockage (Marth et Steele, 2001).
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Tableau 05 : Role de quelques espéces de Lactobacillus utilisés en industrie (Lamontagne
et al., 2002).

Especes Emploi en industrie  Réle
Lb.bulgaricus  Yaourt- Fromage Acidification en cours de production
(Mozzarella...) protéolyse en cours de maturation libération de

galactose pour le brunissement production
d’ardmes et de polysaccharides (yoghourt).
Lb.helveticus Fromages Acidification en cours de production

(Suisse, Mozzarella...) prévention de I’amertume (peptidase).

Lb.Casei Yoghourt - Fromage Un peu d’acidification en cours de production
(Cheddar...) contribution au caractére probiotique.

Lb.Acidophilus  Yaourt - Lait Acidification en cours de production
acidophile contribution au caractére probiotique.

Lb.Kefir Kéfir Acidification en cours de production.

3. Intérét des bactéries lactiques dans le domaine de la santé

Les bactéries lactiques forment actuellement un groupe d’organismes utilisés pour
I’enrichissement de certains yaourts et laits (Klaenhammer et al.,2007). Cette utilisation est
due aux effets nutritionnels et thérapeutiques de ces bactéries car elles enrichissent le
milieu ou elles se trouvent en vitamines (B et K), acides aminés, composés organiques
(acide lactique et acétique), enzymes (lactase) et bactériocines responsables de 1’inhibition

des bactéries pathogenes (Soomro et al.,2002).

Les bactéries les plus fréquemment utilisees comme probiotiques sont des
Lactobacillus et des Bifidobacterium (Khan et Ansari,2007). Les bénéfices potentiels des
probiotiques vont de la suppression de 1’activité de certains pathogénes a 1’amélioration de
I’utilisation du lactose, de la réduction du cholestérol sanguin et du niveau de substances
carcinogenes, ’inactivation de composés toxiques ainsi que la stimulation du systeme
immunitaire ; donc ces micro-organismes sont bénéfiques pour la santé de 1’hote (Ninane et
al.,2009).
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Différentes études ont démontré le rle préventif aussi bien que curatif des bactéries
lactiques sue plusieurs types des diarrhées (Mkrtchyan et al.,2010). D’autres ont cité leur
capacité de diminuer les allergies liées aux aliments grace a leur activité protéolytique
(Elghaish et al.,2011).

4. Applications biotechnologiques des bactéries lactiques
Les bactéries lactiques sont au service de la conservation (bio-préservation) des
aliments. Elles agissent sur les textures et les saveurs qui se révelent différentes de celles de

I’aliment a son état originel (Tabak and Bensoltane, 2011).

Fréguemment associées et de maniere positive a l'alimentation humaine, a travers la
fermentation d'une grande variété de produit, elles sont présentes en tant que flore
technologique dans les produits laitiers (yaourts, fromages), les produits carnés
(charcuteries), les produits végétaux (choucroute, pickles, olives fermentées), les levains de
panification et les boissons alcoolisées (vins, biéres blanches, saké). Ayant la capacité de
produire diverses molécules antimicrobiennes, ces bactéries peuvent étre employées comme
alternative biologique pour contrecarrer le phénoméne de résistance de certains agents
pathogénes (Mechai, 2017).

Plusieurs molécules produites aussi par ces bactéries, trouvent leur intérét industriel
et médical. Jouant un autre role de probiotiques, elles apportent beaucoup de bénéfices pour
la santé en améliorant par exemple le transit gastro-intestinal, en prévenant des

gastroentérites et des maladies inflammatoires de I’intestin (Mechai, 2017).
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1. Objectif de I’étude
Cette etude vise a isoler et & identifier des bactéries lactiques a partir de lait cru de vache et
a I’étude de quelques aptitudes technologiques de ces bactéries. Ce travail montre aussi le

pouvoir antagoniste de ces isolats vis-a-vis quelques souches pathogenes.

2. Lieu de I’étude

Cette étude a été réalisée conjointement, au sein de la Laiterie Littoral Mostaganem
GIPLAIT, et au niveau du laboratoire de microbiologie de ’université Abd Al-Hamid Ibn
Badis (Mostaganem).

3. Origine des souches
Les bactéries lactiques étudiées ont été isolées a partir du lait de vache collecté dans la région
de Sayada (Mostaganem).

4. Analyses physico- chimiques du lait
4.1 Mesure de P’acidité titrable
I1s’agit d’un titrage acido- lactique qui est neutralisé par une solution d’hydroxyde de sodium
(NaOH). L’addition du NaOH et fait dans 10ml de lait jusqu’a I’apparition d’une coloration

rose claire en présence de trois gouttes de phénolphtaléine comme indicateur coloré.

5. Isolement et purification des bactéries lactiques
L’isolement des lactobacilles a été réalisé sur gélose MRS (Man, Rogosa et Sharpe) avec un
pH= 6.4+ 0.2. Nous avons additionné 1 ml de lait de vache a 9 ml d’eau physiologique (NaCl
a raison de 0.9%), une série de dilutions décimales a été préparé (10 & 10°%). Ensuite nous
avons ensemencé 1 ml de chaque dilution en profondeur du milieu MRS. Apres solidification

les boites de Pétri sont incubées en anaérobiose a 37°C pendant 48h (De Man et al., 1960).

La purification consiste a réaliser des repiquages successifs sur gélose et bouillon MRS,
I’incubation est faite a 37°C pendant 24h, jusqu'a I'obtention des colonies pures. La pureté
des souches est révélée par des colonies homogenes ayant le méme aspect extérieur (couleur,
taille et forme) (Guiraud, 2004).

23



Matériel et méthodes

6. Conservation des bactéries
Apres purification, les isolats ont été ensemenceés sur gélose MRS inclinée en tubes, ensuite
incubés a 37°C pendant 48h. Les cultures en tubes ont été conservées a 4°C jusqu’a

réactivation.

7. Pre-identification des isolats
7.1. Etude morphologique
7.1.1. Examen macroscopique : Cet examen nous a permis de déterminer l'aspect, la taille,
la forme, et la couleur des colonies des cultures bactériennes obtenues sur gélose
MRS(Hassaine,2013).

7.1.2. Examen microscopique : Nous avons effectué une observation aprés coloration de
Gram qui nous a permis de connaitre le type de Gram ainsi que la morphologie des cellules
bactériennes (Denis et al., 2011).

7.2 Etude biochimique

7.2.1. Recherche de catalase
La catalase est une enzyme retrouvée chez la plupart des bactéries aérobies strictes et

anaérobies facultatives. En effet, En présence d’oxygeéne moléculaire, certaines réactions
métaboliques conduisent a la formation d’eau oxygénée qui est un composé cellulaire
toxique, la catalase empéche l'accumulation de cette eau oxygénée en la décomposant en eau

et en oxygene (Delarras, 2007).

H,0.—H,0 + 1/12 O,
Sur une lame en verre propre, nous avons déposé une goutte d’H202, puis nous ’avons mis
en contact avec une colonie isolée, prélevee directement du milieu avec une pipette pasteur

boutonnée. La présence de I’enzyme catalase se traduit par la formation des bulles d’air

(Delarras, 2007).

7.2.2. Recherche du type fermentaire
Ce test permet de différencier entre les bactéries lactiques homo-fermentaires et hétéro-

fermentaires. Il consiste a mettre en évidence la production du gaz (CO) et de savoir ainsi le
type fermentaire. Des cultures jeunes préalablement préparées sont ensemencées dans des
tubes contenant du MRS liquide, avec une cloche de Durham stérile. Apres incubation a 37°C

pendant 24 a 48 heures, la présence ou I’absence de gaz dans la cloche indique le type
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fermentaire (Hariri et al., 2009). Les souches homo-fermentaires vont produire 90% d’acide
lactique, et seulement 10% de CO», par contre les souches hétéro-fermentaires vont produire
en plus de I‘acide lactique le CO2, a proportions égales (Carr et al., 2002).

7.2.3. Croissance en différentes concentrations de NaCl
La méthode consiste a ensemencer des bouillons a 4% et 6,5% de NaCl par des cultures

jeunes et incubation a 37°Cpendant 24 heures (Hariri et al., 2009 ; Guiraud, 2003). La
croissance de ces bactéries se manifeste par un trouble du milieu en comparaison avec un

tube témoin non ensemencé (Carr et al., 2002 ; Axelsson, 2012).

7.2.4. Croissance en différentes températures

Chaque microorganisme a sa température optimale de croissance, notamment les bactéries
lactiques dont on peut les deviser en deux groupes : les thermophiles et les mésophiles.

Ce test a pour but de différencier les souches (Fereidoun et al., 2012).11 est effectué par
ensemencement d'une culture pure et jeune (18 heures) dans un bouillons MRS incubée a
10°C pendant 7 & 10 jours et a 45°C pendant 24 a 48 heures. La turbidité des tubes
ensemences est comparée a un milieu de culture non ensemencé et incubé dans les mémes
conditions (Carr et al., 2002 ; Badis et al., 2004).

7.2.5. Croissance a pH 9.6

Ce test permet de distinguer les souches qui se développent ou non en milieu basique. Le
bouillon MRS est ajusté a pH 9.6 (hyperalcalin) et les tubes sont ensemencées puis incubés
a37°C pendant 24 a 48h (Guiraud,2003). Le pH 9.6 est obtenu par I’addition d’une solution

de NaOH. La croissance se manifeste par un trouble du bouillon MRS (Guiraud, 1998).

7.2.6. Test de thermo-résistance

Des tubes contenant 10 ml de MRS liquide sont inoculés par les souches testées, ensuite les
tubes sont déposés dans un bain marie a 60.5°C pendant 30 minutes suivi par un
refroidissement, ensuite ils sont incubés a 37°C pendant 24a 48h. Un résultat positif se traduit

par un trouble (Rouissat et Bensoltane,2006).
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7.2.7 Fermentation des sucres

Les bactéries lactiques dégradent différemment les sources de carbone. L‘étude de la
fermentation des sucres est réalisée sur le bouillon MRS (sans glucose etextrait de viande),
additionné de pourpre de bromocrésol comme indicateur de pH (MRS-BCP) (Badis et al.,
2004). Les sucres ont été ajouté stérilement au milieu. Toutes les souches ont été testées pour
la fermentation des sucres suivant : glucose, mannitol, lactose et saccharose. On ensemence

le contenu des tubes avec les souches a tester et on les incube a 37°C pendant 24h a 48h.

Le virage de la couleur du milieu du violet au jaune indique la fermentation du sucre (Hariri
et al., 2009, Guetouache et Guessas, 2015).

8. Evaluation des aptitudes technologiques
8.1. Pouvoir acidifiant
L'un des critéres technologiques les plus importants chez les bacteries lactiques, c'est leur
cinetique de production de l'acide lactique (Hassain, 2013). Ce test est réalisé pour mettre en
évidence la capacité d'une culture inoculée sur milieu standard (lait pasteurisé), a produire
une grande quantité d'acide lactique (Larpent, 1997).
Des souches de culture jeune de 18h ont été ensemencées dans des flacons contenant du lait
écréme et incubé a 37°C.
Apreés incubation, a un intervalle du temps 2h, 6h et 24h ; 10ml du lait est prélevé puis titrer
par la soude Dornic (N/9) en présence de 5 gouttes de phénolphtaléine, jusqu’au virage de la
couleur au rose pale persistant au moins 10 secondes (Larpent, 1997).

L’acidité est déterminée par la formule :
Acidité (°D) = V NaOH x 10

Ou:
V NaOH: Volume de NaOH utilisé¢ pour titrer I’acide lactique contenu dans les 10ml de lait.

L’acidité est exprimée en degré Dornic ou 1°D = 0.1g/l d’acide lactique.
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Figure 02 : Test du pouvoir acidifiant

8.2. Pouvoir Texturant
Les souches a tester été ensemencées sur gélose MSE déja coulée et solidifiée, puis incubées
a 37°C pendant 24 a 48h. La production des exo-polysaccharides se manifeste par

I’apparition des colonies larges, visqueuses et gluantes (Hadef, 2012).

8.3. Pouvoir aromatisant

Ce test permet la distinction entre les ferments acidifiants et ceux aromatisants, qui est mis
en évidence par la réaction de VVoges Proskauer, celle-ci est basée sur la présence d’acétyl-
méthyl-carbinol (AMC), connue sous le nom d’acétoine qui se réveéle par la réaction de Barri
(Leveau et al., 1991 ; Delarras, 2007). Les souches ont été ensemencé dans des tubes

contenant le milieu Clark et Lubs et incubées a 37°C pendant 24h.

Dans un tube a essai, 2ml de cette culture sont transvasés, 3gouttes de réactif VVP1 et 3 gouttes
de VP2, on agite soigneusement les tubes et on laisse au repos 5 a 10 min a température
ambiante. La production d’acétoine se traduit par 1’apparition d’un anneau ou la diffusion de
la couleur rouge a la surface du milieu. Un VP positif signifie que la souche possede une voie
métabolique particuliére pour la fermentation des hexoses, la voie butyléne-glycolique
(Zourari et al., 1992 ; Guessas et al., 2006).
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8.4. Pouvoir protéolytique
L’activité protéolytique des bactéries lactiques est recherchée en milieu MRS gélosé

additionné de lait écrémé a 1% et 2% selon la méthode de (Van Den Berg et al., 1996).

Pour déterminer I’activité protéolytique des bactéries lactiques, la gélose du milieu
protéolytique (Agar au lait écrémé) a été coulée, solidifiée et séchée. Ensuite les souches
lactiques issues des pré-cultures de 18h, sont ensemencées par touche a ’aide de 1’écouvillon.
Les boites sont incubées a 37°C pendant 24 & 48h. La protéolyse est révélée par l'apparition
des zones claires autour des souches (Veuillemard, 1986).

8.5. Pouvaoir lipolytique

L’activité est recherchée sur milieu MRS solide contenant une concentration de 1% de Tween
80 comme unique source lipidique. Les souches isolées ont été ensemencees par touche a
partir des cultures jeunes. Aprés incubation a 37°C pendant 7 a 10 jours I’activité lipolytique

se traduit par I’apparition d’un halo opaque autour de la colonie (Guiraud et Galzy,1980).

8.6. Pouvoir antimicrobien

Ce test consiste a étudier I’antagonisme des bactéries lactiques vis-a-vis des souches
référenciées, dans cette étude on a utilisé quatre souches pathogénes : Escherichia coli,
Bacillus cereus, Proteus vulgaris et Staphylococcus aureus.

Cette méthode a été réalisée selon les étapes suivantes :

Des cultures jeunes de 18h ont été préparées, Ensuite les souches référenciées
considérés comme pathogenes ont été ensemencées a I’aide d’un écouvillon sur milieu MH.
Les souches isolées ont été ensemencées par touche a partir des cultures jeunes a I’aide d’un
¢couvillon et les boites sont incubées a 37°C pendant 24 a 48h. L’inhibition se révele par la
présence d’une zone transparente autour des souches ensemencées en touches. La lecture des

résultats est réalisée par la mesure des diametres des halos d’inhibitions (Fleming et

al.,1975).
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Résultats et discussion

1. Pré-identification des bactéries lactiques isolées et purifiées

1.1. Etude morphologique

1.1.1. Examen macroscopique

Les caractéres morphologiques des colonies obtenues a 37°C sur gélose MRS, sont illustrés
dans le tableau 6. Les résultats de I'examen macroscopique nous ont permis de révéler que
les colonies des bactéries étudiées sont rondes de couleur blanchatre et crémeuses (figure
03, a), ces caracteres ressemblent a ceux trouvées par (Kihal, 1996 ; Carr et al., 2002 ;
Badis et al., 2005) ainsi nos isolats dégagent une odeur particuliere semblable a celle des
laits fermentés due a la production d'acide lactique. La croissance en milieu liquide est

caractérisée par I’apparition du trouble en bas du tube (figure 3, b).

(a) (b)
Figure 03 :a) aspect des colonies sur gélose MRS, b) culture sur milieu MRS liquide

1.1.2. Examen microscopique
La coloration de Gram a montré que les souches étudiees sont des bacilles & Gram positif
(figure 04).

Figures 04: Observation microscopique des isolats aprés coloration de Gram (x100)
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L’identification de genre repose sur la comparaison des divers caractéres phénotypiques de
la souche a étudier vis-a-vis de ceux d’une souche de référence (Van Den Berg et al., 1993
; Carr et al.,, 2002 ; Parada et al., 2007). Les résultats présentés dans le tableau 06,
indiquent que les isolats obtenus dans cette étude sont des batonnets a Gram positif non

sporulés, ce qui nous a orientés vers le genre Lactobacillus.

Tableau 06 : Caracteres morphologiques des bactéries lactiques isolés de lait cru de vache

Les souches Gram La forme Mode d’association

2M + Batonnets fins et longs  En chainette
2P + Batonnets fins et longs  En chainette
NM + Batonnets courts En paire

1IN + Batonnets courts En paire

2N + Batonnets fins et longs  En chainette
3M + Batonnets fins et longs  En chainette
4M + Batonnets fins et longs  En chainette

1.2 Etude biochimique
1.2.1. Test de catalase

On a observé 1’absence de I’effervescence apres I’ajout d’eau oxygéné ce qui indique que
toutes les souches étudiées sont a catalase négative ces résultats ressemblent aux résultats

de Carr et al., (2002). Les Lactobacillus sont des bactéries a catalase négative.

1.2.2. Test du type fermentaire

La production de gaz (CO2) a partir du glucose a été recherchée pour nous permettre de
différencier entre les isolats homo-fermentaires et hétéro-fermentaires. La présence de gaz
dans la cloche de Durham indique un métabolisme hétero-fermentaire (Kihal et al., 1996).
Aucune production de gaz n’a été observé chez les 7 souches isolées, donc toutes nos
souches sont considérées comme homo-fermentaires, ces résultats sont on accord avec les
résultats de (Hammes et Hertel, 2006).

1.2.3. Croissance en différentes concentrations de NaCl
L’observation de trouble sur bouillon MRS additionné de NaCl a différentes concentrations

(4% et 6,5%) indique la croissance des souches bactériennes (Guiraud, 1998). D’apres nos
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résultats, les 7 souches testées ont poussee bien a la concertation de 4% de NaCl mais elles
n’ont pas poussée a 6.5%.

1.2.4. Croissance a différentes températures

Les résultats de ce test permettent de distinguer entre souches mésophiles qui poussent a
30°C et les souches thermophiles qui se développent a 45°C (Leveau et al., 1991). La
croissance des isolats a été testée a 10, 37 et 45°C.

Dans cette étude, toutes nos souches testées ont poussée a 10°C et a 37°C, et la plut part des
souches ont poussée bien a 45°C aprés 24h d’incubation sauf les souches : 2M et 1N qui
sont incapables de se développer a 45°C (type mésophiles).

Tableau 07: Résultats des tests de température

Souches Culture 210°C Culture a 37°C Culture a 45°C
2M 5 5 - Mésophile
2P + + + Thermophile
NM + + + Thermophile
1IN + + - Mésophile
2N + + + Thermophile
3M + + + Thermophile
4M + + + Thermophile

1.2.5. Test de thermo-reésistance

Tous les isolats ont résisté a un traitement thermique au bain marie a 63,5°C pendant 30
minutes. Selon Tailliez (2004), la plupart des lactobacilles se multiplie dans une gamme de
températures comprise entre 10°C et 45°C.

1.2.6. Croissance a pH 9.6

La plupart des souches n’ont pas pu pousser sur bouillon MRS a pH= 9.6, seules les

souches 4M et 2P sont capable de croitre a pH= 9.6.

1.2.7. Fermentation des sucres

La détermination des genres et des especes bactériennes réside essentiellement dans leur
capacité a fermenter les sucres en acide lactique et autres acides organiques. D’apreés les
résultats obtenus on a observé le virage de la couleur du milieu du violet au jaune pour les

quatre (4) sucres (mannitol, glucose, lactose et saccharose) ce qui indique leur
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fermentation. Ces résultats ressemblent aux résultats de (Hariri et al., 2009, Guetouache et

Guessas, 2015). Les résultats de ce test sont résumés dans le tableau 8 et la figure 5.

Figure 05:Résultats du profile fermentaire

Tableau08: Résultats du profile fermentaire

Sucres Glucose Mannitol Lactose Saccharose
Souches

2. Aptitudes technologique des bactéries lactiques

2.1. Pouvoir acidifiant

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des bactéries
lactiques capables de s’exploiter en industrie alimentaire car elle est considérée comme un
critere primordial de sélection des souches & intérét technologique (Luquet et Corrieu,
2005).

D’aprés les résultats obtenus dans le tableau 9, nous remarquons une évolution de I’acidité

au cours de la croissance des souches testées sur le lait écrémé.
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Toutes les souches étudiées ont un pouvoir acidifiant remarquable, elles produisent I’acide
lactique progressivement en fonction du temps, cette acidité produite est accompagnée de la
coagulation du lait.

Apres 2h d’incubation a 37°C, les valeurs de ’acidité n’ont pas changée par rapport a la
valeur initiale 17°D. Au bout de 24h d’incubation, on a observé que ’acidité a évolué pour
toutes les souches testées et que les deux souches 2N et 3M sont les souches les plus
acidifiantes avec une valeur qui varie entre 17 et 125 °D pour la souche 2N et de 17 a 112
°D pour la souche 3M. Tandis que la valeur la plus faible d’acidité est enregistrée pour la
souche 2P (93 °D).

Tableau 09 : Evolution d’acidité (en °D) des isolats testés au cours du temps

Acidit¢(°D) T Oh T 2h T 6h T 24h
Souches
2M 17 17 20 95
2P 17 17 20 93
NM 17 17 20 102
1IN 17 17 20 97
2N 17 17 20 125
3M 17 17 20 112
4M 17 17 20 106

Ces résultats révelent une production d'acide lactique tres prononcée chez nos souches, et
sont en accord avec des résultats de plusieurs recherches qui démontrent une tres
importante acidification par les souches de bactéries lactiques Novel (1993) et Champagne
et al., (2000) ; Idoui et al., (2009).

Le travail présenté par Hassain (2013) nous permet de classer nos souches dans la catégorie
des bactéries fortement acidifiantes (acidité >79°D). Ce qui indique que les souches testées

présentent une bonne activité acidifiante.

Dans ce travail, les différences des proprietés acidifiantes dépendent de la spécificité de
chaque souche et des espéces comme eté rapporté dans les études de Badis et al (2004) et
Xanthopoulos et al (2001).
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2.2. Pouvoir texturant
La production des exo-polysaccharides par les bactéries lactiques est un phénomeéne

favorable dans de nombreux processus industriels alimentaire (walling et al., 2001).

Nous avons observe la présence des colonies gluante et visqueuse pour certaines souches
comme le montre la figure 06, ces résultats sont en accord avec les résultats de Carr et al.,
2002 ; Philippon et al., 2008 ; Ghazi et al., 2009} qui ont démontré que certaines souches
sont capables de dégrader le saccharose et produire le dextrane qui se traduit par

’apparition des colonies visqueuses et gluantes.

Les autres souches ont démontré un pouvoir faible a nulle en production d'EPS vue que
I'aspect large et gluant des colonies était absent. Ces observations rejoignent les travaux de
Looijesteijn et al., (2001) qui ont rapporté qu’au sein d’une méme espéce de bactéries
lactiques, les résultats peuvent étre différents et ont pu identifier des souches productrices
d’EPS (voire fortement) et d'autre souches non productrices (ou faible) sans que ce
caractére n’engendre des disparités de croissance.

Broadbent et al., (2003), ont rapportés que les souches lactiques produisant des EPS jouent

un role crucial dans I’élaboration des produits laitiers.

Figure 06:Aspect de colonies d’isolat lactique 2P sur gélose MSE

2.3 Pouvoir aromatisant
Un nombre important d’articles dans la littérature explique la fonction des bactéries
lactiques dans la production de saveur des produits laitiers, le développement d’ardme dans

le lait résulte des activités métaboliques des bactéries lactiques. Elles sont capables de
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produire de nombreux composées aromatiques a partir de différents substrats qui
participent aux qualités organoleptiques des produits fermentés (Raynaud et al. 2003 ;
Cholet, 2006).

Apres 1’ajout des 2 réactifs (VP1, VP2) on a observé I’apparition d’un anneau rouge dans la
surface de quelques tubes figure 07 ce qui montre que les souches produisent des ardbmes
(acétoine).
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Figure 07: Production d’acétoine sur milieu Clark et Lubs

2.4. Pouvoir protéolytique

La protéolyse est I'un des processus biochimiques les plus importants impliqués dans la
fabrication de beaucoup de produits laitiers fermentés. La capacité de produire des
protéinases extracellulaires est une caractéristique trés importante des bactéries lactiques.
Ces enzymes hydrolysent les protéines du lait, en fournissant les acides aminés essentiels
pour la croissance. Il est connu que le systeme protéolytique des bactéries lactiques dégrade
les protéines et par conséquent, change la texture, le godt et les ardbmes des produits
fermenté (El Ghaish et al., 2011).
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Figure 08: Hydrolyse de protéine par les isolats sur gélose MRS additionnée de 1% et 2%
de lait écrémeé

Certaines souches étudiées présentent une activité protéolytique traduite par 1’apparition
d’un halo clair autour des souches de lactobacilles testées. Ces résultats nous permettent de
confirmer le caractere protéolytique des bactéries lactiques comme il a été rapporté par les
travaux de (Shirai et al., 2001 ; Francois et al., 2007).

Ce caractere est essentiel pour les bactéries lactiques pour leur croissance dans le lait ainsi
que pour le développement des propriétés organoleptiques des différents produits laitiers
(Savoy et Hébert, 2001 ; Hassaine et al., 2007).

2.5. Pouvaoir lipolytique

Le pouvoir lipolytique a une grande importance dans le développement de la flaveur et la
libération des acides gras. La présence d’une zone opaque autours des spots (figure 09)
montre que les souches présentent une activité lipolytique, ces résultats sont presque
identiques aux travaux de Mayers et al., 1996, Xanthopoulos et al., 2000. Selon De

Roissart et Luquet (1994), les bactéries lactiques sont considérées comme moyennement
lipolytiques.

Figure 09 : Activité lipolytique de I’isolat 3M.

2.6. Pouvoir antimicrobien

Les propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques sont dérivées de la concurrence
pour les nutriments et la production d’un ou plusieurs métabolites antimicrobiennes actifs
tels que les acides organiques (principalement I’acide lactique et ’acide acétique), le
peroxyde d’hydrogeéne et d’autres composants tels les bactériocines et les peptides

antifongiques (Reis et al., 2012) qui sont capables d’inhiber le développement des
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microorganismes indésirables et/ou pathogenes sans pour autant modifier les propriétés
organoleptiques du produit (Nguyetthu, 2008).

Trois souches indicatrices a savoir Bacillus cereus, Proteus vulgaris et Staphylococcus
aureus ont été utilisées pour 1’évaluation de 1’activité antibactérienne des isolats lactiques
par la méthode de contacte directe décrite par (Hernandez et al., 2005). L’inhibition se
traduit par la formation d'un halo autour de la souche ensemencée par touche. L'inhibition
est considéerée comme positive si le diametre de la zone est supérieur a 2mm (Thompson et
al., 1996).

D'aprés les résultats obtenus (figure 10), il s'avére que 3 souches lactiques possedent une
activité antibactérienne vis a vis de Staphylococcus aureus dont les diamétres des zones
d’inhibition sont 18 mm pour I’isolat NM, 17 mm pour I’isolat 2M et 4 mm pour I’isolat
2P. Quatre isolats ont aussi exprimé une activité antibactérienne vis-a-vis Bacillus cereus
dont I’inhibition la plus élevée est de 19 mm pour I’isolat 4M et pour les isolats NM, 2M et
2P entre 2 a 4 mm. On a noté ’absence des zones d’inhibitions autour de toutes les souches

lactiques vis-a-vis Proteus vulgaris.

Tableau 10 : Résultats du pouvoir antimicrobien

es indicatrices Staphylococcus Proteus vulgaris pacillus cereus
Isolats lactiq aureus

2M 17 mm 0mm 2mm
2P 4 mm 0mm 4 mm
NM 18 mm 0mm 4 mm
IN 0mm 0mm 0 mm
2N 0mm 0mm 0mm
3M 0mm 0mm 0mm
4M 0 mm 0 mm 19 mm
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Figure 10: Activité antimicrobienne des isolats lactiques
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Conclusion

La connaissance de nouvelles souches de bactéries lactiques utilisées dans 1’industrie
agroalimentaire offre une nouvelle voie dans le domaine de la recherche scientifique en
microbiologie appliquée dont le but de produire a I’avenir de nouveaux produits

alimentaires concurrentiels sur le plan national et international.

La présente étude avait comme objectif d’isoler et de caractériser des bactéries lactiques du

genre Lactobacillus isolés du lait de vache. Un total de 7 isolats a été utilisé dans ce travail.

L’identification des différents isolats a été basée sur 1’étude des caracteres morphologiques,
physiologiques et biochimiques. L’évaluation de quelques aptitudes technologiques ainsi

que I’effet antimicrobien vis-a-vis des bactéries pathogenes ont été réalisés.

D’apreés nos résultats, 1’étude des aptitudes technologiques a montré que le genre
Lactobacillus posseéde un pouvoir acidifiant remarquable avec un degré d’acidité qui varie
entre 20°D a 125°D apreés 24h d’incubation a 37°C, cette acidité produite stimule la

coagulation du lait et joue un role important dans la conservation des nombreux aliments.

Le pouvoir texturant et la production de dextrane des souches étudiées sur milieu MSE, ont

été fortement présent chez quelques souches et faibles a absents chez d’autres.

Le pouvoir protéolytique a été présent chez certaines souches et I’activité lipolytique
traduite par I’apparition d’un halo opaque sur milieu MRS additionné de 1% de Tween 80 a

été présente chez tous les isolats.

Parmi les souches testées, ils existent celles qui sont caractérisées par leurs capacités a

produire des composés aromatiques.

L'étude de I'activité antimicrobienne des isolats lactiques vis-a-vis de 3 souches pathogenes
a savoir : Staphylococcus aureus, Bacillus cereus et Proteus vulgaris par la méthode de
Fleming et al., (1975) a montré que les isolats ont une activité inhibitrice remarquable et les

diametres des zones d'inhibition varient entre 2mm et 19mm.
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Cependant, le travail effectué est insuffisant et pour confirmer ces résultats nous
envisageons a faire :

e L’identification des isolats de Lactobacillus jusqu’au niveau de 1’espéce.

e [’étude des aptitudes technologiques en utilisant des techniques plus approfondies.

e L’étude des propriétés probiotiques des souches isolées.
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Annexes

Composition des milieux de culture (composants g/litre) :

Gélose MRS (de Man Rogosa et Sharpe,

MRS —Bouillon (pH = 6.2)

1960) :
Extrait de levure.........cccceeeeveeveennennen. 5g | Peptone......cccoeceiviieniieeieceeeeee e 10g
Extrait de viande.........c.ccccoveeevvenennee. Sg | Extrait de viande...........ccoeeveeriieniieniecieeieene, 8g
Peptone.......coevevveeviieiciiieieceee, 10 g | Extrait de levure........ccoooevevviveeiiiecciieeiiieeeee, 4g
Acétate de sodium..........cceeeveeeeneens S5g | Glucose.....coouvivviiiieee e 20g
Citrate de sodium...........cccccvvvrneennnee. 2g | Acétate de sodium trihydraté........................ 50g
Glucose......covevvieeieeeie e, 20g | Citrate d'ammonium..........ccccecveeeveeernveennne. 20¢g
KH2PO....oooiieeeeee e 2g | Tween 80.......cccvvveeivieeiieeeieeesie e 1,0 ml
MESO4....ooe e, 0.1g | Hydrogénophosphate de potassium............. 20¢g
MnSOA4.....ooieieeeeeeee e, 0.05g | Sulfate de magnésium heptahydraté............ 02¢g
YN 2 S 12g | Sulfate de manganese tétrahydraté............. 0,05¢g
Tween80.....coccevieiiiiiiiiiiieee I ml
Eau distillée..........cccovvirnnennnen. 1000 ml
pH=6.5+£0.2 a 37°C
Clark et Lubs Milieu MSE
Peptone trypsique ou polypeptone....5-7g | Tryptone..........cccovvviiiiiiiiiennnennn... 10g
GIuCOSE....oveceeiieieeee e Sg | Extraitdelevure....................ooeeen 5S¢
Phosphate dipotassique..................... S5g | Saccharose...........coovvvviiiiiiinnninnn. 100g
Eau distillée.........ccoeeeveeennnne 1000 ml | GIUCOSE....ovvvieiieii i S5¢g
pH =7 Citrate de sodium............c..coeieiinnn. lg
Gélatine.........c.oooeviiiiiiiiiii 2,5¢

AZohydrate de sodium 0,075g




Milieu MRS- BCP
Peptone .......coecvvevviiiiiieeee e, 10g
Extrait de levure .........cccoevevevieniiienieenne, 5¢g
GIUCOSE ..ottt 20g
Acétate de sodium trihydraté.................... 5,0g
Citrate d'ammonium ...........ccceeeeveeereveennnn. 2,0g
TWeen 80 ...cooovvveveiiiiiiiiiiiiiiiii 1,0 ml
Hydrogénophosphate de potassium....... 2,0g

Milieu M.H
Extrait de levure ........ccoeveeveeieennnnne. 3g
Hydrolysat acide de caséine .........17,5g
AmIdon .....oooviviieieeie e 1,5¢
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