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Résume:

Recement, un grand intérét est consacré aux bactéries lactiques qui présentent de grandes
propriétés bénéfiques, pour la santé de I'nomme. Ce travail est mené pour évaluer l'intéret
des etudes scientifiques sur les bactéries lactiques (LAB) isolées de certains fruits et Iégumes
frais locaux. Cing échantillons de fruits et Iégumes (Fraise, orange, dattes, tomate et chou) ont
été choisis pour Il'isolement de souches lactiques. Des tests de caractérisation phénotypique
préliminaire (Température de croissance, coloration de Gram, test catalase) sont étudiés.
Ensuite, les différents tests biochimiques qui devaient étre réalisés pour la purification et
I'identification des isolats, sont détaillés. Au finale, une Analyse de quelques articles
sélectionnés est établie afin de démontrer l'intérét d'utilisation des bactéries lactiques

autochtones des fruits et Iégumes.

Mot clés: Bactéries lactiques; fruits, 1égumes; isolement;caractérisation phénotypique.

Abstract:

Recently, great interest is consecrated to lactic acid bacteria who have great beneficial
properties for human health. This work is carried out to assess scientific studies about lactic
acid bacteria (LAB) isolated from somelocal fresh fruits and vegetables. Five samples of fruit
and vegetable (Strawberry, orange, tomato and cabbage) were chosen to isolate lactic
strains.Preliminary phenotypic characterization tests (Growth temperature, Gram stain,
catalase test) were studied. Then, the various biochemical tests that should be carried out for
the purification and identification of the isolates were detailed. Finaly, some scientific articls
were selected to be analysed in order to demonstrate the value of using indigenous lactic acid

bacteria of fruits and vegetables.

Keywords: Lactic acid bacteria; fruits; vegetables; isolation; phenotypic characterization.
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Introduction

Introduction:

Au-dela de la valeur nutritionnelle de base des aliments en termes de go(t et de besoins
nutritionnels immédiats, la nutrition est considérablement devenue un atout important en
terme de capacité a fournir des avantages spécifiques pour la santé de I'homme (Saarela, M.,
et al., 2002), et elle est considérée comme un des facteurs de santé publique ou les fruits et

Iégumes sont particulierement recommandés. (Djerroud, 2010).

En effet, Les fruits et Iégumes sont riches en nutriments, vitamines, fibres, carbohydrates
et surtout riche en antioxydants, la présence de ces derniers dans les végétaux ont la capacité
de piéger les especes réactives nocives pour les cellules humaines et qui sont présentes en trés
grande quantité en conditions de stress oxydant (Tamang, J.P et al., 2016). Elles jouent
également un réle vital pour la santé et le bien-étre de I'nomme, en particulier pour leur
capacité a prévenir les carences en vitamines C et A ; ils sont également conseillés pour

réduire le risque de plusieurs maladies (Kalia et al., (2006).

La surface des fruits et des légumes est caractérisée par une flore microbienne tres
diversifiée composée de bactéries appartenant a différents groupes bactériens, parmi
lesquelles, onretrouve les bactéries lactiquesqui appartiennent a un groupe de bactéries
bénéfiques, produisant de I’acide lactique connues pour son role dans la préparation des
laitages fermentés, le saumurage des légumes, la boulangerie, la fabrication du vin, le
saurissage des poissons, des viandes et d'autres produits fermentés (El soda et al.,
2000;Cherkroun et Bensoltane., 2007).

Les atouts nutritionnels et thérapeutiques combinés des végétaux et des bactéries lactiques
nous ont conduits a 1’idée d'isoler et de caractériser les bactéries lactiques a partir de

quelquesfruits et 1égumes frais provenant de la région de Mostaganem.

Le présent travail visait a étudier I'isolement et I'identification des bactéries lactiques a
partir des fruits et légumes frais, mais en raison de la crise sanitaire par laquelle passe notre
pays, les expérimentations n’ont pas pu etre réaliséescomplétement, par conséquent, nous
rapportons la mise en évidence de la meéthodologie a suivre pour isoler et identifier les
bactéries lactiques a partir des fruits et légumes ainsi que I'analyse d'articles scientifiques

sélectionés dans le contexte de I'étude.




Introduction

Le manuscrit est structuré en trois parties, la premiere consacrée a une synthése
bibliographique articulée autour des bactéries lactiques, et des fruits et légumes. La seconde
partie (Méthodologie) présente le matériel et les méthodes mis en ceuvre dans le cadre
pratique de ce travail. Dans la derniére partie, une analyse d'article de différentes études
sélectionnées est établie.
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Synthese bibliographique Les bactéries lactiques

I.  Les Bactéries lactiques :

l. 1. Historique :

Les bactéries lactiques seraient apparues sur terre il y a pres de 3 milliards d’années selon
des donneées de paléontologie, des données moléculaires basées sur les séquences des ADN
ribosomiques et les séquences signatures de protéines conservees, ainsi que sur certaines

caractéristiques du métabolisme carboné de ces bactéries (Patrick Tailliez., 2001).

Le terme de bactéries lactiques est intimement associé aux bactéries impliquées dans
la fermentation des aliments pour ’homme et I’animal (Klein et al ., 1998 ; Guiraud
et al.,, 2003; Axelsson., 2004 ; Limsowtin et al., 2004). L’utilisation de la fermentation
par I’homme remonte a des temps trés anciens. En effet, I’existence des produits laitiers
fermentés remontent a 8000 ans avant JC dans le croissant fertile au Moyen Orient (plaines du
Nil, du Jourdain, de I’Euphrate et du Tigre), et I'apparition de fermentation des végétaux et la

production de levain remonte entre 2000 et 4000 ans avant JC chez les Egyptiens.

La fermentation est réalisée a partir de différents types d’alimentation, des végétaux
(concombre, betteraves, dattes, jus de fruits, soja, etc...), des produits d’animaux (viande,

lait) ou du poisson (Fox et al., 2004 ; Herve-Jimenez et al., 2009).

Cependant, Les travaux de Pasteur sur la fermentation en 1857 ont permis d'établir un lien
entre la fermentation lactique et les bactéries lactiques (Lister, 1873). De plus, des études
sur la phylogénie bactérienne mentionnent leur apparition avant celle des cyanobactéries.
La premiere culture pure était des Bacterium lactis probablement des Lactococcus lactis,
obtenue par Lister en 1873. Les genres Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus et

Streptococcus ont été les premiers a étre décrits.(Quiberoni etal., 2001).

En 1890, Storch et al. (Storch, 1980) ont conclu que la présence debactéries lactiques est
responsable de [D’acidification du lait et de la maturation de la créme. Metchnikoff
(Metchnikoff, 2004) isole en 1904 |le « Dbacille bulgare » (Lactobacillus
delbrueckiissp.bulgaricus) présent dans le yaourt. Il étudie les propriétés acidifiantes des
bactéries du yaourt et il développera ’idée que les bactéries contenues dans les laits
fermentésont un effet bénéfique sur la santé (Penaud, 2006, Ouadghiri, 2009). Il plaidera en
faveur de I’introduction de produits laitiers fermentés dans le régime alimentaire en 1905,
lespremiéres entreprises fabricant du yaourt a partir des souches de I’Institut Pasteur
voient le jour (Bibel, 1988).
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. 2. Habitat :

Les bactéries lactiques sont ubiquistes, trés répandues dans la nature,tres exigeantes en
éléments nutritives et peuvent se retrouver en association avec 1’hote (Homme et animal),
dans un écosysteme microbien complexe, tels que la cavité buccale ou les tractus gastro-
intestinal et génital (Klein et al., 1998) , ou a I’état libre dans 1’environnement (sol, eau, eaux
usées, fumier, ensilage...), et dans les divers produits alimentaires tels que les produits laitiers
fermentés (lait fermenté, fromage...) (Holzaptel et al., 2001), et mémesur la surface
desvégétaux (plantes, fruits et légumes...) (Konig et Frohlich, 2009 ; Di Cango et al.,
2012).

Les BL autochtones des Iégumes et fruits (Buckenhtskes., 1997), leur diversité dépend
des parameétres intrinséques et extrinséques de la matrice végétale; elles sont responsables de
la fermentation lactique spontanée des légumes crus et fruits lorsque des conditions
favorables d’anaérobiose, d’activit¢ de 1’eau, la concentration de sel et la température sont
réunies (Harris, 1998 ; Karovicova et Kohajdova., 2003 ; Kim et Chun., 2005). En effet,
des especes telles que Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus
paraplantarum, Lactobacillus sakei ont été freqguemment isolées des fruits et Iégumes frais et
secs (Trias et al., 2008 ; Emerenini et al., 2013).

l. 3. Caracteristiques:

Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogéne de microorganismes produisant de
I’acide lactique comme produit principal du métabolisme (Dortu et al., 2008). Ce sont
des cellules procaryotes hétérotrophes et chimio-organotrophes, ce qui signifie qu'elles
utilisent comme source énergétique des substances hydrocarbonées telles que les sucres,
les alcools et les acides organiques. Elles possedent souvent des exigences nutritionnelles
complexes en terme d'acides aminés, de peptides, de vitamines, de sels, dacides graset
de sucre (Dellaglio et al., 1994). Elles sont Gram positifs (+) de forme sphérique allongées
ou en batonnets, immobiles, asporulées, anaérobies ou aérobies, mais aérotolérants,

dépourvues de cytochromes-oxydase, de catalase et de nitrate-réductase (Luquet., 2005).

Cependant, certaines souches sont pseudo-catalase (présentent une réaction) peuvent
survivre en présence d’oxygene. L’absence de catalase est caractéristique (Bourgeois et al,
1996 ; Larpent et al, 1997). En outre, elles ne liquéfient pas la gélatine, ne produisent pas
d’indole, ni d’hydrogeéne sulfureux (Dellagio et al, 1994). Elles sont pour la plupart

e
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mésophiles ; certaines sont psychrotolérantes ou thermotolérantes. Elles se développent
majoritairement a des pH compris entre 4 et 6,5 et certaines sont encore actives a pH 9,6 ou a
pH 3,2. Elles ont des tolérances tres variables vis-a-vis du sel (Dogui et Koffi- Denis, 2010).
Le contenu en GC de leur ADN varie de 33 a 54%, ce qui les classe dans les bactéries a
faible pourcentage de GC (Muto et Osawa, 1987).

Le groupe des bacteries lactiques a éteé defini et classifié par Orla-Jensen en 1919 sur la
base de leur profil fermentaires, les BL peuvent étre classées en deux grands groupes :
les homofermentaires (voie d’Embden-Meyerhof) et les hétérofermentaires (voie Dickens-
Horecker) (Figure0l). Toutes les bactéries Homofermentaire (a 1’exception des genres :
Leuconstoc, Oenococcus, Weissella et certains membres du genre Lactobacillus) entravent la
voie de la glycolyse pour dégrader les hexoses (ex : glucose). Aprés son transfert vers la
cellule, le glucose subit une phosphorylation pour se transformer en fructose qui est a son tour
phosphorylé en fructose 1-6 di-phosphate puis clivé en dihydroxyacétone phosphate et
glycéraldéhyde phosphate (GAP), ces deux derniers sont convertis en pyruvate. Le pyruvate
est dans une derniére étape réduit en acide lactique qui est le produit unique: c’est la
fermentation homolactique. Dans les conditions défavorables telles la limitation du glucose,
ces bactéries produisent également I’acide formique, I’acide acétique, 1’éthanol et/ou le CO2

par la voie de fermentation des acides mixtes (Mozzi et al., 2010).

Glucose + 2 ADP + 2 Pi ==> 2 lactate + 2 ATP

Le groupe de bactéries lactiques hétérofermentaire utilise la voie des pentoses phosphate
(ou 6-phosphogluconate) qui consiste a une déshydrogénation du glucose, aprés sa
phosphorylation, pour donner le 6-phosphogluconate qui subira une décarboxylation. Le
pentose résultant est clivé en (GAP) qui suit la voie de la glycolyse donnant I’acide lactique et
I’acétyle phosphate qui sera réduit en éthanol. En raison de la production de CO2, d’éthanol
ou de l’acétate en plus de I’acide lactique, cette fermentation est appelée hétérolactique
(Salminen et al., 2004). Certaines bactéries homofermentaires sont aussi capables de faire la
fermentation heétérolactique dans des conditions de croissance non optimales ou selon la

nature du sucre utilisé (Leveau et al.,1993).

Glucose + ADP + Pi ——> éthanol + lactate + CO2 + ATP + acétate
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La différence entre ces deux groupes est détectable par dégagement de CO2.
Certaines bactéries lactiques homofermentaires, sous certaines conditions, c'est-a-dire
dans les milieux pauvres en hexoses, peuvent fermenter les pentoses pour produire de
I’acide lactique et de I’acide acétique comme produits finaux. Ces bactéries sont qualifiées
d’hétérofermentaires facultatives (Salminen et al., 2004, Doguiet Koffi- Denis, 2010). I
existe d'autres bactéries produisant de l'acide lactique mais qui ne sont pas considérées
comme faisant partie du groupe des bactéries lactiques. C’est le cas, par exemple, de
Bacillus et Sporolactobacillus qui sont des bactéries Gram (+) sporulées (Axelsson.,
2004). Quant aux bifidobactéries, celles-ci sont considérées comme des bactéries lactiques en
raison de leur propriétés physiologiques et biochimiques et a leur présence dans le méme

habitat écologique tel que le tube gastro-intestinal (klein et al, 1998).
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Figure 01: Transport et catabolisme du glucose par les bactéries lactiques (De Roissart H et
Luquet F.M (1994)). (A droite) la voie homolactique produit 2 moles d’ATP et de lactate par
mole de glucose dégradé. (A gauche) la voie hétérolactique produit 1mole d’ATP et de lactate

et 1 mole de CO2 et d’¢éthanol ou d’acétate par mole de glucose dégradé.

Les bactéries du genre Bifidobacterium caractérisés par une voie nommee « voie bifide »
ou voie de la fructose-6-phosphocétolase (FPC), dans cette voie le fructose-6-P est scindé par
la fructose-6-phosphte phospho-cétolase en érythrose-4-phosphate et en acétyle-phosphate et
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du glycéraldéhyde-3-phosphate pour former de 1’acétyl-phosphate et du glycéraldéhyde-3-
phosphate (Atlan et al, 2008).

l. 4, Taxonomie des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques appartiennent au phylum des firmicutes, a la classe des Bacilli et &
I’ordre des Lactobacillales (De Vos et al.2009). Cet ordre comporte 33 genres repartis entre
six familles qui sont: Lactobacilliaceae, Aoerococcaceae, Carnobacrteriaceae,
Enterococcaceae, Leuconostocaceae et Streptcoccaceae classées en se basant sur les analyses
phylogénétiques des séquences de I’ARNr16s (Ludwig et al, 2009).

Selon Stiles et Michael E., (Stiles et al., 1997) et Axelsson., (Axelsson, 2004), les
bactéries lactiques englobent les genres suivants : Aerococcus, Alloicoccus, Bifidobacterium,
Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactobacillus, Lactococcus,
Tetragenococcus, Leuconostoc, Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Lactosphaera, Vagococcus et Weisella. Néanmoins, c’est surtout Carnobacterium,
Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Weisella
et a grande échelle Lactobacillus, qui ont une certaine importance dans les aliments
(Vandamme et al., 1996). La relation phylogénétique entre les différents genres des bactéries
lactiques est représentée sur la figure 2 et est basée sur la comparaison des séquences d’ARN
16S.Carnobacterium, Enterococcus, Vagococcus, Aerococcus, Tetragenococcus et
Lactosphaera sont étroitement apparentés les uns aux autres. Lactococcus et Streptococcus
apparaissent comme relativement apparentés, alors que Lactobacillus est phylogénétiquement
distinct. (Holzapfel et al., 2001).




Synthese bibliographique Les bactéries lactiques

Oenococcus

Streptococcus

Lactococcus
Leuconostoc
Enterococcus,
Melissococcus —
e 2 Weissella
Tetragenococcus
Vagococcus

Carnobacterium
Lactosphaera Lactobacillus
Aerococcus
Alloiococcus
Dolosigranulum

Propionibacterium

Bifidobacterium

Figure 02: Arbre phylogénétique consensus, basé sur la comparaison de séquence d’ARNr
16S, montrant les principaux groupes de bactéries lactiques, ayant un faible contenu mol% de
G+C de I’ADN ainsi que les bactéries Gram positives non reliées des genres Bifidobacterium

et Propionibacterium. (Holzapfel et al., 2001).

La premiere classification des bactéries lactiques, revient a Orla Jensen selon le profile
fermentaire des différents sucre et dés 1974, selon le Bergey’smanual (Holt et al., 1994), les
BL se retrouvent dissociées en deux familles : celle des Streptococcacea et celle des
Lactobacillacea. En 1985, Schleifer et al. Ont proposé la division des streptocoques en 4
genres genétiquement distincts : Streptococcus, Enterococcus, Vagococcus et Lactococcous,

ces deux derniers regroupant les streptocoques lactiques {Dellaglio et al., 1994).
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Certaines caractéristiques phénotypique / biochimique classique sont utilisées pour
identifier les espéces a I’intérieur des genres comme la capacité & fermenter les hydrates de
carbone, tolérer différentes concentrations en bile, produire des EPS, exiger des facteurs de
croissance, produire de 1’acétoine et synthétiser certains enzymes, demeurent pratiques dans
I’identification préliminaire des microorganismes. Cependant, les criteres phylogénétiques par
I’utilisation des méthodes moléculaires, la composition en G+C de I’ADN, la composition en
acides gras sont également d’autres critéres qui peuvent étre étudi€¢ pour 1’identification des

especes lactique (Vandamme., 1996;Stiles et Holzopfel 1997 ; Ho et al., 2007).

La morphologie cellulaire est considérée comme la caractéristique clé pour décrire et
classifier les genres des bactéries lactiques. De ce fait, les bactéries peuvent étre divisées
arbitrairement en bacilles (Lactobacillus et Carnobacterium) et coques (tous les autres
genres). Le genre Weissella, récemment décrit, est le seul genre qui comporte a la fois des
bacilles et des coques (Collinet al., 1993 ; Ho et al., 2007).

l. 4. 1- Le genre Lactobacillus sp:

En 1896, le genre Lactobacillus a été décrit pour la premiere fois par Beijerinck, et
I'espéce type était Lactobacillus delbrueckii. Le genre Lactobacillus est le genre principal et
de loin le plus grand et le plus diversifié de la famille des Lactobacillaceae, il
comprend actuellement 158 especes, sept de ces espéces sont constituées de 18 sous-especes ,
c'est un genre tres hétérogéne, englobant les especes avec une grande variété
phénotypique, biochimiques et physiologiques. L'hétérogénéité se traduit par la gamme
du pourcentage GC de 32 4 55% de I'ADN des especes incluses dans ce genre (Zhang et Cai,
2014).

On rencontre chez les lactobacilles une variabilit¢ de forme (fins, incurvés,
coccobacilles,...) et de longueur. La longueur des bacilles et le degré de courbure dépend de
I'dge de la culture, la composition du milieu (par exemple, la disponibilité des esters d'acide
oléique) et le taux d'oxygeéne. Cependant, les principales différences morphologiques entre
les especes restent habituellement clairement reconnaissables; certaines espéces de
lactobacilles produisant du gaz (Par exemple, Lactobacillus fermentum et Lactobacillus
brevis) présentent toujours un mélange de bacilles longs et courts (De Vos et al, 2009). La
division cellulaire se produit seulement sur un seul plan. La tendance a former des chainettes
varie selon les especes et méme des souches, ceci dépend de la phase de croissance et le pH
du milieu (Zhang et Cai, 2014 ; De Vos et al, 2009).
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Les lactobacilles ont des exigences nutritionnelles trés complexes en acides aminés,
vitamines, acides gras, nucléotides, glucides et en sels minéraux. La température de
croissance est comprise entre 2 et 53°C, avec un optimum entre 30 et 40°C (De Vos et al,
2009). Le pH de croissance est compris entre 3 et 8 avec un optimum habituellement allant de
5.5 a6.2 (Zhang et Cai, 2014).

A Tl'origine, les espéces du genre Lactobacillus ont été classé en fonction de leur
température de croissance et leurs capacité a fermenter les hexoses, et par la suite en fonction
de leur potentiel homo ou hétérofermentaire , Cette classification est la seule reconnue, bien
gu'elle soit imparfaite car le séquencage de I'ADNrl6S a montré que des bactéries
lactiqgues classées selon des caracteres phénotypiques sont en réalité de parente
phylogénique trés éloignée. De plus, le contenu en GC% qui varie énormément d'une espéce a
une autre (32 a 53%) et I'absence d'’homologie ADN ADN significative entre beaucoup

d'espéces, sont aussi le reflet d'une parente phylogénique éloignée (Haydersah, 2010).

Orla-Jensen (1919) a subdivisé ce groupe d'une maniére similaire a celle des coques
lactiques. Ainsi, les sous-genres de Lactobacillus ont été créés: Thermobacterium,
Streptobacterium et Betabacterium. Remarquablement, cette division est toujours valide a
un degré considérable, bien que les désignationsaient été abandonnées et quelques
modifications dans les définitions des sous-groupes ont été faites (Zhang et Cai, 2014
; Salminen et al, 2004). Ces subdivisions étaient revisitées par Pot et ses collegues en 1994,
mais la définition acceptée, est celle donnée par Hammes et VVogel en 1995 qui divise le genre
en 3 Groupes sur la base du type des sucres fermentés et le processus de fermentation utilisé
(Zhang et Cai, 2014 ; Salminen et al, 2004).

Groupe | : formé des lactobacilles homofermentaires stricts qui regroupent les espéces de
I’ancien sous-genre Thermobacterium ne produisant presque exclusivement que de l'acide
lactique a partir de la fermentation des hexoses par glycolyse. 1ls ne peuvent fermenter ni les
pentoses ni les gluconates (Zhang et Cai, 2014 ; Salminen et al, 2004 ; Bekhouche et
Boulahrouf , 2005).

Groupe Il : formé de lactobacilles heterofermentaires facultatifs qui regroupent les
especes de I’ancien sous genre Streptobacterium et qui fermentent les hexoses en acide
lactique par glycolyse, et peuvent fermenter les pentoses en acide lactique et en acide acétique
grace a une phosphocetolase inductible. Ils ne produisent pas de CO2 lors de la fermentation

du glucose mais ils en produisent lors de la fermentation du gluconate. Les espéces les plus
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fréquentes dans 1’alimentation sont Lb. casei, Lb. curvatus,Lb. sakei et Lb. Plantarum (Zhang
et Cai, 2014 ; Salminen et al, 2004 ;Bekhouche et Boulahrouf, 2005).

Groupe Il11: formé de lactobacilles heterofermentaires stricts qui regroupent les espéces de
I’ancien sous-genre Bétabacterium, qui fermentent les hexoses en acide lactique, acide
acetigue (ou  éthanol) et CO2 (voie hétérofermentaire de la 6-phosphogluconate
déshydrogénase/phosphocétolase), et qui fermentent les pentoses en acide lactique et acide
acétique (voie hétéfermentative de la glycéraldéhyde-3- phosphate/pyruvate kinase/lactate
déshydrogénase) (Zhang et Cai, 2014 ; Salminen et al, 2004 ;Bekhouche et
Boulahrouf , 2005).

TableauO1l. Criteres différentiels des trois groupes de Lactobacilles adapté de (Sharpe, 1981;
Kandler et Weiss, 1986).

Caractéristique Groupe I | Groupe Il | Groupe i
Homofermentaires | Hétérofermentaire | Hétérofermentaire
Obligatoire facultatifs obligatoires

Fermentation  des | - + -

pentoses

CO2 a partir du |- - +

glucose

CO2 a partir du |- + +

glucose

FDP aldolase + + -

Phosphokétolase - + +
Lb.acidophilus Lb.casei Lb.brevis
Lb.delbrueckii Lb.curvatus Lb.bachneri
Lb.helviticus Lb.plantarum Lb.fermentum
Lb.salivarius Lb.sakei Lb.reuteri

FDP : Fructose 1-6 diphosphatealdolase.
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Figure 03 : Contraste de phase (A-E) et d'électrons (F) des micrographies montrant la
différence de morphologie des cellules de Lactobacilles. (De Vos et al, 2009):A :
Lactobacillus gasseri; B : Lactobacillus agilis; C : Lactobacillus curvartus; D : Lactobacillus
mineur; E : Lactobacillus fermentum; et F : la forme de I'involution de lactobacilles dans une

lame mince d'un grain de kéfir.

l. 4. 2-Les genres Leuconostoc, Oenococcus, Weissella:

Ces trois genres appartient selon la derniére édition du bergey’s manuel a la taxonomie
suivante:
Régne : Bacteria,
Division : Firmicutes,
Classe : Bacilli,
Ordre : Lactobacillales,
Famille : Leuconostocaseae,
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Genre : Leuconostocs, Oenococcus, Weissella

lIs regroupent les coques lenticulaires en paires ou en chainettes, meésophiles, qui
possédent un caractére hétérofermentaire marqué, avec production d’acidelactique
(isomére D), de CO2 et d’éthanol ou d’acétate. Les caractéristiques telles que
hydrolyse de I’esculine, la formation de dextrane, les conditions de croissance, la capacité
a croitre a différents pH et températures, 1’assimilation de citrate et/ou malate permettent la

différenciation entre les genres Leuconostoc et Weissella (Pilet et al, 1998 ; Ho et al, 2007).
l. 4.2.1- Le genre Leuconostoc :

Le terme Leuconostoc vient du mot « Nostoc » qui est une algue bleue mucilagineuse et
« Leuco » veut dire blanc (Sade, 2011). La premiére description du genre Leuconostoc a été
rapportée par Van Tieghem en 1878, ces bactéries lactiques sont apparues a 1 origine,
sous forme de chaines, d’aspect mucilagineux, non pigmentés, plusieurs especes ont été
reclassées a l'intérieur du genre Leuconostoc et de nouvelles especes y ont été ajoutées
(Zhang et Cai, 2014). En 1984, trois especes de Leuc. mesenteroides (Leuc. mesenteroide
ssubsp. mesenteroides, Leuc. mesenteroides subsp. dextranicum et Leuc. mesenteroides
subsp. cremoris) ont été reclassés en sous-especes de Leuc. mesenteroides (Zhang et Cai,
2014).

Ce sont des bactéries a Gram positif, immobiles, asporulées, anaérobie facultatives avec
une forme ovoide, associées en paires ou en chaines courtes (Lahtinen et al, 2012). Les
especes du genre Leuconostoc sont semblables au Lactobacilles hétérofermentaires, surtout
Lb. confusus et Lb. viridescens. Leuconostoc et Lactobacillus sont souvent isolés du
méme habitat et partagent de nombreuses caractéristiques. Hucker et Pederson (1931)
ont suggeéré que les Leuconostoc spp. Sont des formes intermédiaires entre les lactobacilles
et les streptocoques (Zhang et Cai, 2014). Leur utilisation en association avec des
lactocoques est tres répondue en industrie laitiére pour produire en plus de 1’acide lactique et
du CO2, des substances aromatiques telles que le diacétyle et 1’acétoinea partir des citrates du

lait (Hadef, 2012).

Selon Zhang et Cai (2014), le genre Leuconostoc comprend actuellement 13 espéces
(Tab.3) reconnues et qui sont : Leuc. mesenteroides, Leuc. carnosum, Leuc. citreum, Leuc.
fallax, Leuc. gasicomitatum, Leuc. gelidum, Leuc. inhae, Leuc. kimchii, Leuc. lactis, Leuc.
holzapfelii, Leuc. pseudomesenteroides, Leuc. palmae et Leuc. miyukkimchii (Zhang et Cai,
2014).
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Tableau 02 : Liste des espéces du genre Leuconostoc (Zhang et Cai, 2014).

Especes Année Origine

Leuc. fallax 1992 Choucrout

Leuc. carnosum 1989 Viande
stockée a
froid

Leuc. gelidum 1989 Viande
stockée a
froid

Leuc. mesenteroides 1878 Inconnu

Leuc.

mesenteroides ssp. 1929 Inconnu

cremoris

Leuc. 1912 Inconnu

mesenteroidesssp.
dextranicum

Leuc. 2012 Inconnu
mesenteroidesssp.
suionicum
Leuc. miyukkimchii 2012 Kimchi
Leuc.
pseudomesenteroides 1967 Inconnu
Leuc. citreum 1989 Source
Leuc. lactis 1960 humaine
Leuc. inhae 2003 Inconnu
Leuc. kimchii 2000 kimchi
Leuc. gasicomitatum 2001 kimchi
Leuc. holzapfelii 2007 Inconnu
Leuc. Palmae 2009 Café
Fermenté
Vin  de
palme
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Figure 04 : Leuconostoc lactis observé microscope électronique a transmission (x 10000).
(Bendimerad, 2013).

l. 4.2.2- Le genre Weissella:

Le genre weissella comprend dix-huit espéeces, qui sont W. thailandensis, W. cibaria,W.
hellenica, W. mineur, W. viridescens, W. paramesenteroides, W. confusa, W. soli, W.
koreensis,W. kandleri, W. ghanensis, W. beninensis, W. fabaria, W.halotolerans, W. oryzae,
W.diestrammenae, W. ceti et W. fabalis (Zhang et Cai, 2014). Weissella beninensis, a

récemment été décrite par Padonou et al en 2010.

Ces especes sont connues pour produire divers EPS (Lahtinem et al, 2012). Leur formes
cellulaires sont ovoides ou de courts batonnets a extrémités arrondies qui s’associent en paires
ou en courtes chaines. Elles sont hétérofermentaires et sont généralement immobiles. La
température optimale de croissance est de 15°C, mais quelques especes peuvent croitre
entre 42°C et 45°C (Lahtinem et al, 2012 ; Bjorkroth et Holzapfel, 2009). Certaine souches
comme W. beninensis, W. cibaria et W. thailandensis peuvent pousser a 10% de NaCl
(Zhang et Cai, 2014).

l. 4.2.3. Le genre Oenococcus :

Ce sont des bactéries immobiles, asporulées de forme ellipsoidale a sphérique, avec un
arrangement en paires ou en chaines, non hémolytiques et généralement non protéolytiques,
exigent un milieu riche en acides aminés et en facteurs de croissance. Leur température
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optimale est de 20°C a 30°C, acidophiles poussant a un pH initial de 4,8. Elles ont pour
habitat le vin ; par conséquence, elles tolérent I'éthanol et se développent dans des milieux
contenant 10% d'éthanol (Bjorkroth et Holzapfel, 2009 ; Zhang et Cai, 2014).

l. 4.3. Les genres Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus :

Ils étaient anciennement groupés en un seul genre Streptococcus. lls sont tres fréquents
dans I’industrie alimentaire comme contaminant et surtout comme agents de
fermentation homolactique (avec production d’acide lactique de type dextrogyre). Ils sont trés

exigeants sur le plan nutritionnel (Salminen et al, 2004).
l. 4.3.1. Le genre Lactococcus :

Le genre Lactococcus (streptocoque du groupe N) représente les streptocoques dits
«lactique», car ils sont associés a de nhombreuses fermentations alimentaires et ne possedent
aucune caractere pathogene. Les produits végétaux constituent leur réservoir principal, mais
ils sont largement présents dans le lait et les produits laitiers (Pilet et al, 2005). Les

lactocoques se présentent sous forme de coques en paire ou en chaines de longueur variable
(Fig.5).

Figure 05: Lactococcus lactis subsp lactis sous forme de cellules ovoides par paire (photo du

haut), et en chainette (photo du bas) selon la souche (Teuber et Geis, 2006).

Ce sont des bactéries anaérobies facultatives, homofermentaires, ne produisant que de

I’acide lactique L(+), seul Lactococcus lactis subsp. Lactis biovar. diacetylactis produit le
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diacétyle. Leur temperature optimale de croissance est proche de 30°C, capable de se
développer a 10°C mais pas a 45°C ; certaines espéces peuvent pousser a des températures
aussi basses que 7°C lors d'une incubation prolongée de 10 a 14 jours. Les cultures se
développent typiquement dans 4,0% de NaCl; Toutefois, Lc. Lactis subsp. cremoris ne
tolere que 2,0% de Nacl, qui se trouve étre la seule exception connue. Les Lactocoques
poussent mieux a des valeurs de pH quasi-neutre et cessent de croitre a un pH d'environ 4,5.
(Zhang et Cali, 2014 ; Salminen et al, 2004 ; Teuber etGeis, 2006 ; Lahtinen et al, 2012 ;
Schleifer et al, 1987). Elles ne poussent pas au pH 9,6 ou en présence de 6,5% de Nacl.
Excepté 1’espéce Lactococcus garvieae, elles ne sont pas hémolytiques (Alomar, 2007).
Quelques espéces produisent des EPS et des bactériocines. Elles sont capables de se
développer a 3% de bleu de méthyléne et d’hydrolyser I’arginine (Tamime, 2002).

Tableau03 : principales caractéristiques physiologiques et biochimiques de quelques especes

de lactocoques (Dellaglio et al., 1994).

Especes Croissance dans /a 2 @ | = = |Productionde:
sR | g¢ <
S o g 3 o)
L] i
o .
z z |8 | &8 |» 2 28 2z 9> 87
o o 2 5 o S 2 < < @ @
5 -~ | O o |0 o | & 235 g )
R 8 < - 2
> | S 3 2 2
© [ 0
B B
Lc.garviae + + + - - L(+) |+ - _ T
Lc.lactis ssp. | + - + - - - L(+) |- - _ ¥
Cremoris
Lc.lactis ssp | + - + - - L(+) + - - +
.hordniae
Lc.lactisssp. + |+ + - - L(+) |+ - _ V;
lactis
Lc.plantarum + |+ \V/ - - L(+) |- Vi - +
Lc. - |+ - - L(+) |V + - +
Raffinolactis

+: plus de 90% de réaction positives ;-moins de 10% de réaction positives ; V : plus de 10%

et moins de 90% de réaction positives.
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l. 4.3.2. Le genre Enterococcus :

Les entérocoques, étaient classés dans le genre Streptococcus, dont la création fut proposée
par Thiercelin et Jouhaud en 1903 (Klein, 2003). Andrewes et Horder en 1906, les avaient
classés en tant que Streptococcus faecalis et ont été considérés comme micro-organismes
potentiellement pathogeénes, puisqu’ils ontété isolés de patients avec des endocardites

(Kayser, 2003 ; Klein, 2003).

Le nom spécifique «faecalis » est di au fait qu’ils présentaient de nombreuses
similitudes avec des souches isolées de I’intestin humain. Des années plus tard,
Rebeccalancefield (1933) développa un systéeme de typage sérologique qui a permis de
séparer divers groupes de streptocoques, dans lequel ceux « d’origine fécale »
constituaient le groupe antigénique D, correspondant a la présence de glucose dans les

chaines latérales de 1’acide téichoique de la paroi cellulaire (Achemchem, 2001).

Enterococcus est un genre qui a une large distribution environnementale et occupe une
grande variété de niches écologiques depuis les divers aliments fermentés jusqu’au tractus
intestinal humain et animal dans lesquels il joue un réle bénéfique ; en effet, diverses souches
de Enterococcus sont employées comme probiotiques et beaucoup d’autres encore sont
impliquées dans des fermentations naturelles, comme des olives de table, des produits carnés,
et des produits laitiers, en particulier des fromages (Fuller, 1998 ; Franz et al., 2004 ;
Giraffa, 1997). Par contre, certaines espéces comme: Entérococcus faecalis et Entérococcus
faecium ont été soupgonnés d’étre des agents causals de maladies transmises par les aliments ;
aussi, E. faecalis est supposé étre le plus important en microbiologie clinique comme agent
des infections nosocomiales, et tant faecalis que faecium ont développé la résistance a un
grand nombre d’antibiotiques glycopeptidiques, la vancomycine et la téicoplanine (Sephard

et Gilmore, 2002).

Selon leurs caractéristiques culturelles et génétiques, ce sont des coques Gram-positifs
disposés en paires ou en courtes chaines, ayant un faible contenu en G+C (<50%), exemptes
de I’enzyme catalase et de cytochromes , ont un métabolisme exclusivement fermentaire
(homo-fermentaires), produisent 1’acide lactique comme métabolite final et de trés petites
quantités d’acide acétiques, d’acide formique et d’éthanol, mais sans production de gaz. IlIs

sont anaérobies facultatifs, chimio-organotrophes (Klein, 2003).
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Figure 06 : Enterococcus faecalis au microscope électronique (Wallace et al., 2003).
l. 4.3.3. Le genre Streptococcus :

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

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

Streptococcus thermophilus se différencie par son habitat (lait et produits laitiers) et son
caractere 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 S.
thermophilus de la plupart des autres streptocoques (Haddie, 1986 ; Pilet et al, 2005). C'est
la seule espéce non pathogene du genre Streptococcus, appartenant au groupe des bactéries
ayant un intérét industriel et nutritionnel reconnu sous le nom GRAS (Dellaglio et al, 1994;
Hols et al, 2005).

Des études moléculaires portant sur le séquengage du gene de ’ARNr 16S ont démontré
que S. themophilus est une espece trés distincte des S. salivarius et des entérocoques
(Delorme, 2008).
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S. thermophilus appartient au groupe des « streptocoques viridans » et toutes les espéces de
ce groupe sont commensales, ont les retrouves dans les cavités buccales, gastro-intestinales
et dans les muqueuses génitales des mammiféres (Facklam, 2002).

Figure 07 : Streptococcus thermophilus, au microscope électronique (Corrieu et Luqu et,
2008).

l. 4.4- Le genre Bifidobacterium :
Phylum: Actinobacteria
Classe : Actinobacteridae
Ordre : Bifidobacteriales
Famille : Bifidobacteriaceae
Genre : Bifidobacterium

Le genre Bifidobacterium (I’ancien nom étant Lactobacillus bifidus) est considéré comme
faisant partie du groupe des bactéries lactiques grace a la similarité de ses propriétés
physiologiques et biochimiques et a sa présence dans le méme habitat écologique, tel que le
tube gastro-intestinal (flore intestinale des nouveau-nés). Ces microorganismes sont
phylogénétiquement sans rapport avec ces dernieres. Ils sont davantage liés au phylum
Actinobacteria (anciennement Actinomycétes) (Zhang et Cai ., 2014).

3
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Les bifidobactéries ont été découverts pour la premiére 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 Cai., 2014). Ce sont des bactéries Gram positif dont
I’ADN est a haut pourcentage en G +C (46-67%). Les bifidobactéries se caractérisent par leur
forme tres irréguliére en forme de V, X ou Y ressemblant a des branches mais pouvant étre
coccoides, la présence d’une enzyme la fructose-6-phosphate phosphocétolase, celle-ci leurs
permet de fermenter les hexoses en produisant de ’acide acétique et de 1’acide lactique. Leur

température de croissance varie de 36°C a 43°C (Axelsson, 2004 ; Pilet et al ., 2005 ).

A Theure actuelle, ils sont utilisés dans la fabrication du yaourt et produits laitiers
fermentés (probiotiques). Leur présence entrainerait une protection contre les agents
infectieux au niveau intestinal grace a la présence d’un facteur bifidogéne (Sgndergaard,

2005).

Figure 8: Bifidobacterium sp (Wallace et al., 2003).

l. 5. Application des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques présentent des activités métaboliques assez diversifiées et une
capacité d’adaptation a différent environnements. Cette diversité est responsable de leur large

gamme d’applications (streit et al, 2008).
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e Dans le domaine thérapeutique : (Domaine Médicale) :

Les bactéries lactiques présentent des effets nutritionnels et thérapeutiques car elles
enrichissent le milieu ou elles se trouvent en vitamines (B et K), acides aminés, composé
organiques (acide lactique et acétique), enzyme (lactase) et bactériocines responsable de

I’inhibition des bactéries pathogénes (Soomro et al., 2002).

IIs ont des effets santé inclus dans le cadre d'effet probiotiqgue comme I'amélioration de la
digestion de lactose, la réduction du cholestérol sérique et dé-conjugaison des sels biliaires, la
réduction du niveau de substances carcinogénes, utilisation dans 1’élaboration des vaccins
(Clavez et al .,2009), et 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). Ce sont Metchnikoff et Tissier qui furent les premiers a détermine dans
leurs travaux des propositions scientifiques au sujet de 1’utilisation probiotique des bactéries

lactiques (Lilly et Stillwell, 1965).

L’expression < probiotique> dérivé de deux mots grecs ; <pro> et <bios> qui signifient en
faveurs de la vie, ce sont des préparations microbiennes vivantes utilisées comme additifs
alimentaires et qui ont une action bénéfique sur I’hote en améliorant la digestion et I’hygi¢ne
intestinale (Larpent, 1977). Les principales espéces incorporées dans les produits

probiotiques sont représentées dans le tableau 04.

Tableau 04: Principales espéces utilisées comme probiotiques (Robinson, 2002).

Lactobacilli Bifidobacteria Enterococci  Autres

Lb. Acidophilus B. bifidum E. faecium Saccharomyces boulardii

Lb. Plantarum B. infantis E. faecalis Lactococcus lactis subsp. cremoris
Lb. Casei B. adolescentis Lactococcus lactis subsp. lactis

Lb. Rhmnosus B. longum Leuconostoc mesenteroides

Lb. delbrueckii subsp. B. breve Propionibacterium freudenreichii
Bulgaricus

Lb. Fermentum B. lactis Pediococcus acidilactis

Lb. Johnsonii Streptococcus salivarius  subsp.

Thermophilus
Lb. gasseri Echerichia coli
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Lb. Salivarius
Lb. Reuteri

D'autres études ont démontré le role préventif aussi bien que curatif de ces bactéries sur
plusieurs types de diarrhées (Mkrtchyan et al., 2010). D’autres ont cité leur capacité de
diminuer les allergies liées aux aliments grace a leur activité protéolytique (EI-Ghaish et al.,
2011). Uehara et al., (2006) ont démontré la capacité des souches de Lactobacillus crispatus,
utilisées sous forme de suppositoires pour empécher la colonisation du vagin par les bactéries
pathogenes et de prévenir ainsi les rechutes chez les femmes qui souffrent d’inflammations

fréquentes et répétées de la vessie (Uehara et al.,2006).
e Dans le domaine de ’agriculture :

Les bactéries lactiques sont utilisées comme agents biologiques de conservation du
fourrage par fermentation acidifiante. L’utilisation des bactéries lactiques dans les ensilages,
permet de limiter ou d’inhiber certaines voies métaboliques indésirables telles que
I’acétogenése et la protéolyse, conduisant a I’amélioration de la qualité nutritive du fourrage.
Ainsi, on a pu observer chez le bétail une augmentation de 5 a 11 % des performances
zootechniques telles que la digestibilité, le gain de poids ou la production laitiére (salawu et
al, 2001 ; khuntia et chaudhary, 2002).

L’étiologie des effets bénéfiques engendrés par les souches lactiques dans les ensilages
reste encore tres peu élucidée mais des équipes suggerent un effet probiotique affectant
favorablement 1’écosystéme et le pH ruminal (Weinberg et al, 2004 ; Gollop et al, 2005).

e Domaine alimentaire :

Dans I’industrie alimentaire, ces microorganismes permettent la conservation d’une grande
variété de matiéres premiéres, conduisant ainsi a de nombreux produits : saucissons, les laits,
fermentés et les fromages représentent des produits fabriqués a partir de matiéres premieres
d’origine animale, tandis que la choucroute, les olives et certains vins (fermentation
malolactique) sont des exemples de transformation de matieére premiére d’origine végétale.
L’industrie laitiére est sans doute, le plus grand consommateur de ferments lactique
commerciaux, pour la production de laits fermentés, fromages, créemes et beurres (Daly et al
,1998 ; Hugenholtz et al, 2002 ; Axelsson, 2004 ; Streit et al, 2008).




Synthese bibliographique Les bactéries lactiques

Pour les laits fermentés, 1’acidification provoque la coagulation du lait (en facilitant
I’action de la présure) et 1’augmentation de la formation du caillé. Selon les produits, la
texture recherchées est ferme (yaourt ferme) ou onctueuse (yaourt brassé : kéfir) pour obtenir
une consistance déterminée ; 1’utilisation des souches plus ou moins acidifiantes peut étre
couplée a celle des souches productrices de polysaccharides et de mannitol (Satura et
Federighi ,1998).

La production en dehors de I’acide lactique, d’autres produits tels que 1’acétoine, le
diacétyle et I’acétaldéhyde ou I’éthanol sont responsables des flaveurs caractéristiques
(Boudjema, 2008). L’immense variété des fromages est en partie relative a une grande variété
de souches employées dans leurs fabrications, modifiant ainsi le gout et la texture de ces
produits. En effet les bactéries lactiques sont responsables de I’apparition de qualités
organoleptiques souhaitables de ce produit transformé, en plus de sa protection et sa
conservation (Van de Gudite et al, 2002).

En fromagerie, les lactobacilles sont aussi utilisés pour la préparation de pates dures ou
semi-dures typiques des fromages suisses et italiens (Alice et Sanchez-Rivas, 1997). Ces
espéces participent dans 1’affinage des fromages par leurs activité protéolytique, et la

formation d’ar6mes qui en résulte (Lane et al ,1996 ; Lynch et al, 1996).

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

bactériocines (Dortu et Thonart, 2009).

Le peroxyde d’hydrogene, produit en présence d’oxygene, s’accumule en 1’absence de
catalase ; son pouvoir oxydatif provoque 1’oxydation des lipides et la libération des acides
nucléique (Bloch, 1991). Le dioxyde de carbone, formé au cours de la fermentation
hétérolactique, crée un environnement anaérobie qui s’avere toxique pour certains micro-
organismes aérobies (Eklund, 1984). Les acides organiques élaborés lors de la fermentation
des glucides, peuvent inhiber les levures, des moisissures et des bactéries. En diffusant a
travers les couches lipidiques de la membrane bactérienne, ils provoquent un abaissement du
PH interne par libération de protons, déstabilisant ainsi le fonctionnement de la cellule
bactérienne (Booth, 1985).
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Certaines souches de bactéries lactiques produisent des bactériocines a spectre d’action
plus ou moins large comme la nisine et la lactostrepcine produites par Lc. lactis, la diplosine
par Lc. cremoris, la plantaricine par Lc. plantarum, la mesentérocine et la leucocine produites
par Lc. mesenteroides (Piard et Desmazeaud, 1992 ; Piard et al., 1992 ; Vandenbergh,
1993 ; Corbier et al., 2001). La production de ces peptides biocides peut présenter un intérét

dans la lutte contre des bactéries a Gram positif d’altération ou pathogenes (Edima, 2007).

Tableau 05 : Principales utilisations des bactéries lactiques en agroalimentaire (Caplice et
Fitzgerald, 1999).

Produits Pays Microorganismes Substrats
Pain
Pain International Saccharomyces cerevisiae, BIé, riz et autres
autres levures, et BL céréales
San Francisco  Lb. Sanfrancisco Farine de blé

Produits laitiers

fromages International Lc.lactis, sc.thermophilus, Lait de vache, chévre,
Lb.shermanii et Lb.bulgaricus, ou brebis
Propionibacterium  shermanii,

Penicillium spp.

Lait fermenté Lb.acidophilus Lait de vache

Cheddar Lactococcus (cremoris, lactis)  Lait

Suisse Lb (delbrueckii, bulgaricus Lait
, helveticus)

Yoghourt Internationale Sc. thermophilus, Lb, Lait
bulgaricus

Kefir Lactococcus, Levure, Lait de vache de
Lb. Kéfir jument ou de chevre

Produit vegétaux

Bongkrek Indonesie Rhizopus oligosporus Noix de coco
Gari Afrique de Corynebactérium manihot, Racines de manioc
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Idli
Kenkey
Kimchi
Mahewu
Ogi

Sauce de soja

Tempch
Nan
Olives

Choucroute

I’ouest

Sud de I’inde
Ghana

Coree

Afrigue du sud
Nigeria

Japon, chine,
Philippines

Indonésie
Inde

Meéditerranée

Europe

autres levure, et BL
(Lb.plantarum,
Streptococcus spp.)

BI,
Inconnu
BL
BL
BL,

Fusarium, Aspergilus,

Cephalosporium,

Penicillium spp, saccharomyces
Candida

mycoderma, C.valida, ou C.vini

cerevisiae,

Aspergillus oryzae ou A.soyae,
Lactobacillus,
Zygosaccharomyces rouxii
Rhizopus oligosorus
Saccharomyces cervesiae, BL
Lb.plantarum, Leuc.
Mesenteroides

Lc. lactis, Leuc.mesenteroide.
Lb. (brevis,

curvatus, saker)

plantarum,

Produits carnés et de la péche

Viandes
saucisses
Fermentées

Poissons

lzushi

et Europe (sud et

centre, U.S.A)

Asie

BL (Lactobacillus,
Pediococcus)

Staphylococcus, autre BL

Lb. (plantarum, casie), Cb.
(piscicola, et
divergens)
Leuc.  mesenteroides, Lb.

Plantarum

Riz et black gram dhal
Malis

Chou, noix

Mais

Mais

Soja et blé

Soja
Farine

Olives vertes

Choux

Viandes de bceeuf et

volailles

Poisson

Poisson, riz, légumes
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1.  Les bactéries lactiques des vegétaux (Fruits et Iégumes) :

Les aliments d’origine végétale occupent une place importante de notre alimentation. Ils
sont riches en nutriments essentiels tel que les minéraux, les vitamines, les fibres et les
composés phénoliques (Desalme et al., 2004). Aussi, un grand nombre de microorganismes
différents peuplent les surfaces des fruits et des légumes, incluant des bactéries & Gram positif
et négatif, des levures et des moisissures dominants, et des bactéries lactiques qui ne
représentent qu’une toute petite partie de la flore microbienne mais qui constituent le pilier de
la fermentation spontané (fermentation lactique) lorsque les conditions (température,
nutriments, eau) deviennent favorables (Di cagno et al.,, 2013). En effet, elles sont
caractérisées par une croissance et une acidification rapide, inhibant la croissance des
bactéries a Gram négatif et les levures, ce qui permet d’allonger la durée de conservation des
aliments. De plus, avec la production de composés antimicrobiens, les bactéries lactiques
constituent également de potentiels candidats pour la bio préservation de fruits et de Iégumes
(Fessard., 2017).

La fermentation lactique est utilisée par ’homme depuis 1’antiquité dans le but de
conserver les aliments facilement périssables mais aussi d’apporter de nouveaux gofts, des
ardbmes et de la texture. Les premiers aliments végétaux fermentés étaient a base de céréales et
de fruits. La fermentation alcoolique de 1’orge en biére et des raisins en vin remonterait entre
6000 et 1700 ans avant JC en Mésopotamie et en Egypte (Paul Ross et al.., 2002). A
I’époque, les aliments fermentaient naturellement, sans aucune maitrise du processus de
fermentation ni la connaissance des microorganismes impliqués dans le processus de
fermentation, mais I'apparition plus tard de la connaissance de ces microorganismes, a permis
une croissance exponentielle dans la production et la commercialisation d’aliments fermentés.
Ainsi, différents types d’aliments fermentés ont vu le jour et restent aujourd’hui encore,
largement consommeés et trés appréciés par le consommateur qui est toujours a la recherche de
nouveaux aliments et boissons a haute valeur nutritionnelle, faciles et rapides a consommer.
Pour répondre a ces attentes, la fermentation lactique de végétaux, plus précisément de fruits
et légumes est en pleine voie d’expansion. Les effets bénéfiques sur la santé des aliments
fermentés sont de plus en plus étudiés ; une partie de ces effets résulte de 1’action des
microorganismes responsables de la fermentation sur notre organisme, 1’autre partie résulte

des métabolites produits pendant la fermentation. (Gest., 2004; Fessard., 2017).
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La caracterisation des especes de bactéries lactiques présentes a la surface des fruits et des
légumes représente une étape importante, d’une part pour la recherche de starters pour la
fermentation de fruits et de légumes et d’autre part pour la recherche de cultures pour la
biopréservation d’aliments a base de végétaux. En effet, L utilisation de starter autochtone
pour la fermentation de fruits et de légumes s’est intensifiée ces derniéres années car les
souches autochtones seraient génétiquement plus adaptées a la matrice que des souches
allochtones. Cette hypothése n’est pas encore confirmée pour toutes les espeéces de bactérie
lactique. De plus, cet effet peut étre contrebalancé par I’état physiologique de la souche au
moment de I’inoculation dans la matrice (culture liquide, culture lyophilisée) (Fessard.,

2017).

Les bactéries choisies doivent ainsi répondre a plusieurs criteres technologiques,
organoleptiques, sanitaires et nutritionnels (Fessard., 2017). Parmi les bactéries lactiques
utilisées, Lb. plantarum et Lb. pentosus sont les principales espéces commercialisées en tant
que starter pour la fermentation de fruits et de légumes (Tamang et al., 2016).

1. 1. Les Fruits :

Selon ’AOC (2016), la définition commune du fruit, c'est un aliment végétal plus ou
moins sucré, généralement consommeé en dessert. Cette définition est & distinguer de la
définition botanique car bien que certains fruits dans le sens courant soient effectivement des
fruits dans le sens botanique, ce n’est pas toujours le cas et vice-versa. Ainsi, du point de vue
botanique, les fruits sont les organes comestibles des plantes a fleurs, contient les graines et
succedes aux fleurs (pomme, poires, mangues immatures, citrons, banane) (Keopaseuth et al,
2008).

La composition principale des fruits est représentée par une teneur élevé en glucides, le
plus souvent du fructose mais aussi de saccharose ou de glucose et plus rarement d’amidon.
Un fruit apporte également de l'eau, des vitamines (vitamine C dans les fruits acides :
agrumes, groseilles, cassis, fraises, et le béta carotene dans les fruits colorés : abricots, péches,
myrtilles, cassis), peu d’oligo-éléments dans les fruits (riche en potassium et pauvre en
sodium), et des fibres représentées a part égale par la cellulose, lignine, hémicellulose et sont

riches en matiéres pectiques (Dupin et al., 1992).
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Les fruits ont recemment suscité un grand intérét, dans l'isolement de bactéries lactiques a
effet probiotique, ayant aussi un réle industriel dans la fermentation des végétaux et des jus de
fruits. Les exemples des travaux de recherches concernant les différentes souches lactiques

caractérisées sont représenté dans le tableau suivant :

Tableau 06: Bacteéries lactiques isolées a partir de fruits.

Bacteries
impliquées

lactiques

Type de fruit

Références

Lactobacillus plantarum

Tomate, Capres, Ananas,
Prunes, Kiwi, Cerise,

papayes.

(Sanchez et al., 2000 ;
Tamminen et al., 2004 ;
Plenghvidhya et al., 2007
; Di Cagno et al., 2008a,

2008b, 2010a, 2011a,
2011b ; Pulido et al,,
2012)

Lactobacillus
Lactobacillus
paraplantarum
Lactobacillus plantarum

pentosus

Tomate, Agrumes, Banane

(Emerenini., et al., 2013)

Leuconostoc mesenteroides, | Péches (Chen Y-S et al., 2013)
Weissella cibaria,

Lactococcus lactis,

Weissella

paramesenteroides,

Enterococcus faecalis,

Weissella minor,

Lactobacillus brevis

Lb. plantarum, Lb. | Olive

paracasei, Lb. pentosus, Lb.
caseli, Lb. brevis,
Pediococcus cerevisiae, Lc.
mesenteroides, Lc. Lactis

(Montet D et al., 2014)

Lb. plantarum, Lb. brevis,
Lb curvatus, Lc.citreum, Pc.
Pentosaceus.

Pousses de bambou

(Tamang JP et al., 2016)

m
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> Exemples des fruits étudiés:

Les oranges (Citrus sinensis, orange douce), sont de forme et couleur variables, oblongue
a sphérique, du jaune verdatre terne a 1’orange foncé brillant, & maturité. Leur taille est
également trés variable, de quelques dizaines de ga plusieurs kg selon les especes et les
variétés (Praloran, 1971). Sont des fruits charnus de type baie avec un péricarpe structuré
en trois parties bien différenciées (Duan et al., 2014).

Les oranges sont les plus consommées en raison de leur bonne saveur, leur valeur
nutritive élevée et leur composition riche en molécules bioactives (plus de 170
composés phytochimiques sont décrits). Elles sont consommees comme dessert (fruit
frais ou cuit), confiture ou jus (Lagha-Benamrouche et al., 2018). L’orange est riche
en eau (plus de 85%). Cette eau de constitution contient, sous forme dissoute, la plupart
des élements nutritifs ; Elle contient 23 éléments nutritifs essentiels, y compris le sucre
de fruits, fer, phosphore, et la vitamine B1, B2, B3, contient également des protéines, de
’acide citrique et du calcium. La richesse de I’orange en vitamine C la met en téte des
aliments protectifs et guerissant car elle aide a fixer le calcium sur les os, et évite

I'apparition de maladies tel que le « Scorbut » et le « Barlow » (Sabri, 1980).
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Figure 09 : coupe transversale d’orange (Baches, 2011).
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e Les Dattes: la datte fruit du palmier dattier, c'est une baie, de forme généralement
allongée. Sa dimension varie de 1,5 a 8 cm de longueur et son poids varie de 2 & 20 g.
Sa couleur va du blanc jaunatre au sombre tres foncé presque noir, en passant par les
ambres, rouges et bruns. La datte contient une seule graine dite "noyau”, la partie
comestible de la datte, est dite "chair” ou "pulpe”, (Bessas, 2008). La datte constitue un
excellent aliment, de grande valeur nutritive et énergétique posséde aussi quelques
propriétés medicinales par exemple étant riche en fibres ce qui facilitent le transit
intestinal et exerce un réle préventif des cancers colorectaux, des appendicites, de la
diverticulose, des varices et des hémorroides. Elle a également un effet
hypocholestérolémiant (Albert, 1998).
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FigurelO: Schéma datte et son noyau du palmier dattier d’aprés (Belguedj, 2001).

Les fraises : (Fragaria x ananassa), sont des plantes herbacées appartient a la famille des
Rosacées (da Silva Pinto et al., 2008). Elle est considérée comme un fruit mous
périssables présentant une durée de conservation post-récolte extrémement courte, en

raison de la faible résistance mécanique et de la sensibilité élevée a l'attaque des
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pathogenes. Ce fruit est trés saisonnier et sa disponibilité est tres étroite dans 1’année
(Giampieri et al., 2012).

La structure de la fraise comporte de nombreux petits carpelles individuels (akene),
portés sur un réceptacle hémisphérique ou conique qui s'accroit jusqua devenir a la
maturité une masse pulpeuse, juteuse, délicieuse au go(t (Hebbache et al., 2013). Elle est
tres riche en eau 90% et relativement peu chargé en glucide (Garcia et al., 2002). De plus,
elle est peu calorique, aussi riche en vitamine ,la plus intéressante est la vitamine ¢ qui
intervient dans les grandes fonctions de ’organisme, ainsi que les vitamines de classe B
(B8 biotine qui joue un rdle contre la chute des cheveux ,B9 acide folique qui agit sur la
croissance et la division cellulaire) de plus un apport en oligo-éléments et
macronutriments, (Souci et al., 1981). Elle figure parmi les fruits les plus riches en fibres
ses petits grains étant composés de pectine et de cellulose ces fibre bénéfique pour le

transit et le fonctionnement du systeme digestif (Souci et al., 1981). Elle est également une

bonne source de composes antioxydants, tels que les flavonoides et les composé
phénoliques (Rebeaud et al., 2017).

faisceaux
conducteurs

réceptacle
charnu

calice

Figurell : (A) vue générale d’une coupe longitudinale de fraise ;(B) schéma explicatif.
(Anonyme I, 2018).
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Il. 2. LesLégumes:

Dans le langage courant, le Iégume est la partie d’une plante herbacée qui se consomme,
cette partie peut étre les graines, les feuilles, les fruits, les tiges ou les racines pour ’OAC. En
botanique le terme légume désigne le fruit des légumineuses, c’est-a-dire la gousse
(Keopaseuth et al.,2008).0r, les légumes peuvent étre classés en différentes catégorie: Les
Iégumes-racines (carottes, navets, betterave, radis, celeri, patate douce, pousses de bambou);
Les Iégumes-fruits (concombres, olives, tomates, poivrons, gombo, les pois verts), et Les
legumes-feuilles (chou, chou-fleur, brocoli, feuilles de moutarde, épinard, laitue)
(Keopaseuth et al.,2008). Les légumes se caractérisent par une teneur tres importante en eau
(90%). La teneur en glucides est modéré de 1 a 6% pour les parties aériennes des plantes
(salades, épinards, courgettes, tomates) et 9% pour les racines (carottes, céleri) (Martin,
2001). Un apport important d'oligoélément: le potassium et le calcium (surtout dans les
choux), du magnésium, du fer et du cuivre (Iégumes a feuilles type épinard), du soufre
(choux, oignons, ail, poireaux, navets, radis) et de nombreuses autres matiéres minérales. Les
Iégumes sont riches en vitamines hydrosolubles : vitamine C (choux, légumes a feuilles,
tomates), provitamine A ou béta-caroténe (partie colorée des plantes : légumes a feuilles
vertes, carottes) et vitamines du groupe B (Ciqual, 1995). Les fibres des plantes se composent
surtout de cellulose, d’hémicellulose et de matieres pectiques. La pomme de terre se distingue
par un apport plus important en amidon (20%) et un teneur en vitamine C assez faible surtout

apres quelgues mois de conservation (Ciqual, 1995).

Le tableau suivant détermine les différentes souches de bactéries lactiques ayant été isolées

a partir de différents types de légumes par différents chercheurs:

Tableau07 : Bactéries lactiques isolées a partir de légumes.

Bacteéries lactiques Type de légume Référence

impliquées

Lactobacillus plantarum Courges, Carottes, (Sanchez et al., 2000 ;
Concombres, Abergines, Tamminen et al., 2004 ;
Betteraves rouges, Plenghvidhya et al., 2007
Fenouils, Choux. ; Di Cagno et al., 2008b,

2008a, 2010a, 2011la,
2011b ; Pulido et al.,
2012

Lactobacillus pentosus Aubergines, Concombre (Sanchez et al., 2000;
Tamminen et al., 2004 ;
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Lactobacillus fermentum

Lc. mesenteroides, Pc.
cerevisiae, Lb. plantarum,

Lb. fermentum, Lb.
Buchneri

Lb. brevis, Pc.
pentosaceus, Lb.
plantarum,

Lactobacillus plantarum
Leuconostoc
mesenteroides
Pediococcus pentosaceus
Lactobacillus fermentum,
Lb. brevis, Lb. plantarum,
Lb. pentosus

Leuconostoc citreum, Lc.
carnosum,
Lc.gasicomitatum, Lc.
gelidum, Lc. inhae, Lc.
kimchii, Lc. lactis,
mesenteroides, W.
cibaria, W. confusa, W.
koreensis, Lb.curvatus,
Lb. plantarum, Lb.
pentosus, Lb.sakei
Lactobacillus plantarum

Lc.

Haricot vert, Betteraves
rouge, Aubergine.

Oignon rouge

Chou, radis, moutarde,

chou-fleur
Jus de (carotte, haricots

verts, courgette)

Aubergines

Chou chinois, radis,
gingembre etc.

Jus de concombre

Di Cagno et al., 2011a ;
Pulido et al., 2012)
(Offonry et Achi, 1998 ;
Sénchez et al.,, 2000 ;
Sesefia et Palop, 2007 ; Di
Cagno et al., 2008 ;
Pulido et al., 2012)
(Tamang JP et al., 2016)

(Tamang B, Tamang JP,
2010)

(Di Cagno R et al., 2008)

(Sanchez 1 et al., 2000)

(Cho J et al., 2006)

(Z Luetal., 2001)

> Exemple des légumes étudiés:

Le chou blanc: (Brassica oleracea): appartenant au groupe des légumes-feuilles plante

comestible de la famille des Brassicacées, sont une importante famille de plantes

dicotylédones et essentiellement herbacées. Il s’agit d’une plante crucifeére dont les feuilles

formant une téte compacte ou (pomme), Ce sont des plantes représentées dans le monde

entier, mais principalement dans les régions tempérées de 1’hémisphére Nord. (Adjélé Eli

Wilson, 2011). Les choux sont pour I’essentiel commercialisés a 1’état frais et entier, pour

£
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étre consommeé crus ou cuits. Une partie de la production (20 a 25 %) est destinée a des
transformations industrielles, la plus courante est la production de choucroute (Pitrat,
2003).

Figurel2 : chou-blanc (anonyme 11, 2017).

Tomate: La tomate est issue d'une une plante annuelle buissonnante, poilue et aux tiges
plut6t grimpantes, appartenant au groupe des légumes-fruits. Elle est aromatique lorsqu’on
la froisse. Cette plante potagére herbacée voit sa taille varier de 40 cm a plus 5 m selon les
variétés et le mode de culture (Dumortier ,2010). La tomate en tant que fruit est une baie
charnue, de forme globulaire ou aplatie avec un diametre de 2 a 15 cm. Lorsqu’il n’est pas
encore mdr, le fruit est vert et poilu. La couleur des fruits mirs varie du jaune au rouge en
passant par I’orange. En général les fruits sont ronds et réguliers ou cotelés (Shankara et
al., 2005). Elle appartient a la famille des Solanaceae, cette famille regroupe d’autres
especes qui sont également bien connues, telles que la pomme de terre, le tabac, le poivron
et l’aubergine (Shankara et al., 2005). La classification de la tomate se base
essentiellement sur le type de croissance, la nature génétique, la forme et la grosseur des

fruits, le nombre moyen de loges par fruits, la résistance aux maladies et la qualité
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commerciale et industrielle de la variété (Kolev, 1976). La consommation des fruits de la
tomate contribue & un régime sain et équilibré, ils sont riches en minéraux, en vitamines, en
acides aminés, en sucre ainsi qu’en fibres alimentaires. Les tomates rouges contiennent du
lycopene, un anti-oxydant qui contribue possiblement a la protection vis-a-vis des
substances carcinogénes et que l'on retrouve a raison de 30 mg dans 200 ml de sauce
tomate. Les tomates se consomment fraiches en salade, cuites dans des sauces, dans des
soupes ou dans des plats de viande ou de poisson. Il est possible aussi de les transformer en

purée, en jus et en ketchup (Naika et al., 2005).

trace des style

reste du calice

pédoncule

Figure 13 : section transversale d'une tomate (A) Fruit de tomate (B), (Doré et Varogaux,
2006).

Il. 3. Intéréts de la Fermentation lactiques des fruits et légumes :

Les fruits et les léegumes se décomposent tres rapidement, ils perdent ainsi plusieurs de
leurs propriétés (couleur, odeur, apparence, texture). Pendant et apres récolte, les végétaux
peuvent subir  différents types d’altération : physique, chimique, biochimique et
microbiologique (De Bruyne, K et al. ,2008). A cause de leur faible durée de conservation,
les fruits et les légumes sont, dans la plupart des cas, transformés afin de réduire les pertes de

production. Les fruits et les légumes peuvent étre transformés sous forme de jus, de confiture,
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de purée, de concentré, de soupe, de salade, preparés en morceaux, hachés, en conserves ou
séchés. Ces procédés ont pour but d’allonger la durée de conservation des fruits et des
Iégumes et de les rendre disponibles & la consommation sur une période étendue (Tiwari .U et
al., 2013).

La fermentation lactique, un procedé non thermique permettant de réduire les pertes
nutritionnelles, mérite d’étre exploité pour 1’obtention d’aliments végétaux a haute valeur
nutritionnelle. La fermentation lactique est un processus métabolique réalisé par les bactéries
lactiques permettant de convertir les glucides de 1’aliment en acide lactique ou un mélange
d’acide lactique, d’acide acétique, d’éthanol et de CO2. La production de ces composés
permet d’allonger la durée de conservation en limitant la croissance des microorganismes
contaminants et pathogénes. La fermentation lactique permet de mieux préserver les
minéraux, les vitamines et les composés phénoliques, préservant ainsi les propriétés

antioxydantes de I’aliment (Duefias M et al., 2005).

I a été démontré que la fermentation lactique d’une légumineuse (Vignasinensis)
permettait d’augmenter la concentration de plusieurs composés phénoliques (acide gallique,
acide vanillique, quercétine, acide férulique, acide hydroxybenzoique) (Bjorkroth, K.J et al.,
2002). La fermentation lactique permet aussi de mieux préserver la teneur en vitamine C, en
glutathion, en composés phénoliques ainsi que I’activité antioxydante de smoothies et de jus
de tomate, de jus de grenade (Osimani, A et al.,2015), de jus de carotte, d’haricot et de
courgette (Magnusson, Jet al., 2002) et de lait de soja (Cho, J et al ., 2006).

Les aliments fermentés a base de végétaux sont consommés partout dans le monde, d’une
part grace a leur saveur et godts uniques et d’autre part griace a leurs effets bénéfiques pour
notre organisme. lls peuvent étre classes en plusieurs catégories en fonction de leur

composition.

Tableau 08 : Exemples de produits végétaux fermentés consommés dans le Monde.

Produit fermenté Pays Fruit/légume/légumineuse/végétal
Almargo Espagne Aubergine

Choucroute Monde entier Chou

Concombres Europe, Etats-Unis Concombre

Dhamuoi Vietnam Chou et autres Iégumes

Fu-tsai Taiwan Moutarde
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Fufu

Gari
Gundruk
Jiang-gua
Khalpi

Kanji (boisson)
Kombucha (boisson)

Kocho
Lafun
Olive
Ogi

Sinki
Suan-tsai

Tempoyak
Yan-taozih
Yan-tsai-chin
Tursu

Nigéria

Afrique de 1’Ouest

Népal, Inde
Taiwan
Népal

Inde

Chine
Ethiopie
Nigéria
Monde entier
Nigéria
Inde, Népal
Taiwan

Malaisie
Chine, Taiwan
Taiwan
Turquie

Manioc

Manioc

Chou, Radis, Moutarde, Chou-fleur
Concombre

Concombre

Racines de betterave

Thé

False banana

Manioc

Olives

Mais, sorgo, millet

Radis

Chou chinois, chou, Feuilles de
moutarde

Durian

Péches

Brocoli

Concombre, chou, tomates vertes,
Poivrons verts et autres légumes

=y


https://www.gettyimages.fr/photos/chou-blanc
https://www.gettyimages.fr/photos/chou-blanc
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1. Lieu et objectif d’étude:

La realisation de cette étude a été faite au niveau du laboratoire de Microbiologie de la
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de 1’Université Abd Al-Hamid Ibn Badis
(Mostaganem). Dans cette partie, les titres suivants vont étre developpés selon les différents

travaux de recherches sélectionnés pour la réalisation de notre étude:

e Isolement des bactéries lactiques a partir de différents échantillons (legumes
et fruits) (cette partie nous avant pu la réaliser du 20/02/2020 au 10/03/2020).

e [’étude des caractéristiques phénotypiques, physiologiques, biochimiques et

technologiques des isolats.

e L’identification phénotypique, physiologique, et biochimique des bactéries

lactiques thermophiles et mésophiles
2. Materiel :

2-1. Provenance des échantillons utilisés :

Echantillons Dattes; Orange; Fraise Tomate; Chou blanc
Type Fruits Légumes

Provenance Le Grand marché d'alimentation de la région Mostaganem
Date d'achat 25/02/2020

[
° Marcha couvert
(=

Figure 14: le Grand marché d'alimentation de la région de Mostaganem (localisation par
Google Maps).
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2.2. Milieux de cultures :

-Milieux M17 (gélose et bouillon) préconisé par Terzani et sandine (1975) est employé pour
la recherche des lactocoques.

-Milieu MRS (gélose et bouillon) de Man Rogosa et Sharpe est le plus connu pour la

recherche et I’isolement des lactobacilles.
2.3. Appareillages :

Etuve ; PH métre ; Bain marie ; Autoclave ; Réfrigérateur (-4°C) ; Congélateur (-20°C et -
45°C) ; Vortex ; Balance de précision ; Centrifugeuse ; Agitateur et barreau magnétique ;
Microscope optique (objectif a immersion) ;

2.4. La verrerie :

Tube a essai, bécher, erlenmeyer, flacon; lames; lamelle;

3. Méthode :
3.1. Isolement des bactéries lactiques :

e Préparation de la solution mére et des dilutions décimales : 25 g d’échantillon a été
mélangé a 25 g d’eau peptonée tamponnée dans un sac de congélation stérile pendant
1 min. Des dilutions décimales jusqu’a 10 ont été préparées a partir de la solution
meére : par une pipette Pasteur stérile, un volume de 1 ml de la phase aqueuse est pris
et additionné aseptiquement & 9 ml d’eau peptonée tamponnée pour 1’obtention de la
dilution 10, Ensuite, 1 ml de cette derniére est repris et additionné a 9 ml d’eau
peptonée tamponnée pour réaliser la dilution 1072, et le processus a été répété ainsi
jusqu’a l’obtention de la derniére dilution. (Amandine fessard et al., 2016.
identification, stress tolerance and antioxydant activity of lactic acid bacteria
isolated from tropically-grown fruits and leaves). Le protocole réalisé est représenté

par la (Figurelb).
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Rincaae => Découpage

Encrassage <= Pesage (250)

Tomate

Figure 15: Préparation de la solution mére
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Isolement des bactéries lactiques: L’isolement a été réalisé sur gélose MRS, M17
préalablement coulées et solidifiées dans des boites de Pétri, en portant quelques
gouttes des dilutions (0.1 ml) a la surface du milieu suivi d’un étalement. L’incubation
est faite a 37°C pendant 24h a 48h en condition d’anaérobies ; aprés incubation, les
colonies obtenues ont été sélectionnées aprés analyse macroscopique, coloration de
Gram et test de catalase. Seules les colonies qui présentent un aspect typique des
colonies de bactéries lactiques, et qui sont Gram + et catalase -, ont été prises en
considération et ont servit pour le repiquage des tubes contenant le bouillon MRS ou
M17 afin d'entamer leur purification par la suite. (Nehal et al., 2007).

Purification des isolats: La purification des souches isolées a été réalisée par
repiquages alternés et successifs sur milieux MRS et M17 (bouillon /gélose) jusqu'a
I'obtention de colonies bien séparé. La pureté des souches est révelée par la présence
sur gélose de colonies homogénes ayant le méme aspect, la méme couleur, la méme
taille et la méme forme (Heleni et al ., 2006; Guiraud., 2004). La pureté des isolats
est estimée par observation microscopique aprés coloration de Gram et 1’aspect

caractéristique de la culture des bactéries lactiques en bouillon.

Conservation des isolats :
= court terme : la conservation des isolats purifiés est réalisée par
ensemencement sur gélose inclinée. Aprés incubation a 30°C pendant 18
heures, les tubes sont conservés a +4°C, Le renouvellement des cultures se fait

tous les trois semaines (Saidi et al., 2004).

= A long terme : A partir des cultures jeunes (18-48 h) sur milieu liquide, les
cellules sont récupérées par centrifugation a 4000 t/min pendant 10 min. Une
fois le surnageant eliminé, on ajoute le milieu de culture de conservation sur le
culot. Le milieu de conservation contient du lait écrémé, 0,2% d’extrait de
levure et 30% de glycérol. Les cultures sont conservées en suspension dense et
en tubes eppendorf a -20°C. En cas de besoin, les cultures sont repiquées dans
le lait écrémé a 0,5% d’extrait de levure, avant utilisation (Saidi et al., 2004).

Le protocole réalisé est représenté par la (Figure 16).
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Culture de 18 h sur bouillon MRS

Centrifugation & 4000 tr/mn pendant 10 min

Conservation du culot

Culot est additionné de 2 ml du milieu de conservation (70% lait écrémé stérile + 30%
de glycérol)

Répartition dans des tubes Eppendorf

Conservation a -20 °C

Figure 16 : schéma de conservation longue durée des bactéries lactiques purifiées (Saidi et
al, 2002).
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A 4
Incubation a 37°c / 24h/48h
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Figure 17 : schéma utilisé pour I’isolement et identification des bactéries lactiques.
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3.2. Identification des souches

L’identification des souches sera basée sur la détermination des caractéres phénotypique,
physiologique, biochimique et technologique. La clé d'identification bactérienne par certains

tests est representée dans la (Figurel?).

:‘ Bactene Lactique : Gram , C mlm.--l:l

= TN

Gaz 2 partir ds glooose 1

al e 17T
Anpaine

)

SNINIC., S—
{(ooci 0w
Coocobacille

A

Figure 18: Clé d'identification bactérienne par certains tests (Carr et al., 2002).

3.2.1. Caractérisation phéenotypique :

e Examen macroscopique: Cet examenpermet 1’observation visuelle de la culture des
isolats sur milieu (MRS, M17) solide et liquide ; pour caractériser la taille, la forme et la
couleur des colonies sur milieu solide et le trouble dans le milieu liquide (Badis et al.,
2005).

e Examen microscopique : Ce test est effectué sur des frottis auparavant colorés par une
coloration différentielle (coloration de Gram), qui permet de selectionner les bactéries
Gram+ et Gram-, et d’apprécier la forme et le mode de regroupement des cellules. La

o ]

L 7
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coloration est faite selon la méthode classique (Annexe Il), L’observation des cellules

bactériennes est réalisée au microscope optique (G x100) (Guiraud et Galzy, 1980).

3.2.2. Caractérisation physiologiques:

3.2.38.

Croissance a différentes températures et thermorésistante: cette étape permet la
mise en évidence de la croissance des isolats a différentes températures (04, 30, 37 et
45°C). dans des bouillons MRS (pH 6,8) et Le développement des souches était
apprécié apres une semaine d’incubation pour les cultures a 04°C et aprés 24 a 72 h
pour les autres cultures, par comparaison avec un tube de milieu MRS liquide non
ensemencé. L’apparition de trouble indique la croissance des souches (examen de la

turbidité) (Larpent, 1996).

La thermorésistante des bactéries : se fait aprés exposition des isolats au bain-marie
a 63.5°C pendant 30 min puis ré-incubée a 30°C/24h a48h (Guiraud., 2003).

Croissance a pH 4,4 /4,9 et 9/ 9,6: Ce test se fait par ensemencement des bouillons
MRS et, dont le pH est ajusté au différents pH 4,4 /4,9 et 9/9,6, la croissance des
bactéries est appréciée par I’apparition d’un trouble dans les tubes (Guessas et Kihal
,2006; Rouisset et Bensoltane, 2006).

La Croissance en présence de différentes concentrations de Na Cl :Généralement,
les bactéries lactiques ne poussent pas dans des bouillons hyper salés, pour cela quatre
milieux (MRS /M17) liquides contenant différentes concentration de NaCl : 1% de
NaCl (1 g de NaCl par 100 ml de milieu), 2%, 3% et 6,5%, avec un pH de 6,5 sont
généralement ensemencer par les souches tests(Carr et al., 2002).Le développement
des cultures est apprécié par comparaison avec un tube témoin non ensemencé, apres
incubation a 37°C pendant24 a 72 heures(Badis et al., 2005).

Caractérisation biochimiques :

Test de la catalase : La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries
aérobies strictes et anaérobies facultatives. Elle décompose 1’eau oxygénée formée, en

eau et en oxygene qui se dégage. Sur une lame propre, déposer une goutte d’eau
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oxygenée (10 volumes) puis ajouter une colonie bactérienne, une catalase positif est

indiqué par le dégagement de bulles de gaz (Delarras. 2014).

Figure 19: Test catalase

Teste d’oxydase:Ce test détecte un type particulier de chaine respiratoire qui
comporte enfin de chaine un Cytochrome C et I'oxydase associée (Singleton, 1994).
Placer sur une lame un disque oxydase commercialisé, imbiber le avec une goutte
d’eau physiologique. Prélever une colonie a étudier a 1’aide d’une pipette Pasteur,
I’étaler sur le disque, Dans le cas de bactéries oxydase-positives, la coloration violet
fonce apparait immédiatement (Marchal et al., 1991).

Type fermentaire: Ce test permet de discriminer les isolats lactiques
homofermentaires des hétérofermentaires. Il consiste & mettre en évidence la
production de gaz (CO2) a partir du glucose. La culture des isolats est faite sur
bouillon MRS modifié par suppression de citrate d'ammonium et d'extrait de viande et
supplémenté de glucose et de la cloche de Durham. Apres incubation a 30°C pendant
24 a 48 heures, la production de CO2 se traduit par une présence de gaz dans la cloche
(Holzapfel et Gerber, 1983 ; Muller, 1990 ; Carr et al., 2002).

Croissance sur le lait bleu de Sherman: Cette épreuve a pour but d’étudier I’aptitude
des bactéries lactiques a pousser en présence de 0,1% et 0,3% du bleu de méthyléne
ainsi que leur capacité a le réduire. Seules certaines espéces appartenant aux genres
Streptococcus, Lactococcus et Enterococcus sont capables de se developper
(Bekhouche, 2006).
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Hydrolyse d’arginine (ADH): Cette enzyme libére I’ammoniac et la citruline a partir
de I’arginine. Pour réaliser ce test, des tubes de bouillon Moeller avec arginine et sur
un autre sans arginine (tube contréle) sont inoculés par les isolats. Les tubes sont
recouverts avec de 1’huile de vaseline stérile. L’incubation est faite a 30°C pendant au
moins 4 jours. Les souches possédant I’ADH vont acidifier le milieu en fermentant le
glucose (virage au jaune). Cette acidification favorise D’activit¢ de 1’arginine
dihydrolase qui va dégrader l'arginine et libérer I’ammoniac d’ou virage de la couleur

au violet (Gelman et al., 2000).

Hydrolyse de D’esculine: L’hydrolyse de cet hétéroside est mise en évidence sur le
milieu gélosé a I’esculine. le test consiste & inoculer le milieu a partir d’une culture de
24 h. aprés une incubation a 30°C pendant 24 h a 48h, une réaction positive se traduit
par un noircissement du milieudue aux sels ferriques solubles et 1’esculétine. Pour les
bactéries négatives, le milieu reste inchangé mais il ya croissance (Devoyod
etPoullain, 1988 ; Larpent-Gourgaud et al ., 1997).

Test mannitol-mobilité: La mobilité des bactéries repose sur I’ensemencement de la
souche par piqure centrale d’un milieu semi-solide. L’incubation est réalisée durant
24h a 30°C. La gélose semi solide mannitol mobilité permet de vérifier la mobilité des
souches (Guiraud., 2003).La fermentation du mannitol se traduit par virage de la
couleur du milieu du rouge au jaune. Les bactéries mobiles se déplacent a partir de la
ligne d’ensemencement en créant un trouble dans le milieu, alors que les bactéries
immobiles poussent uniquement le long de la strie d’ensemencement (Gerhardt et al.,
1994).

Profil fermentaire (fermentation des sucres): Il s’agit d’apprécier I’aptitude des
souches a métaboliser divers substrats carbonés en particulier les sucres. Ce test est
réalisé en ensemencant des galeries classiques de tubes de bouillon MRS/M17 (2ml)
sans extrait de viande et sans citrate (Leveau et al., 1991), additionné d’un indicateur
de pH (pourpre de bromocrésol a 0.04 g/l), le glucose du milieu MRS est remplacé par
le sucre a tester avec une concentration finale de 1%. (les solutions de sucres stériles :
maltose, galactose, inositol, rhamnose, glucose, adonitol, cellubiose, mannose,

mellibiose)par 0.1ml de cultures et I’ajout d’une couche mince d’huile de paraffine
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(V/V) stérilisé pour assurer 1’anaérobiose(Samelis et al., 1994). Aprés incubation
pendant 48h & 72h, le développement de la culture et le virage au jaune de I’indicateur
coloré di a I’acidification du milieu traduit la fermentation du sucre a tester (Guessas

et Kihal, 2004).
3.2.4. Caractérisation technologique :

e Pouvoir acidifiant : La mesure de l’activité acidifiante consiste a suivre d’une part
I’évolution du PH des différentes cultures en fonction du temps et d’autre part a doser
simultanément ’acidité totale par la soude.ll s’agit de préparerle lait écrémé a 10% dans
des flacons de capacité 250 ml. Apres stérilisation et refroidissement a la température
d’ensemencement, chaque flacon devra étre ensemencé par une culture lactique
(\V/100V). aprés incubation a 37°C, a un intervalle du temps 2h, 6h et 24h ; 10ml du lait
est prélevée 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 S

(Larpent, 1997). L’acidité est déterminée par la formule :

Acidité (°D)= V NaOH X 10

V NaOH : volume de NaOH utilisé pour titrer 1’acide lactique contenu dans les 10 ml de
lait.la mesure de pH est faite directement par le pH-métre , en plongeant 1’électrode dans le
volume du lait .le pH a été déterminé a chaque fois qu’on procéde au dosage de 1’acide

lactique

e Pouvoir protéolytique: L’activité protéolytique est une autre propriété
technologiquement importante des bactéries lactiques (Cogan et al., 1994). L’activité
protéolytique des bactéries lactiques est mise en évidence sur milieu MRS/M17
additionné de lait écrémé a raison de 10% (m/v) en utilisant la méthode des spots. Un
volume de Sul d’une culture fraiche dans du bouillon MRS de chaque souche est
déposé en spot puis les boites sont incubées a 30°C pendant 24h a 48h. La protéolyse
se manifeste par une zone claire autour des spots. Le diametre est mesuré en mm

(Franciosi et al., 2009). Le protocole décrit est représenté par la (Figurel9).
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Figure 20 : Test de ’activité protéolytique par la méthode des spots.

e Pouvoir aromatisant : La production d’acétoine (acétylméthylcarbinol) est testée sur
milieu Clark et Lubs. Les souches sont cultivées sur ce milieu ; Apres 24 h d’incubation,
on test par la réaction de VVoges-Proskaeur dite réaction de V.P (Avril et al., 1992). Dans
un tube & hémolyse, 2ml de cette culture sont transvasés, 0.5ml d’une solution de soude
(NaOH) a 16% dans I’eau distillée (VP1) et 0.5 ml de réactif a-naphtol a 6% dans 1’alcool
absolu (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 rose a la surface du milieu .un VP positif signifie que la souche
possede une voie métabolique particuliére pour la fermentation des hexoses, la voie

butyléneglycolique (Zouarari et al., 1992 ; Guessas et al .,2006).
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Production de dextrane : Les dextrane sont des homopolysaccaharides synthétisés par
certaines espéeces Mettez la avec la caractérisation technologique des genres Streptococcus
et Leuconostoc cultivées sur un milieu hypersaccharosé (Devoyod et Poullain, 1988). La
mise en évidence de la production se fait dans le milieu MRS solide modifié par 1’addition
de 10% (m/v) de saccharose. Elle se traduit par la formation de colonies larges et gluantes

sur les boites de Pétri aprés une incubation d’une semaine (Milliere et al., 1989).
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Discussion des travaux :

La recherche de Feriala A A. Abu Saif (Efficacy of Lactic Acid Bacteria Isolated from
Some Fruits and Vegetable) a été congu pour isolées les bactéries lactiques a partir de 50
échantillons de fruits et Iégumes, obtenus sur différents marchés du Caire. Les échantillons se
composaient de deux groupes: groupe I, 10 types de fruits frais (péche, pashmala, abricot,
raisin, banane, pomme jaune et rouge, kiwi, goyave et orange) (33 échantillons); groupe II, 3

types de légumes crus entiers (concombre, tomate et fraise) (17 échantillons).

Les cultures pures des isolats obtenues ont été identifiées selon leur caractere
morphologique (aspect, la taille, la forme, la couleur et la texture des colonies ont été
enregistrées), biochimiques et physiologiques permettant I'identification phénotypique
(préliminaire) des isolats et la méthodologie suivis pour l'isolement d'aprés la méthode de Dal
Bello & Hertel (2006) , consiste a prélever dix grammes de chacun, des échantillons de fruits
ou légumes frais dans 10 ml d'eau distillée stérile et bien homogeénéiser par vortex. Par la
suite, les dilutions décimales des homogénats ont été préparees dans une solution saline stérile

a 0,85%, et étalé sur gélose MRS (De Man et al., 1960) contenant du vert de bromocrésol
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(25 mg / 1). Les boites de Pétri ensemencées ont été incubées a 37°C pendant 48 h dans des
conditions aérobies. Les Colonies bien isolées ont ensuite été purifié par repiquage alterné
entre gelose et bouillon et les isolats pures avec les caractéristiques morphologiques bien
déterminer ont été caractérisé par la coloration de Gram; test de production de catalase et
d'activité du cytochrome oxydase; croissance a 10°C, 37 et 45°C et I'évaluation du profil de
fermentation des sucres (1% p /v) lactose, glucose, arabinose, fructose, saccharose et
raffinose (Aslam et Qazi, 2010).

Au totale, trente-huit (38) isolats a Gram positif et catalase négatif ont été obtenues dont 20
isolats appartiennent au genre Lactobacillus et 18 appartiennent a Lactococcus sp. Selon les
réactions biochimiques, 13 isolats sur38 ont été identifiés comme 5 appartenant a L.

plantarum, 2 isolats a L. brevis, 3 a Pediococcus sp et 3 a Leuconostoc sp.

L’étude d’Amandine Fessard et Fabienne Remize (Genetic and technological
characterization of lactic acid bacteria isolated from tropically grown fruits and
vegetables) consiste a identifier et caractériser des BL isolées a partir de fruits et légumes
de la Réunion Island. La papaye, les tomates et le chou mariné « Chou mariné, appelé
«Achards» a la Réunion, est un mélange de Iégumes (chou blanc, carottes, haricots verts,
piment) avec vinaigre, sel, curcuma et gingembre) », qui arbore des niveaux élevés de BL
(Fessard et al., 2016) ont été utilisés comme échantillons pour l'isolement des bactéries
lactiques tandis que l'identification a été réalisée par des méthodes moléculaires a savoir;
I'ARNr 16S, le séquencage des genes pheS et recA et la prise d'empreintes digitales (GTG) 5
ont été utilisées pour identifier et classer les BL.

Les Bactéries Lactiques de différents groupes génétiques ont été davantage caractérisés
phénotypiquement, avec l'examen de la production d'EPS, l'influence de température de
croissance et tolérance a l'acide, au sel, aux sels biliaires ou peroxyde d'’hydrogéne en vue

d'une utilisation possible dans l'industrie alimentaire.

Au totale 77 isolats, étaient obtenu lors de cette étude et une grande diversité d'especes a
été observée: (03) isolats appartenant a Lactobacillus plantarum , d'autres isolats appartenant a
d'autres especes de Lactobacillus (03) , Lactococcuslactis (13), Leuconostoc
pseudomesenteroides (25), Leuconostoc lactis (1), Leuconostoc mesenteroides (7),
Leuconostoc citreum (14), Weissella cibaria (4), Weissella confusa (4), d'autres especes de

Weissella (2) et Fructobacillus tropaeoli (1).
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J. Ennadir et al (Phenotypic and genotypic characterization of lactic acid bacteria
isolated from wheat flour from Morocco) dont I'étude concerne les bactéries lactiques
naturellement présentes dans les farines. Pour ce faire, une caractérisation phénotypiques
etgénotypiques des bactéries lactiques isolées était nécessaire afin d’atteindre 1’objectif de ce

travail.

Soixante bactéries lactiques ont été isolées a partir d’un lot de 60 échantillons de farine de
blé provenant de différentes régions du Maroc par la méthode d’ensemencement en
profondeur, selon la méthode de (mettez la référence de la méthode suivis qui consiste a
introduire aseptiqguement 10 g de chaque échantillon de farine dans des flacons contenant 90
ml d’eau physiologique stérile (0,85 % m/v). Des dilutions décimales allant de 107 jusqu’a
10 ont été préparées et ensuite ensemencées dans différents milieux de culture MRS (pour
I’isolement des Lactobacilles et Pediocoques a une température 30°C), M17 (pour I’isolement
des Streptocoques et Enterocoques, T 45°C) et Eliker (pour les Lactocoques, T 30°C)
pendant 48 h sous aérobiose. Par la suite, seulement 30 souches ont été sélectionnées et
retenues pour identification. Dans un premier temps, une caractérisation phénotypique basée
sur des critéres morphologiques et biochimiques a été effectuée suivie d’une caractérisation
génotypique par la méthode PCR et séquencage du géne codant pour I’ARNr 16S, avec des

techniques moléculaires de pointe et des logiciels bioinformatiques a larges bases de données.

Les résultats obtenus ont montré que les bactéries lactiques isolées des farines marocaines
appartiennent aux genres Pediococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcuset Weissella
avec une dominance du genre Pediococcus (63%) par rapport au nombre total des souches
identifiées suivi du genre Enteroccocus avec une fréquence de 27% et enfin des genres

Weissella, Lactococcus et Lactobacillus avec une fréquence de 10%.

Le travail de Kacem Mourad et al (Isolation of lactic acid bacteria for its possible use
in the fermentation of green algerian olives) a été entreprise dans le but d'obtenir des
bactéries lactiques ayant la capacité de fermenter les olives pour une utilisation éventuelle

comme démarreur des cultures.

La meéthodologie suivi, selon le protocole de (Kacem Mourad et al., 2004) consiste a
homogénéiser cinquante grammes d'olives par broyage avec 10 ml d'eau peptoné stérile a 1%
(p / v). Ensuite une série de dilutions décimales (102 & 107) est préparer et étaler sur des

géloses MRS /M17 en double couche. L'incubation des isolats lactobacilles sous conditions
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d'anaérobies a 30°C pendant 3 jours. Les lactocoques ont été comptés dans du milieu gélose

M17 aprés incubation pendant 2 jours & 30°C.

Les résultats obtenus, 32 isolats de bactéries lactiques isolés de la fermentation spontanée
des olives vertes ont été caractérisés et identifiés sur la base de critéres morphologiques dont
14 isolats étaient identifiés comme Lctoccocus lactis, 11 isolats comme Lactobacillus

plantaum et 7 isolats comme Enterococcus sp.
Discussion générale :

Selon les différents travaux analyser, on conclue que les bactéries lactiques sont ubiquistes
et occupent la surface de plusieurs végétaux, a savoir; les fruits et légumes; les céréales
(farine de blé), ce qui permet d’ouvrir une voie prometteuse pour la valorisation de ces
ressources naturelles par le biais de la recherche de propriétés biotechnologiques de souches

probiotique.

Aussi les produits laitiers représentent un habitat naturel pour les bactéries lactiques, et
plusieurs travaux de recherche se sont pencher vers cet axe , comme I'étude de Badis et al ,
(2005) qui ont entrepris un travail portant sur la détermination et la distribution des bactéries
lactiques de lait cru de chévre de deux populations principales algériennes (Kabyle et Arabia)
et dont l'identification des isolats de bactéries lactiques a été réalisée en deux étapes. La
premiere consiste a tester tous les isolats par la coloration de Gram, la production de catalase
et la formation de spores. La deuxiéme est basée sur 1’étude morphologique (macroscopique
et microscopique). lls ont obtenus 567 isolats, seuls 240 isolats représentatifs de la flore

dominante ont été identifiés de maniére compléte par les méthodes phénotypiques.

D’autres travaux d'études préliminaire concernant les nouvelles ressources végétales sont
en train de naitre ici en Algérie, dont on peut citer le travail réalisées par Mé"¢ kacherAmina
et M®'® Tiboune Fatima zahra au niveau d’Université de Khemis Miliana (Master 2) dans
le but d’isoler et ’identifier des bactéries lactiques a partir de carotte et concombre préparé
traditionnellement, provenant de la grande marchés d'alimentation de la région Ain defla.
Différentes méthodes basées sur les criteres morphologiques, physiologiques et biochimiques
ont été utilisées. lls ont pu obtenir 20 isolats apparentés a six genres Leuconostoc,
Lactococcus et Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus, Wiessella dont le genre

Leuconostoc est la plus dominant par 25%.
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Au vu des résultats obtenus, nous pouvons dire que 1’identification par la caractérisation
morphologique, physiologique, biochimique est trés importante et c'est méme I'étape clé de
I'isolement et la pré-identification, mais; il serait intéressant de faire une identification plus
pousse en utilisant des méthodes technologiques et moléculaires par PCR (Kacem Mourad et
al., 2004) qui permettent de mieux révéler et identifier la flore bactérienne présente dans le
différent biotope. En effet, Le travail de Rim EI Jeni et al., 2015) a prouvé que les especes
bactériennes peuvent étre tres bien discriminées par I’identification protéomique en utilisant la
technique MALDI-TOF MS avec un intérét d’application dans le controle des aliments et

dans le secteur biomédical.

Ces techniques biomoléculaires permettent des gains de temps significatifs et n’ont besoin
que d’une petite quantit¢ de matériel biologique pour réaliser avec succes (en quelques
minutes et a un colt modéré) I’identification bactérienne en plus d'une grande précision par

rapport a 1’analyse biochimique de routine.
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Conclusion:

Les bactéries lactiques jouent un role important dans ’entretien et 1’amélioration de la
santé¢ de I’homme. Au total, 16 isolats bactériens (catalase négative et Gram+) ont pu étre
obtenu dont 12 isolats apparentes aux formes coques et 04 isolats aux formes bacilles, selon
les caractéristiques phénotypiques : observations macroscopiques des cultures en gelose et

microscopiques apres coloration de Gram.

Malheureusement les autres caractéristiques physiologiques et biochimiques des souches
isolées n’ont pas pu étre étudiés vue la situation sanitaire du covid19, pour pouvoir mettre
en évidence la diversité importante des souches lactiques qui peuvent exister dans les fruits et
les Iégumes locales; mais d’aprés les résultats des articles analysés lors de cette étude, nous
pouvons conclure que les fruits et 1égumes disposent d’une grande biodiversité, riche en

bactéries lactiques avec plusieurs Genres et Especes différentes.

En perspective, il faut une meilleure caractérisation biochimique, suivi d'une
caractérisation des propriétés technologiques et I'étude moléculaire (PCR/ADNTr 16s) pour une
identification éfficace. Aussi I’enjeu final a long terme, surtout pour I’agro-industrie est de
trouver un moyen naturel (Bactéries lactiques) pour diminuer 1’utilisation des conservateurs
lors de la conservation de certains aliments ; donc il serait intéressant de tester in vitro
I'utilisation de ces isolats une fois identifiés, dans la préparation d'aliments fermentés (jus de
fruits, légumes fermentés...etc. ), ce qui équivaut leur utilisation en tant que starter de

fermentation alimentaire.




Conclusion
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Annexes

a. Milieux de culture

Bouillon M17de Terzaghi

Peptone de caseine
Peptone de viande
Peptone de soja
Extrait de levure
Extrait de viande
Glycérophosphate de sodium
Sulfate de magnésium
Lactose
Acide Ascorbique
Eau distillée
pH=7.2
Autoclavage 120° C, 15 min

(Guiraud, 2003)

Annexe |

259
259
5¢
259
5¢

19
0.25¢g
5g
0.5¢
1000 mi

Gélose M17 de Terzaghi

Peptone de caséine
Peptone de viande
Peptone de soja
Extrait de levure
Extrait de viande
Glycérophosphate de sodium
Sulfate de magnésium
Lactose
Acide Ascorbique
Agar-Agar
Eau distillée

pH=7.2

Autoclavage 120° C, 15 min

(Guiraud, 2003)

259
259
5¢
2590
5¢
199
0.25¢
54
0.5¢
139
1000 ml
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Gélose MRS de ManRogosa et sharpe

Peptone 10 g
Extrait de viande 10 g
Extrait de levure 590
Glucose 20 g
Tween 80 1ml
Phosphate dipotassique 29
Acétate de sodium 590
Citrate triammonique 20
Sulfate de magnésium 2009
Sulfate de manganése 509
Agar-Agar 159
Eau distillée 1000 mi
pH=6.5
Autoclavage 120°C pendant 20 min
Guiraud, 2003
bouillon MRS de Man Rogosa et sharpe
Peptone 10 g
Extrait de viande 109
Extrait de levure 59
Glucose 20 ¢
Tween 80 1ml
Phosphate dipotassique 29
Acétate de sodium 50
Citrate triammonique 29
Sulfate de magnésium 200 g
Sulfate de manganése 509
Eau distillée 1000 ml

pH=6.5
Autoclavage 120°C pendant 20 min

(Guiraud, 2003)
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Eau peptonée tamponnée

Peptone
Chlorure de sodium
Phosphate dipotassique
Phosphate monopotassique
Eau distillée
pH=7.2
Autoclavage 115°C pendant 30 min

(Guiraud, 2003)

2009
509
9.0g
15¢g
1000 ml

Milieu Moeller a I’arginine

Peptone
Extrait de viande
Glucose

Pourpre de bromocrésol
Rouge de crésol
Pyridoxal
Eau distillée
pH=6.5
Autoclavage 120°C pendant 20 min

5¢

5g
059
0.1g
5mg
5mg
1000 ml

On ajoute a chaque tube de milieu de base 1 ml d’acide aminé
(arginine) a 10% stérilisé par filtration

(Guiraud, 2003)

Milieu de Clark et Lubs

Peptone
Phosphate dipotassique
Glucose

Eau distillée
pH=7.0
Autoclavage 120°C pendant 20 min

(Guiraud, 2003)

109

29

5¢
1000 ml
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Bouillon hypersalé

Peptone 159

Extrait de viande 50

Glucose 590

Nacl (65-180) g

Eau distillée 1000 ml
pH=7.5

Autoclavage 120°C pendant 20 min

(Sherman, 1937)

Mannitol-mobilité

Peptonetrypsique de viande 209

Agar 49

Mannitol 29

Rouge de phénol a 1% 4 ml

KNO3 1g

Eau distillée 1000 ml
pH=7.6-7.8

Autoclavage 120°C pendant 20 min

(Marchal, 1982)

Lait écrémé

Poudre de lait (0% MG) 120,09
Eau distillé 1000 mi

Stérilisation : 110°C pendant 10 min

b. Réactifs et Colorants:

-Colorants de la réaction de Gram:
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» Solution de violet de Gentiane : 1g de violet de gentiane, 10mL d’alcool éthylique a
95%, 2g de phénol ajoutés a 100mL d’eau distillée.

» Solution de Lugol : 1g d’iodure de potassium, 1g d’iode ajoutés a 300mL d’eau
distillée.

» Alcool ethyligue : a 95%.

» Solution de Fuschine de ziehl : 1g de Fuschine, 10mL d’alcool éthylique a 95%, Sg

de phénol ajoutés a 100mL d’eau distillée.

-Bleu de méthyléne, pourpre de bromocrésol, phénolphtaléine, Réactifs VVogues-Proskaeur
VPI et VPII.
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Annexe |1

Protocoles :

Coloration de Gram :

Préparer et fixer sur une lame un frottis bactérien a la flamme d’un bec bunsen;
Recouvrir au violet de Gentiane pendant 1minute. Rincer a 1’eau distillé;
Ajouter du Lugol pendant 1 minute, puis ringage a I’eau distillé;

Traiter a I’alcool pendant 30 secondes, rincer a I’eau;

YV V. V VYV V

Recolorer a la Fuschine pendant 1 minute, rincage a I’eau puis séchage;

Cette coloration permet de classer les bactéries selon leur capacité a fixer le violet de
Gentiane. Celles qui possédent une enveloppe externe sont décolorées lors du lavage a
I’éthanol (Gram-), alors qui n’en possédent pas une enveloppe externe vont tenir le colorant

(Gram+) (Camille, 2007).
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Annexe |11

L’eau péptonée tamponnée Milieu M17 Milieu MRS

Photo d’Observation Microscopique d’une bactérie lactique. (A) : des batonnets,

(B) : des coques



