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Résumeé :

Le présent travail vise a la mise en évidence des aptitudes technologiques chez dix
souches lactiques qui sont déja isolées a partir de lait de vache, a savoir: Le pouvoir
acidifiant, protéolytique, et lipolytique; la production d'acétoine et d'EPS; et la
résistance aux antibiotiques et a la chaleur . La majorité des souches sont des bacilles
appartenant au genre Lactobacillus sp. Un essai de culture mixte est réalisé aprés un test
d'interaction entre les souches et qui est évalué en méme temps que les cultures pures.
Les souches (LbNO9,LbN1let LbN15) sont les plus performantes avec un pouvoir
acidifiant remarquables, dont les quantités tres élevés en acide lactique [20g/1-25g/1] et
le ferment mixte avec 10,9 g/l. L'activite protéolytique et lipolytique s'est révele
intéressante ainsi que la production d'acétoine. toutes les souches résistent aux
températures de 63°C et 65°C et non a 100°C. Pour le test d'antibiogramme la résistance
chez les souches est observé pour toute la gamme d'antibiotiques utilisée sauf pour la
Colistine dont la sensibilité est variable selon la souche considéré. Ces souches révelent
de bonne propriétés technologiques (texture, aromatisation, et coagulation) qui peuvent
étre exploitées dans I’industrie laitiére.

Mots clés :bacteéries lactiques, lactobacilles, aptitudes technologiques, ferment
lactique.



Abstract :

The present work aims to exhibits the technological abilities of ten lactic acid strains,
already isolated from cow's milk, as :lactic acid production, proteolytic and lipolytic
potency; production of acetoin and EPS; and antibiotics and heat resistant. All strains
belong to the genus of Lactobacillus sp. A mixed culture is obtained after interaction
test between the strains in order to be evaluated at the same time with the pure cultures.
The strains (LbNO09, LbN11 and LbN15) are the most powerful and have a high power
of lactic acid production: [20g / 1-25g / 1], also the mixed ferment also showed a good
production with 10.9 g / | of lactic acid. Proteolytic and lipolytic activity was interesting
and variable according to the considered strain as well as the production of acetoin. all
strains are resistant to temperatures of 63 ° C and 65 ° C but not for 100 ° C. About
Antibiogram test, the strain resistance is observed for the whole range of antibiotics used
except for Colistine. These strains showed interested technological abilities (texture,
aromatization, and coagulation) that can be exploited in the dairy industry.

Key words: lactic acid bacteria, lactobacilli, technological abilities, lactic ferment .
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Introduction

Les bactéries lactiques appartiennent a un groupe de bactéries bénéfiques, et sont tres
utilisees en industrie alimentaire, surtout laitiere ou elles sont impliquées dans la production

de divers produits laitiers fermentés.

En effet la production d'acide lactique est essentielle a la fabrication des produits laitiers et
leurs confére une saveur typique (Labaoui et al.,2005). Ces bactéries contribuent aussi par
leurs activités enzymatiques variées, a la production de composés volatils qui participent au
développement de I’arébme, de la saveur, et de la texture de plusieurs produits laitiers.
Certaines bactéries lactiques produisent des exo polysaccharides qui jouent un réle important

dans le développement de la texture de plusieurs produits laitiers (Labaoui et al.,2005).

Elles sont parmi les plus importants groupes de micro-organismes utilisés dans la
fermentation alimentaires (Hikmate et al.,2012), sous forme de ferments lactiques

commerciaux (Axelsson, 2004 ; Streit et al.; 2007).

Actuellement, on définit les ferments lactiques comme étant des cultures pures ou des
mélanges de bactéries lactiques sélectionnées et utilisées pour la fabrication de produits
fermentés comme les yaourts, et les fromages (Leroy et De Vuyst.,2004 ; Mayra-Makinen
et Bigret .,2004) .

L'objectif de ce travail vise I'évaluation des aptitudes technologiques (en culture pure et
mixte ) de dix souches de bactéries lactiques appartenant aux Genre Lactobacillus déja isolées

a partir du lait de vache.
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I. Les bacteéries lactiques

I.1. Historique et généralité

Les bactéries lactiques sont connu depuis le début du XXe siécle par Orla-Jensen (1919),
et sont définies comme des microorganismes GRAS, ce sont des procaryotes, hétérotrophes

et chimio-organotrophes (De Roissart., 1986).

Leur métabolisme est strictement fermentaire elles fermentent le lactose en acide lactique et
selon le produit final de cette fermentation lactique, elles sont dites homolactiques si 1’acide
lactique est pratiquement le seul produit formé et hétéro lactiques si d’autres composées sont
aussi présents comme l'acide acétique , éthanol , et CO2 (Leveau et Bouix.,1993 ; Pilet et al
,2005).

Les bactéries lactiques sont Gram positif, généralement immobiles, asporulées, catalase
négative, oxydase négative, généralement nitrate réductase négative, et ce sont des bactéries
anaérobies facultatives. Elles ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides
aminés, les peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentescibles
(Dellaglio et al., 1994 ; Hogg, 2005).

1.2. Habitats des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont tres fréquentes dans la nature. Grace a leur souplesse
d’adaptation physiologique, elles peuvent coloniser des milieux trés différents du point de
vue physico-chimique et biologique (De roissard et Luquet.,1994).

Elles se trouvent généralement associées a des aliments riches en sucres simples. Elles
peuvent étre isolées du lait, du fromage, de la viande, des végétaux, et peuvent aussi

coloniser le tube digestif de I’homme et des animaux (Leveau et Bouix., 1993 ).
I.3. Taxonomie des bactéries lactiques

La taxonomie des bactéries lactiques ne cesse d'évoluer depuis leur description par Orla
Jensen en 1919 , ou il a décrit une premiére classification selon le métabolisme fermentaire
des carbohydrates , ce qui a permis de les classer en deux groupes selon le type de la
fermentation lactique : Le groupe homofermentaire, et hétérofermentaire (Dellaglio et al.,
1994).

2017-2018 2
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Cependant, la caractérisation phénotypique et biochimique classique demeure pratique
dans I’identification préliminaire, de ce fait, et selon la morphologie cellulaire, les bactéries
lactiques peuvent étre divisées arbitrairement en bacilles (Forme en batonnet: Lactobacillus et
Carnobacterium) et coques (forme en cocci : lactococcus, streptococcus ...etc.). (Collins et
al., 1993 ; Ho et al., 2007).

La classification des bactéries lactiques peut se faire aussi selon des critéres
phylogénétiques par I’utilisation des méthodes moléculaires.(Vandamme., 1996 ; Stiles et
Holzopfel., 1997 ; Ho et al., 2007).

Tableau 01 : Principaux Genres de bactéries lactiques (Matamoros, 2008).

(renre Fomedela  Typede Configuration de Espéce type
cellule lermentation ~ 'aeide Tactique
Aerococcus — Coques Homofermentaire Ac. viridans
Carnobacterfum  Bacilles Hetérofermentaire L(+) Ch. divergens
Enterococcus— Coques Homofermentaire L(+) Fe. faecalis
Lactobacillus — Bacalles Homo ouhétéro- - Die), L(+)ou — Lb. delbruecki
fermentare DL
Lactococcus Coques Homofermentare  L(1) Le. lactts
Leuconostoe ~ Coques Heterofermentarre DY) Ln. mesenteroldes
Oenococcus—— Coques Héterofermentare () Ok, oeni
Pediococcus—— Coques Homofermentare DLoul(+)  FPe. dammosus
Streptococcus — Coques Homolermentaire L(*) S¢. salivarius
letragenococeus Coques Homofermentaire  L(*) Ic. halophilus
Vagococcus—— Coques ovoides  Homolermentarre L(+) V. fuvialis
Weissella Petts bactlles  Heterofermentare DLoulX+) — We. viridescens
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1.4. Le Genre Lactobacillus

Le genre Lactobacillus est quantitativement le plus important des différents genres du
groupe des bactéries lactiques. 11 s’agit de bacilles longs et fins , souvent groupés en chaines,
immobiles, asporulés, catalase négative, se développent a un optimum de température situé
entre 30 et 40°C. Les lactobacilles ont des exigences nutritionnelles tres complexes en
acides amines, en vitamines, en acides gras, en nucléotides, en glucides et en minéraux
(Khalid et Marth, 1990 ; Leclerc et al., 1994).

Le genre Lactobacillus a été subdivisé par Orla-jensen en trois groupes et cette
classification est encore utilisée en milieu industriel (Tamime, 2002 ; Guiraud et Rosec,
2004) .

o Groupe | « Thermobacterium » : comprend les lactobacilles homo-fermentaires
thermophiles qui se développent a 45°C . Les especes les plus fréquentes dans 1’alimentation
(lait, yaourt, fromage) sont Lb. helveticus, Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus. (Tamime, 2002 ;
Guiraud et Rosec, 2004).

o Groupe Il « Streptobacterium » : regroupe les lactobacilles homo-fermentaires
mésophiles et peuvent étre occasionnellement hétéro-fermentaires en fonction du substrat. Les
especes les plus fréquentes dans 1’alimentation sont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. sake et Lb.

plantarum. (Tamime, 2002 ; Guiraud et Rosec, 2004) .

o Groupe 11l « Betabacterium » : regroupe des lactobacilles hétéro-fermentaires. Il
comporte les espéces Lb. fermentum, Lb. brevis et Lb. Sanfransisco (Tamime., 2002 ;
Guiraud et Rosec., 2004) .

1.4.1.Principales voies métaboliques des bactéries lactiques

A. La fermentation lactique (Fig.01) : Les bactéries lactiques synthétisent leur ATP
grace a la fermentation lactique des glucides .La fermentation homolactique permet de
produire deux molécules d’acide lactique (C3) par molécule de glucose (C6) consommé,
et lors de la fermentation hétéro lactique une seule molécule d’acide lactique est produite
a partir du glucose en plus de I’éthanol et de I’acide acétique et une molécule de dioxyde

de carbone CO2. La différence entre ces deux groupes est détectable par le dégagement

de CO2 (Bourgeois et al.,1996).
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Glucose
'
Fru-16P Fru-6P Gle-6P
'
’ Acetyl-P + Erythrose -4 P 6P-Gluconate
- - 'E Fru-6P @
T L '
q Heptose-P 2 Yyllose-5P+C0;
Pentose- P ¥
S
M Q
Triose-3P Acetyl-P +Triose-3P & Triose-3 P+ Acatyl-P
— ADP {:,&DF — £ ADP
S AP ATP o— ATP
Pyruvate Pyruvate Pyruvate
l ' ' l '
Laclate Acetate Lactate Lactate Acetate (Ethanol]
jlycolysis Bifidus pathway 6 P-Gluconate pathway
Phosphoketolase pathways
[Homofermentation) {Heterofermentation|

Figure 01 : Principales voies assurant le transport et le metabolisme du glucose par

les bactéries lactiques (Kandler., 1983)
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B. La protéolyse

Le systeme protéolytique des bactéries lactiques est composé de protéases qui peuvent
étre des aminopeptidases, dipeptidases ou tripeptidases, situées au niveau cytoplasme ou
associées a la paroi cellulaire (Law et Haandrikman.,1997).

Certaines souches de bactéries lactiques ne possedent pas des protéases de la paroi et sont
dépendantes alors de 1’action de la protéase présente chez les autres souches pour se

développer dans le lait (Savijoki et al., 2006).

Les protéases de la paroi (protéolyse extracellulaire): (Fig.02)

Le départ de la protéolyse chez les souches starters commence par 1’action des CEPS qui
sont des enzymes a serine, elles se lient de maniere covalente a la paroi et hydrolyse les
caséines en oligopeptides qui peuvent ensuite €tre transportés a 1’intérieur de la bactérie
(Hassaine,,2013). Les CEPs des LAB sont synthétisées comme pré- protéines d’environ 200
résidus. Elles sont composées de plusieurs domaines fonctionnels distincts : les domaines
correspondent au peptide signal (PP), un domaine catalytique des protéases a sérine (PR), un
domaine d’insert (I) qui régule probablement leur spécificité, le domaine (A) de fonction
inconnue, le domaine B participant probablement a la stabilité, les domaines hélix (H) qui
positionne (A) et (B) a I’extérieur de la cellule et un domaine hydrophobe (W) (Hassaine.,
2013).

Les Peptidases:

Les oligopeptides (Fig.03) produits par 1’action de la protéase constituent la source
principale d’acides aminés. Ils sont transportés a I’intérieur de la cellule par trois ou quatre
transporteurs selon la souche. Ils appartiennent a deux grands groupes : les PRT (peptide
transport) et les ABC (ATP-binding-cassette) transporteurs. Ces transporteurs se distinguent

par leur organisation et leur spécificité (Lopez.,2008).
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Figure 02: Représentation des protéases de paroi de différentes bactéries lactiques
selon le modele proposé par Siezien (1999) et Savijoki et al.( 2006). CW : paroi

cellulaire, M : membrane cytoplasmique, C : cytoplasme.
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Figure 03 : Systeme protéolytique des bactéries lactiques (Kuniji et al., 1996)
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C. La lipolyse (Fig.04) : L’activité lipasique relativement faible chez les bactéries
lactiques contribue a 1’élaboration de la flaveure des fromages lors des étapes de
maturation et conduit a la formation des acides gras libres , mono et diglycirides et
probablement du glycérol. Les lipases bactériennes catalysent en partie la production des
acides gras a longues chaines a partir des mono et di glycérides, alors que les estérases
permettent la libération des acides gras volatils. Les acides gras, dont la concentration
augmente pendant l'affinage, seraient responsables en partie de la flaveur typique des
fromages a pate pressée cuite. lls sont également des précurseurs pour la formation de

metylcetones, alcools, lactones et esters (Siegumfeldt et al.,2000)

Triglycérides
Lipase

Acides gras

l | l

f-oxydation f-oxydation Acides gras
‘ l l insaturés
itoact 4- ou 5- l
b -cetoalcldes hydroxy acides Hydroxyperoxydes
Méthylcétones Acides gras Aldéhydes

l libres v l | l

Alcools secondaires 7~ 0- lactones Acides Alcools

Figure 04 : Principales voies de la lipolyse (Siegumfeldt et al.,2000).
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1.5. Les aptitudes technologiques des bactéries lactiques

A. Pouvoir acidifiant : La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la
plus recherchée des bactéries lactiques utilisees dans les industries alimentaires. Elle se
manifeste par la production de 1’acide lactique a partir de la fermentation des hydrates de
carbone au cours de la croissance bactérienne (Mayra-Makinen et Bigret.,2004 ; Monnet et
al.,2008). Afin de réaliser une caractérisation technologique des souches, il est utile de
mesurer l'activité acidifiante ((Chavvari et al., 1983 ; Chamba et Prost.,1989). L. lactis
subsp. lactis, ssp. cremoris et biovar. diacetylactis, sont les trois bactéries lactiques les plus
fréguemment citées pour leurs aptitudes acidifiantes et leurs rbles majeurs dans la

fermentation de certains aliments (Casalta et al.,1995 ; Lafarge et al., 2004).

B. Pouvoir protéolytique : Les bactéries lactiques ne sont pas capables de
synthétiser les acides aminés nécessaires pour leurs survie donc elles ont besoin d' un
fonctionnement actif de leur systéme protéolytique dans les environnements ou les protéines
constituent la principale source d'azote (Law et Haandrikman.,1997). L'activité de
protéolyse des bactéries lactiques permet la catalyse de I'nydrolyse des protéines en peptides
qui sont ensuite dégradés par des endopeptidases ou exopeptidases en unités transportables
d'acides aminés et de petits peptides. Des études effectuées sur la protéolyse du cheddar fait
avec ou sans ferments lactiques ont démontré I'importance de la protéolyse pour la libération
de petits peptides et d'acides aminés libres durant la maturation fromagere (Lynch et
al.,1997; Lane et Fox., 1996; Farkey et al.,1995). Les lactobacilles présentent généralement
une activité protéolytique plus prononcée que les lactocoques (Donkor et al.,2007 ; Monnet
et al., 2008 ; Roudj et al.,2009).

C. Pouvoir lipolytique : Les activités lipolytiques des micro-organismes sont
importantes pendant les étapes de maturation de certains produits alimentaires , et ces
activités contribuent généralement au développement de différentes saveurs (Ortiz de
Apodaka et al.,1993). Les Propriétes lipolytiques des bactéries lactiques sont généralement
faibles et varient d'une espéce a l'autre. En effet , il a été démontré que les lactobacilles et
strptococcus thermophillus présentent des activités lipolytiques faibles a comparer par les
lactocoques qui eux sont considérés plus lypolytiques (Béal et al.,2008). D'une maniére
géneérale, on distingue les esterases qui hydrolysent les esters formés avec les acides gras a

courtes chaines; les lipases qui sont actives sur des substrats émulsifiés contenant des acides
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gras a longues chaines; ces enzymes sont impliquées aussi dans I'nydrolyse de mono; di et
triglycerides. On retrouve aussi les licéthinases qui hydrolysent le complexe licétine-viteline

avec l'action des protéases (Béal et al.,2008; Serhan et al.,2009).

D. Pouvoir texturant: La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des
exopolysaccharides (EPS) joue un réle important pour la consistance et la rhéologie des
produits transformés (Welman et Maddox.,2003 ; Ruas- Madiedo et al.,2002). Ces
composes polymeéres sont genéralement considérés comme des agents épaississants naturels
en industrie alimentaire. Les Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus et Steptococcus thermophilus
produisant des EPS sont utilisés en tant que starters fonctionnels dans la fabrication des
yaourts, ceci afin d’améliorer la texture, et augmenter la viscosité des produits finis (Durlu-
Ozkaya et al.,2007 ; Aatayakul et al., 2006). L’utilisation des EPS est trés prometteuse pour
la structure et la viscosité des produits laitiers fermentés (Ruas-madiedo et al.,2005).

E. Pouvoir aromatisants : Certaines bactéries lactiques sont capables de produire
des composes ardbmatiques qui participent aux qualités organoleptiques des fromages. La
plupart des composés d’ardme sont issus du métabolisme du citrate : I’acétoine et le diacétyle
sont les plus importants (Tamime.,1990). La production de diacétyle est généralement
associée a la fermentation du citrate (Vignola.,2002). Les lactobacilles (Lb. helveticus, Lb.
bulgaricus) synthétisent de I’acétaldéhyde. La teneur en acétaldéhyde est a la fois fonction de
son degré de synthése et du rythme de sa dégradation (Vignola.,2002). Les Leuconostocs
hétérofermentaires sont souvent associés aux lactocoques dans la production de composants

aromatiques (éthanol, acide acétique, diacétyle et acétoine) (Mahaut et al.,2000).

F. Résistance aux antibiotiques: Les bactéries lactiques sont naturellement
résistantes aux antibiotiques et la plus part des cas de résistance ne sont pas transmissibles.
Mais il est possible que cette résistance soit porté par un plasmide et donc peut étre transféré a
d’autres bactéries. C'est une raison significative pour choisir des souches manquantes du
potentiel de transfert de résistance (Denohue.,2004). Les autorités européennes ont
récemment conclu que quelques bactéries utilisées pour la production d’aliment pourraient
poser un risque a la santé humaine et animale en raison d'héberger des souches avec des genes
de résistance transmissibles. Par conséquent, avant de lancer des cultures probiotiques, il est
important de vérifier que les souches bactériennes impliquées ne comportent pas de genes de

résistance aux antibiotiques transmissibles (Ammor et Mayo.,2007).
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1.6. Intérét des bactéries lactiques dans I’industrie laitiére

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

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

L’utilisation des bactéries lactiques en industrie alimentaire est déterminée par leurs
propriétés technologiques. Celles-ci recouvrent les propriétes suivantes : activité acidifiante,
et enzymatiques (activité protéolytique, peptidasique et lypolytique), production de
métabolites d’intérét telle que la peroxyde d’hydrogeéne, les acides organiques et les
bactériocines (Belyagoub.,2014). De plus, ces bactéries contribuent a la texture ( production
des EPS), la saveur des aliments et a la production de composés aromatiques qui participent

aux qualités organoleptiques des fromages par exemple (Ennadir et al.,2014).

D’autres qualités ont depuis €té associées aux bactéries lactiques lorsqu’elles sont associées
aux produits alimentaires comme 1’augmentation des valeurs nutritionnels des aliments, la
réduction de la formation de produits toxiques et la propriété de probiotique. (Ennadir et
al.,2014).

Dans I’industrie alimentaire, ces microorganismes permettent la conversion d’une grande
variété de matiéres premieres, conduisant ainsi a de nombreux produits : les laits fermentés,

les fromages, les olives fermentés et certains vins. (Axelsson.,2004 ; Streit et al.,2007).

L’industrie laiticre reste toujours , le plus grand utilisateur de bactéries lactiques sous forme
de ferments lactiques commerciaux (Axelsson.,2004 ; Streit et al.,2007). Par exemple En
fromagerie, les lactobacilles sont généralement utilisés pour la préparation de pates dures ou

semi-dures typiques des fromages suisses et italiens (Alice et Sanchez- Rivas.,1997)

Aussi ils sont également utilisées dans I’industrie chimique (production d’acide lactique),
dans le domaine médical (notamment pour le traitement de dysfonctionnements intestinaux)
et dans I’industrie des additifs alimentaires (production d’exopolysaccharides). Elles sont
aussi utilisées pour la production de bactériocines et des protéines thérapeutiques (Rodriguez
et al.,2003).
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Tableau 02 : Roéle de quelques espéces de lactobacilles utilisées en industrie laitiére

(Lamontagne et al.,2002)

Especes

Emploi en industrie

Role

Lb. bulgaricus

Yogourt - fromage
(mozzarelh...

Actdrfcation en cours de production proeolyse n
cours de matuzatton iberation du galactose pour k&
bronissement production d'aromes ef de
polysaccharides (yogour).

Lb. helveticns

Fromages (suisse
mozzarella...

Actdrfcation en cours de production prevention de
| amerfume (peptidase).

b, casei Yogourt - fromage | Un pen d'aciditication en cours de production
(cheddar... coniribution au caracere probiofique,
Lb. acidophifus | Yogourt-at actdoplule | Actdrfcation en cours de production contibution
au caractere probiotique.
Lb. hefir Kelr Acification en cours de production
2017-2018
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I1. Les ferments lactiques

11.1.Définition

Un ferment est une préparation microbienne d’un grand nombre de cellules, d’un seul
microorganisme ou plusieurs, ajoutée a une matiére premiere pour produire un aliment
fermenté en accelérant et en orientant son procédé de fermentation. (Leroy et De Vuyst.,
2004 ; Mayra-Makinen et Bigre.,2004) .

Le groupe des bactéries lactiques occupe un réle important dans ces processus et une longue
histoire d’application. Actuellement, on définit les levains ou ferments lactiques comme étant
des cultures pures ou des mélanges de bactéries lactiques sélectionnées et utilisées pour la
fabrication de produits fermentés comme les yaourts, et les fromages (Leroy et De
Vuyst.,2004 ; Mayra-Makinen et Bigret.,2004) .

11.2. Types de ferments lactiques

Les ferments lactiques sont classés selon leur fonction, leur température de croissance,

et/ou leur composition (Carminati et al., 2010).

11.2.1. Classification Selon la composition: Selon la fédération internationale de laiterie
(1997), les ferments lactiques peuvent étre classés en trois catégories (Wouters et al., 2002 ;
Monnet et al., 2008) :

A. Les ferments purs: Constitués d'une souche d'une seule espece bien caractérisée, c'est-a-

dire une culture provenant en principe d’une seule cellule bactérienne. (Wouters et al., 2002 ;

Monnet et al., 2008)

B. Les ferments mixtes: Ils sont formés d'un melange de souches avec un nombre et
proportions indéfinis, ce type de ferments ont en général, une bonne activité acidifiante.
(Wouters et al., 2002 ; Monnet et al., 2008) .

C. Les ferments mixtes sélectionnés : Contiennent plusieurs souches bien définies, issues
d'une ou de plusieurs especes et les proportions entre les souches sont connues et définies

selon le cahier des charges de I'utilisateur. (Wouters et al., 2002 ; Monnet et al., 2008) .

11.2.2. Selon la température de croissance : Les ferments lactiques sont classés en ferments

mésophiles et ferments thermophiles : (Chamba.,2008 ; Carminati et al., 2010)
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A. Ferments mésophiles : Les bactéries lactiques qui constituent ces ferments ont une
température optimale de croissance qui varie selon les souches entre 25°C et 30°C et peuvent
atteindre une température maximale de fermentation de 38°C a 40°C. (Chamba.,2008 ;
Carminati et al.,2010). lls sont constitués essentiellement des especes acidifiantes
(Lactococcus lactis ssp. lactis, Lc. lactis ssp. cremoris) et des especes aromatisantes (Lc. lactis
ssp. lactis biovar. diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris). (Chamba.,2008 ;
Carminati et al.,2010). Les ferments mésophiles sont habituellement utilisés dans la
fabrication de plusieurs variétés de fromages, en particulier les fromages frais, de certains laits
fermentés et du beurre (Chamba.,2008 ; Carminati et al.,2010).

B. Ferments thermophiles: IIs comprennent les lactobacilles, les bifidobactéries et 1’espéce
Streptococcus thermophilus. Leur température optimale de croissance se situe entre 40°C et
50°C. Les ferments thermophiles sont souvent utilisés pour la fabrication des yaourts, certains
laits fermentés et quelques fromages a pate cuite tels que I’Emmental et le Gruyere (Mayra-

Makinen et Bigret., 2004 ; Carminati et al.,2010).
11.3. Critéres de sélection des ferments lactiques

La sélection des ferments lactiques s’appuie sur de nombreux critéres afin de répondre a la
fois aux spécifications demandées par I’utilisateur et aux contraintes imposées par le
producteur. Ces critéres relévent éventuellement des fonctionnalités technologiques des
souches, de leurs performances et de leurs sécurités. lls different selon le type de produit
désiré, les caractéristiques des matieres premieres a transformer et la technologie appliquée
(Béal et al.,2008). La sélection d’un ferment lactique doit prendre en compte des critéres de
performance , Les bactéries devront répondre a certaines des spécificités suivantes (Béal et
al.,2008) :

e Reésistance aux bactériophages et aux traitements mécaniques .

e Tolérance aux inhibiteurs de croissance (antibiotiques, chlorure de sodium, L’acidité,
I'éthanol et la température élevée).

e Aptitude a la congélation ou a la lyophilisation et a la conservation ;

e Comportement en présence d'oxygene et Croissance a des températures non optimales ;

e Compatibilité avec d'autres souches ; facilité d'emploi.

2017-2018 14




Rappels bibliographiques:

11.4.R0le des ferments lactiques:

Les ferments lactiques intererviennes dans la sécurité, la texture, le gout et la qualité
organoléptiques de nombreux produits alimentaires. Les bactéries qui constituent ces ferments
sont généralement des especes connues qui sont séléctionnées pour leur activité globale
technologique : TI’acidification , la protiolyse , la production des bactériocines...ect

(DeRoissart et Luquet.,1985).

Plusieurs lactobacilles sont utilisés en tant que ferments lactiques (Lb.sakei, Lb.plauntarum
et Lb pentosus) protécteures dans les produits carnés . ils assurent un role inhibiteur de la
croissance de bactéries indésirables , responsable de I’altération des aliments ou
potentiellement pathogénes, ce role inhibiteur est attribuer aux acides organiques et

bactériocines produits par ces microorganismes (DeRoissart et Luquet.,1985).

Tableau03 : Utilisation commerciale et effets bénéfiques de quelques souches lactobacilles

utilisées comme ferments alimentaires (Prioilt.,2003).

Souches Produits
Lactobacillus| rhamnosus (GG) Yaourts a boire
Yaourts

Capsules

Lacrobacillus johnsonii (Lal) Yaourts & boire
(Lj1) Yaourts
Lactobacillus casei (Shirota) Yaourts a boire
Laits fermentés
Lactobacillus acidophilus Laits fermentés
(NCEFM) Y aourts

Formules infantiles
Capsules

Lactobacillus plantarum (229v) Jus de fruts

Lacrobacillus casei (DN-114 001) Yaourts a boire
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I1.1. Objectif de I'étude

L’objectif de notre travail consiste a mettre en évidence quelques aptitudes technologique,
notamment le pouvoir de production d’acide lactique et le pouvoir protéolytique, lipolytique

et la production d’acétoine et d'exopolysaccharides.
11.2. Lieu de I'étude

L’ensemble de ce travail a été réalisé au sein du Laboratoire des Microorganismes
Bénéfiques ,des Aliments fonctionnels et de la Santé (LMBFAS) de l'université de

Mostaganem a L'INESS.
11.3. Matériels

11.3.1. Le matériel biologique

» dix souches lactiques (Tableau-04) qui ont été isolées a partir du lait de vache, ont été
purifiées et conservées a 4°C et sont identifiées génétiquement dans le cadre d’une étude
de doctorat de notre Encadreur Mme KOUADRI BOUDJELTHIA N.

» Une souche de Lactobacillus plantarum ( LbP-CECT 748Velp s) qui appartient a la
collection du laboratoire des microorganismes bénéfiques ,des aliments fonctionnels et de

la santé (LMBFAS), a été utilisée comme souche témoin.

Tableau-04: Listes des souches lactiques utilisées dans cette étude

Souches Origine Type Provenance
LbNO1 Lait de vache | Lactobacille | LMBFAS
LbNO5 Lait de vache | Lactobacille | LMBFAS
LbNO09 Lait de vache | Lactobacille | LMBFAS
LbN10 Lait de vache | Lactobacille | LMBFAS
LbN11 Lait de vache | Lactobacille | LMBFAS
LbN12 Lait de vache | Lactobacille | LMBFAS
LbN13 Lait de vache | Lactobacille | LMBFAS
LbN14 Lait de vache | Lactobacille | LMBFAS
LbN15 Lait de vache | Lactobacille | LMBFAS
Lb. plantarum | Lait de vache | Lactobacille | LMBFAS

11.3.2. Les milieux de cultures

e Eau physiologique : utilisée pour les dilutions.

e MRS (Man-Rogosa et Sharpe) : Bouillon et Gelose, utilisé pour la culture et la croissance

des lactobacilles
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e Milieu protéolytique (Agar au lait écréme) :utilisé pour les tests de 1’activité protéolytique.

e Gélose nutritive a I'émulsion de jaune d’ceuf sterile : utilisée pour le test de activité
lipolytique.

e Milieu hyper saccharose : utilisé pour le test de production d'EPS.

e Milieu Clarck et Lubs : utilisé pour le test de production d’acétoine .

11.3.3. Produits chimiques et réactifs

e Les disques d’antibiotiques : Colistine , Acide Nalidixique, Streptomycine , Sulfamide ,

Gentamicine . a mettre avec les produits et réactifs.

e Les Colorants et réactif: Violet de gentiane ,Fuschine, Cristal violet ,Bleu de
méthylene ,Phénolphtaline ; Réactif de VVoges Proskaeur (VPI et VPII), Ethanol , Lugol , Eau

0XYgeéné.

11.3.4. Appareillage : Les différents appareilles utilisés sont les suivants : Plaque chauffante
avec agitateur ; Autoclave; Bain marie; Balance ( KB 6000-1) ; Centrifugeuse électrique;
Etuves; Microscope optique ( OLYMPUS ) ; ph métre ( HANNA ,Romanie ) ; Réfrigérateur
(CONDOR) ; Spectrophotomeétre ( JENWAY-7305 Royoume —Uni ) ; Vortex électrique

(STUART).

11.3.5. Petits matériels : Anse de platine, bec-bunsen, boites pétri , éppendorfs , micropipette

et la verrerie.

11.4. Méthodes

11.4.1. Revivification des souches lactiques:

Les souches lactiques étant conservées dans la gélose de de Man Rogosa et Sharpe (MRS) a
4°C, Leur revivification est réalisée en alternant des repiquages sur des milieux liquide (
MRS bouillon) et solides (MRS gélose). L' incubation a éte faite 37°C pendant 24h a 48h .

11.4.2. Etude morphologiques :

Afin de mettre en evidence les caracteres culturaux des souches utilisées; l'aspect
macroscopique et microscopique ainsi que le test de catalase ont été réaliseé et nous ont permis
en méme temps de confirmer la présence et l'identification phénotypique des souches

utilisées.
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11.4.2.1. Examen macroscopique : Ce test consiste en une observation directe a 1’ceil nu des
colonies obtenues sur milieux MRS solide et liquide . Il permet de nous renseigner sur l'aspect
et la couleur des colonies sur milieu solide ainsi que 1’aspect du trouble dans le milieu liquide
(badis et al 2005).

11.4.2.2. Examen microscopique : Cet examen permet de décrire la forme et le mode
d'association des cellules des souches lactiques utilisées a I'aide d'observation au microscope

optique des frottis colorés avec la coloration de Gram (voir annexe) (sing leton.,1999).

11.4.2.3 Recherche de la catalase : La majorité des bactéries lactiques sont des anaérobies
facultatives et n’ont pas besoin de synthétiser la peroxydase (Larpent ;1997). Pour confirmer
que les Lactobacilles utilisées sont catalase(-) une colonie de la culture bactérienne sur MRS
G¢élosé est mise en contact avec de 1’eau oxygénée sur une lame. La catalase est une enzyme

qui catalyse la dismutation du peroxyde d'hydrogene en eau et dioxygene :
2 H202 — 02 + 2 H20.

Une effervescence (dd a un dégagement de dioxygene) est le signe de la présence d'une

catalase (Larpent et al.,1990).

11.5. Evaluation des aptitudes technologiques chez les souches lactiques

11.5.1 Le pouvoir acidifiant

Ce test est réalisé pour mettre en évidence la capacité d'une culture inoculée sur milieu
standard (lait pasteurisé), a produire une grande quantité d'acide lactique ( Larpent, 1997 ) .1l
consiste en la préparation de milieu lait écrémé a 10% dans un flacons de capacité 250ml.
Apreés stérilisation et refroidissement a la température d’ensemencement, le flacon est
ensemencé par une culture lactique .Apres incubation a 37°C, a un intervalle du temps 0Oh, 2h,
4h, 6h .8h et 24h; 10ml du lait est prélevé puis titrer par la soude Dornic en présence de 3
gouttes de phénolphtaléine, jusqu’au virage de la couleur au rose pale persistant au moins 10

secondes (Larpent et Larpent, 1990). L’acidité est déterminée par la formule :
Acidité (°D) =V NaOH x 10
Ou:

VNaOH: Volume de NaOH utilisé pour titrer 1’acide lactique contenu dans les 10ml de lait.
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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.
11.5.2. Le Pouvoir protéolytique

Pour déterminer D’activité protéolytique des bactéries lactiques, la gélose du milieu
protéolytique (Agar au Lait écrémé) a été coulée, solidifiée et séchée. Ensuite les souches
lactiques issues des pré-cultures de 18h , y sont ensemencées par la technique des multipoints
a laide de coton-tige, et les boites sont incubées a 37°c pendant 24-48h. La protéolyse est

révélée par I'apparition des zones claires autour des souches (Veuillemard., 1986).
11.5.3. Le Pouvoir lipolytique

La lipolyse est mise en évidence sur milieu gélosé a I'émulsion de jaune d'oeuf , Des spots de
la culture jeune ont été déposés en surface de cette gélose a l'aide de coton-tige. Aprés une
incubation a 37°C pendant 24-48h, la lipolyse est révélée par une zone d’éclaircissement

autour des spots (Guiraud, 2003).
11.5.4. Le Pouvoir texturant

Ce test permet la détection des colonies larges et gluantes sur gélose hypersaccharosée. Les
souches a tester sont ensemencées en stries sur gélose hypersaccharosée déja coulée et
solidifiée. Aprés incubation a 37°C pendant 24 a 48h, la production des exopolysaccharides se

manifeste par I’apparition de colonies larges et gluantes (Leveau et al., 1991).
11.5.5. Le pouvoir aromatisant

La capacité des souches a produire des composés aromatiques (production
d'acétylméthylcarbonil) au cours de processus de fermentation est mise en évidence sur milieu
Clark et Lubs . Chague tube contenant 5ml du milieu Clark et Lubs stérile est inoculé par une
culture jeune de 18h de la souche lactique a tester. Apres incubation pendant 24h a 37°C , les
réactifs de Vogues-Proskaeur VPI (NaOH a 16% d'alcool) et VPII ( alph-naphtol & 6%
d'alcool) sont ajoutés sur les cultures (V/V) et le mélange est maintenu pendant 10min avant

de lire la réaction (Avril et al., 1992).

La production d’acétoine se traduit par I’apparition d’un anneau ou la diffusion de la

couleur rouge a la surface du milieu. Un VP positif signifie que la souche possede une voie
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métabolique particuliéere pour la fermentation des hexoses, la voie butyleneglycolique
(Zourari et al., 1992 ; Guessas., 2006).

11.5.6. Resistance aux antibiotiques

Pour réaliser ce test, un antibiogramme en milieu solide est réalisé, chaque souche, d'une
culture jeune de 18h d'incubation a 37°C, est ensemencée en surface de la gélose MRS, déja
coulée et solidifiée. Chaque souche est testé vis-a-vis de cing (5) disques d'antibiotiques
respectivement : Colistine , Acide Nalidixique, Streptomycine , Sulfamide , Gentamicine, et
ces derniers sont déposés a la surfaces des boites ensemencées par les souches lactiques.
Apres incubation a 37°C pendant 18h, les diamétres des zones d’inhibition ont été mesurés
(Leroy et al., 2007).

11.5.7. La thermo-résistance :

Ce test permet de mettre en évidence la résistance aux hautes températures. Aprés
inoculation du bouillon MRS par les cultures jeunes des souches lactiques a testées, les tubes
sont exposés aux températures 100°C, 65°C et 63°C, pendant 10 et 30 min au Bain marie et
au bout de ce délai les tubes sont ensuite incuber a 37°C pendant 24-48h. la croissance est
appréciée par la présence de trouble sur le milieux liquide et par croissance de colonies

bactériennes sur milieu solides. (Rouisset et Bensoltane., 2006).
11.5.8. Interactions entre les souches:

Dans le but de constituer un ferment lactique mixte avec les souches de lactobacilles
utilisés, une étude d'interaction entre les lactobacilles a été réalisé ou les interactions positives
correspondent a une symbiose entre les souches et les interactions négatives correspondent a

une inhibition de la croissance et de I’activité métabolique (Choisy et al., 1997).

Les dix (10) souches de lactobacilles ont servit pour realiser ce test. La méthode decrite par
Fleming et al. (1975) a été utilisée, les souches a tester ont été ensemencées en touche sur la
gélose MRS préalablement coulée et solidifiée. On laisse sécher a température ambiante et, en
parallele, on inocule 7ml de la gélose MRS déja fondue et refroidie a 39°C par 0.5ml de la
souche indicatrice, le mélange est ensuite coulé a la surface de la gélose MRS ensemencée en
touches. La symbiose est révélée par 1’absence des zones d’inhibition par contre
I’antagonisme se traduit par la présence de ces dernicres aprés une incubation a 37°C pendant
24h. Les souches ayant une symbiose entre elles ont été choisies pour la reconstitution du

ferment mixte.
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11.5.8.1. Mise en évidence de quelques aptitudes technologiques la culture mixte:

Un ferment lactique mixte est constitué par les souches ayant une symbiose positive et ce
dernier a été testé a son tour pour I'évaluation de quelques aptitudes technologiques a savoir:
(pouvoir acidifiant , pouvoir protéolytique ,pouvoir aromatisant , la résistance au
antibiotiques , pouvoir texturant et la thermorésistante ) et les méme protocoles qui on été
utilises sur les 10 souches séparéement (LbNP , LoN1, LbN5 ,LbN9 ,LbN10 ,LbN11, LbN12,

LbN13, LbN 14, LbN 15), ils ont été réutilisé pour la culture mixte des souches de
lactobacilles.
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Résultats et Discussion

I11.1.Examen macroscopique et microscopique
Les caracteres culturaux des lactobacilles se présentent comme suite :

v" Sur MRS bouillant : les souches présentent un trouble homogéne qui caractérise le
groupe des bactéries lactiques.
v" Sur MRS gélosé : les colonies se different d’une souche a une autre, les colonies des
lactobacilles sont apparues de petite taille, allongées, réguliére de couleurs blanchatres
et crémeuses (figure-04) .
Les lactobacilles sont des cellules allongées , régulieres en forme de batonnet ou
coccobacilles isolées ou en chainettes de taille variable asporogénes , immobiles ou mobiles

gréce a des flagelles pritriches (Stile et al .,1997) .

Figure 05 : Observation macroscopique des souches lactiques utilisées.

L’observation microscopique a revélé plusieurs formes de cellules ; batonnets (bacille)
de différentes tailles. Ces formes sont disposées en paire, ou en chaines plus ou moins
longues. La coloration de Gram a confirmé que les souches sont Gram positif et le test de
catalase etait négatif. Ces caractéristiques confirment I’identité des souches lactiques comme
lactobacilles. Les résultats de la caractérisation microscopique sont résumés dans le tableau
05.
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Tableau 5: Caractéres culturaux et microscopiques des bactéries lactiques utilisées

Souches Température Catalase GRAM
de croissance
Lactobacillus
plantarum 37°C +
LBN1 37°C
- +
37°C
LBN5 - +
37°C
LBN9 - +
37°C
LBN10 - +
37°C
LBN11 - +
37°C
LBN12 - +
LBN13 37°C - +
+
LBN14 37°C
+
LBN15 37°C

2017-2018
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I11.2. L'évaluation des aptitudes technologiques

I11.2.1. Pouvoir acidifiant

La fonction acidifiante constitue donc la propriété métabolique la plus recherchée des
bactéries lactiques utilisées dans les industries agro-alimentaires car elle est considérée

comme un critére primordial de sélection des souches a intérét technologique.

Les résultats du suivi du pH et de I’acidité Dornic a 37°C pendant 24 heures sur milieu lait
écrémé ensemencé a raison de (1%, v/v) par les souches pures ainsi que le ferment mixte

reconstitue, sont représentés dans les figures (5,6 et 7).

Les résultats obtenus montrent une tres nette augmentation de la production d'acide
lactique suivi d'une diminution du pH du lait progressivement chaque 02h pendant les 24
heures d’incubation. Toutes les souches sont classées comme souches ayant une vitesse de
production d'acide lactique rapides selon la technique de (Desjardin et al., 1991) cité dans
(Riazi et Ziar.,2010) ,(Voire Tableau 6).

En effet apres 04h d'incubation le pH a baissé jusqu'a 4,65+£0,3 en moyenne chez toutes
les souches et la quantité d'acide lactique produite a atteint en moyenne 10,7+2,3 g/l. On note
aussi qu' apres 24 heures d'incubation, les quantités d'acide lactique ont doublé pour les
souches (LbNO9,LbN11,LbN12,LbN13,LbN15): respectivement (21.5 g¢/l; 20.3g/l; 20g/I;
20.7g/l ; 25¢g/), ils sont en accord avec la quantité obtenue par la souche Témoin
(Lactobacillus plantarum): 21.5g/l. Pour les souches LbNO1; LbNO5; LbN10 et LbN14, la
production d'acide lactique était aussi rapide avec une acidité dornic entre [ 123°D -195°] qui
correspond a [12.3g/l- 19.5¢/1].

Ces résultats révelent une production d'acide lactique trés prononcée chez nos souches, et
son en accord avec des résultats de plusieurs recherches qui démontre une trés importante
acidification par les souches de bactéries lactigues Cogan (1980) ;NoveL (1993) et
(Champagne et al., (2000). Une étude de Maghnia (2011), a montré un pouvoir acidifiant
important des souches de lactobacilles avec une concentration d’acide lactique de 59°D et un
pH de 3,99 apres une incubation a 37°C pendant 24 h.

La culture mixte, révéle aussi une production d'acide lactique importante qui est
inversement proportionnelle a I'évaluation du pH qui lui baisse progressivement en permettant

une trés bonne coagulation du milieu lait écrémé au bout de 24h d'incubation ou le pH = 2, la
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vitesse d'acidification était trés rapide (APH=4,3) , et la quantité d'acide lactique était de 10.9
g/l aprés 24h . Cette différence de production entre les cultures pures et la culture mixte peut
étre expliqué par; la non maitrise des proportions et des propriétés entre les souches pour la
constitution du ferment mixte.

Figure 06: Cinétique d'évaluation du PH des souches
lactiques au cours du temps
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Figure 07: Evaluation de la production d'acide lactiques
par les souches lactiques
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120

Figure 08: Evaluation de la production d*acide lactique par
le ferment mixte et I'evaluation du Ph au cours du temps
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Tableau 6 : Evaluation de la vitesse de production d'acide lactique (A Ph) chez les

souches de lactobacilles utilisées.

Souche | APh =4h Evaluation aprés 04h A Ph = 24h Evaluation aprés 24h
LBNO1 1.9 Rapide 3.1 Rapide
LBNO05 02 Rapide 2.6 Rapide
LBNO09 2.1 Rapide 2.7 Rapide
LBN10 1.9 Rapide 2.6 Rapide
LBN11 1.9 Rapide 2.5 Rapide
LBN12 02 Rapide 2.6 Rapide
LBN13 2.1 Rapide 2.4 Rapide
LBN14 1.5 Moyenne 2.2 Rapide
LBN15 1.9 Rapide 2.8 Rapide

LBN P 1.7 Rapide 2.6 Rapide

A ph <1 acidification lente. 1< A Ph < 1.5 acidification moyenne, A Ph > 1.5

acidification rapide .

2017-2018
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111.2.2. Pouvoir protéolytique

Les systemes protéolytiques des bactéries lactiques sont importants dans les procédés de
maturation qui donnent aux aliments leurs propriétés rhéologiques et caractéristiques

organoleptiques (Law et kolstad.,1983).

La plupart des souches étudiées presentent une activité protéolytique traduite par
I’apparition d’un halo clair autour des souches de lactobacilles testées et les résultats obtenus
sont représentés par la figure 09. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau7 .

Tableau 7 : Diamétres de protéolyse par les souches lactiques testées (en mm)

Les souches proteolyse Diametres (mm)
LBN1 +++ 15
LBN5 +++ 15
LBN9 o 6

LBN10 ++ 11
LBN11 ++ 12
LBN12 - /
LBN13 - /
LBN14 +++ 14
LBN15 +++ 14
Ferment mixte +++ 22

(+++): fort; (++): moyen; (+): faible; (-): négatif

L activité protéolytique est variable d'une souche a l'autre; et les meilleurs zones de
protéolyse sont obtenus chez les souches LbNO01;05; 14, et LbN15 avec un niveau élevé de
protéolyse entre (14-15 mm); et les souches LbN10 et LbN11 ont présentés une protéolyse
moyenne avec (11 et 12 mm ); LbNO9 est faiblement protéolytique avec une zone de (6 mm
de diametre); et les souches LbN13 et LbN12 sont considérer comme non protéolytique car

elles n'ont pas du tout présenté de zones claires.
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Les travaux de Litopoulo-Tzanetaki et Tzanetakis (2011), ont montré que l'activité
protéolytique est largement dues aux lactobacilles. Selon (Castberg et Morris., 1976), les
lactobacilles produisent généeralement des protéinases neutres actives sur le a-, p et k- caséine

mais l'intensité de leur activité est extrémement variable d’une espéce a une autre.

Figure 9: Photos des zones de protéolyse chez les souches lactiques protéolytiges sur milieux
agar au lait écrémé;

L'activité protéolytique du ferment mixte a été aussi recherchée sur gélose additionnée
de lait écrémeé a 10% (p/v). Apres incubation, cette activité s'est manifestée par I'apparition
d'un halo clair autour de colonie (figure 10). Le ferment a exprimé une activité protéolytique
importante plus de 20mm. Toutefois, il est important de garder a I'esprit que les souches tres

protéolytiques ne sont pas toujours les plus appropriées pour servir comme ferments lactiques.

En effet , une protéolyse excessive peut entrainer la production incontr6lée de peptides
amers et autres composés indésirables (Buffa et al.,2005). L'activité protéolytique dépend en
partie de la composition chimique du milieu de culture (Zadi-Karam, 1998 ; Drici,2000 ;
Hassaine, 2013).

D'autres travaux ont démontré aussi I'existence d'une relation directe entre I'expression de
cette activité protéolytique et la composition du milieu de culture et particuliérement sa teneur
en peptides libres (Marugg et al.,1995 ; Meijer et al., 1996).
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FigurelO: Activité protéolytique du ferment mixtes

sur milieu agar au lait écrémé

111.2.3. Pouvoir lipolytique

Les résultats obtenus pour ce tests sont illustrés dans la figure 11. Il apparait que toutes les
souches lactiques présentent une activité lipolytique positive en formant des zones
d'éclaircissement autour des spots des cultures. ces résultats sont en accord avec ceux de
Xanthopoulos et al. (2000) qui ont démontré que Lb. plantarum présente des activités
lipolytiques et peptidolytiques .

D'autre travaux de Fernandez et al. (2000), disent que I’activité éstérasique n’est pas
nécessaire a la croissance des bactéries lactiques ni dans un milieu synthétique, ni dans du lait

écrémé ou entier.

Les bactéries lactiques sont considérées comme faiblement lipolytiques (DeRoissart et
Luquet., 1994), par comparaison avec d’autres especes bactériennes. Cependant leur présence
dans les fromages a des concentrations élevées et pendant des périodes plus ou moins
importantes, peut les amener a libérer des quantités non négligeables d’acides gras libres (Das
et al.,2005).
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Figurell : activité lipolytique sur milieu a I'éemulsion de jaune d’ceuf

111.2.4. Pouvoir texturant

Afin d'évaluer la capacité de production des EPS chez nos souches; leurs croissances sur
gélose hyper-saccharosese a été mise en évidence, et la production des exopolysaccharides est
traduite par I’apparition de colonies larges et gluantes. Les résultats sont illustrées dans la

Figure 12.

Les résultats obtenu démontrent clairement une bonne croissance des souches sur le milieu
hyper saccharosé , mais l'aspect des colonies a déemontré un pouvoir faible a nulle en
production d'EPS vue que l'aspect large est gluant des colonie était absent. Ces observations
rejoignent les travaux de Looijesteijn et al., (2001) qui ont rapporté qu’au sein d’une méme
espece de bactéries lactiques, les résultats peuvent étre différents et ont pu identifiés des
souches productrices d’EPS (voire fortement) et d'autre souches non productrices (ou faible)

sans que ce caractere n’engendre des disparités de croissance.

La production des EPS par les bactéries lactiques est un phénoméne favorable a de
nombreux processus industriels alimentaires (Walling et al., 2001). Le principal intérét de
I'utilisation de bactéries lactiques productrices d'EPS dans les ferments lactiques lors de la
production de laits fermentés est I'amélioration de la texture du produit finit, et selon (Patel et
al., (2012), les fromages fabriqués par utilisation de cultures productrices d’EPS deviennent
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lisses, crémeuses, humides et doux tandis que ceux fabriqués sans ajout de souches

productrices d’EPS se trouvent sec et granuleux (Patel et al. ; 2012).

Figurel2 : Aspect des colonies sur milieu hyper-saccharosé

111.2.5. Pouvoir aromatisant

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 13. D’apres les résultats nous
remarquons que La souche P présente une production importante d’acétoine d’ou une
coloration intense du milieu Clark et Lubs.

Les souches LbNOZ1,et LbN15 sont incapables de produire I’acétoine d’ou I’absence de la
couleur rose dans le milieu. Les souches : LbN05,09 10,11,12,13et LbN14 sont doués d’un
pouvoir aromatisant avec une intensité qui difféere selon la souche considéré. Pour le ferment
mixte, les résultats enregistrés révelent que le ferment reconstitués est producteurs d'acétoine,
donc il a un pouvoir aromatisant qui va contribuer aux caractéristiques organoleptiques des
produits fermentés. Ces résultats se rapprochent de ceux de Montville et al., (1987), qui ont

montré la production d’acétoine chez par Lb.plantarum.
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En effet selon Hammes et Hertel (2006), les lactobacilles peuvent participer a la
fermentation malolactique, ils peuvent également métaboliser le citrate et le pyruvate,
produisant l'acétate, le lactate et l'acétoine. La production de composés d’ardbmes est une
fonctionnalité technologique importante lors de I’élaboration des produits laitiers fermentés.
Le développement d'ardme dans le lait résulte aussi des activités métaboliques des bactéries

lactiques (glycolyse, lipolyse et protéolyse) (Marilley Et Casey, 2004).

Figure 13 : Production de I’acétoine par les bactéries lactique: A. les cultures sans

réactif vpl/vp2; B. Témoin + réactif vpl/vp2; C. les cultures +réactif vpl/vp2

111.2.6. Résistance aux antibiotiques

Les résultats de la résistance et la sensibilité des souches aux antibiotiques sont groupés
dans la figure 14. Les souches présentant une zone d’inhibition sont considérées comme
sensibles. Les résultats obtenus montrent que les souches LbNO5, LbN9 et LbN11 sont
résistantes a tous les antibiotiques testés (Colistine, Acide, Nalidixique, Stréptomycine,
Sulfamides, Gentamicine) et les souches : LbNO1, LbN10, LbN12, LbN13, LbN14 et Lbn15
ainsi que la culture du ferment mixte ont présenté une sensibilité pour un seule antibiotique :
La Colistine.

Plusieurs études ont montreé la résistance naturelle d’une gamme importante de bactéries

lactiques aux antibiotiques (Botes et al.,2008). Il est nécessaire avant de lancer une culture
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probiotique de verifier que les souches bactériennes impliquees ne contient pas des genes de
résistance aux antibiotiques (Ammor et Mayo., 2007).

Selon Donohue (2004), le criblage de telles souches pour la reconstitution de ferments

lactiques n'est pas encore entrepris actuellement, a cause de la difficulté de I’évaluation in
vitro du potentiel de transfert de genes de réesistance.

Figureld : Antibiogramme des souches lactiques et ferment mixte
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111.2.7. Pouvoir de thermo-résistance

L’emploie de ce test permet d'évaluer la resistance des souches aux différentes
températures élevées; Apres inoculation du bouillon MRS par les cultures jeunes (culture de
18h) , les tubes sont incubés pendant 10 min et 30min aux températures de 63, 65 et 100° C
et les résultats sont reportés dans le tableau 08.

D'aprées les résultats obtenus, la majorité des souches testées sont considérées résistantes
aux temperatures de 63°C et 65°C aprés 10 min d’exposition, par contre ils n‘ont pas présente
une résistance a 100°C (apres 30min). Le ferment mixte a bien résisté aussi aux traitements

thermiques au bain marie a 63, 65,100°C pendant 10 minutes, apres 24 h d’incubation.

Selon Tailliez, (2004), la plupart des lactobacilles se multiplient dans une gamme de
températures comprise entre 15 °C et 42 °C. Certaines souches de lactobacilles dites «

thermorésistante » restent viables a 55 °C.

Tableau 8 : Croissance des souches lactiques aux températures: 63°C; 65°C; et 100°C

Les souches Thermorésistance a | Thermorésistance a | Thermorésistance a
(63°C) (65°C) (100°C)
LBn1 + + -
LBn5 + +
+ + -
LBn9
LBn10 + +
LBn11 + +
LBnl2 4P +
LBni13 + +
LBn14 + +
LBni15 + +
Ferment mixte + + +
Lactobacillus
plantarum + + -
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111.2.8. Interaction entre les souches

Les résultats des interactions montrent que la majorité des souches lactiques testées sont
symbiotiques entre elles ou la plupart des boites d’interactions n’ont montré aucune présence
d’halot claire autour des disques qui pourrai traduire une inhibition de croissance. Ces
résultats nous permit de combiner les souches lactiques étudiées pour obtenir un ferment

mixte utilisé ultérieurement.

Il est assez rare que I’on utilise pour la fabrication des produits laitiers une seule souche de
bactéries lactiques. En régle générale, on associe plusieurs souches, voir plusieurs especes et
genres bactériens (Juillard et al., 1987).

figure 15 : Interactions entre les souches lactiques.
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Conclusion

Les bactéries lactiques sont utilisées empiriquement depuis des siecles dans la fabrication
de nombreux aliments fermentes comme les produits laitiers. Elles ont un intérét industriel
tout particulier, ou elles sont utilisées pour améliorer les caractéres organoleptiques de
differents produits alimentaires (le gout, la saveur, la texture, I'arome de produits par exemple

le lait fermente, le yaourt, le fromage, le pain et les produits carnee...etc.)

Au cours de cette étude, dix souches appartenant au genre Lactobacillus ont fait I'objet
d'une évaluation in vitro de leurs aptitudes technologiques a savoir: Le suivi du pouvoir
acidifiant de la production d'acide lactique, I'activité protéolytique, lipolytique, le pouvoir de
production de molécules aromatiques, la croissance sur milieu hyper-saccharose (production

d'EPS); et enfin I'antibiogramme et la Thermo-résistance.

Les souches (LbNO09; LbN11; LbN15) étaient les plus performantes en production d'acide
lactique , cette acidité produite stimule la coagulation du lait et méme la conservation de
nombreux aliments, présentent un pouvoir protéolytique tres important et produisent aussi de
I'acétoine ; hydrolyse les lipides (lécithinase) , ce qui contribue a I'aromatisation des produits
laitiers et présentent une croissance sur milieu hyper saccharose sans la présence d'aspect

large et gluant pour les colonies.

Les souches (LbNO1; LbNO5; LbN11; LbN12; LbN13; LbN14), ainsi que la souche témoin
ont présenté aussi des réactions variables entre les différents tests selon la souche et le test
considérés. Le ferment mixte quand a lui, en le comparant aux activités des cultures pures; il a

aussi présenté des résultats considérables mais qui doivent étre plus maitrisé dans le future.

Les souches étudiées sont de bonnes candidates car elles montrent des comportements
remarquables vis-a-vis de tout les tests réalisés lors de ce travail , donc elles doivent faire
I'objet d'une étude plus poussée pour la caractérisation des différents criteres de sélection des
ferments lactiques pour pouvoir étre destinées a l'utilisation comme cultures starters en

industrie des aliments fermentées.
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Annexe |:

Les milieux de culture

» Le milieu MRS (de Man Rogosa et Sharpe, 1960) :
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Annexe Il:

Les étapes de la coloration de Gram

Annexe 11 : Coloration de Gram.

La coloration de Gram a été réalisée selon la technique suivante :

- Sur une lame, fixer a la chaleur une culture bactérienne ;

- Recouvrir la lame avec la solution de violet de gentiane pendant une minute ;

- Ajouter du lugol pendant 30 secondes ;

- Décolorer avec de I’alcool 95°, puis rincer a I’eau ;

- Faire une contre coloration en utilisant la fuschine et laisser agir 20 a 30 secondes ;
- Laveral’eau;

- Aprés séchage, soumettre la lame a une observation microscopique a l'objectif
(x100).

Les bactéries a Gram positif apparaissent en violet et les bactéries a Gram négatif en

roSe.




Résumé :

Le présent travail vise a la mise en évidence des aptitudes technologiques chez dix souches lactiques
qui sont déja isolées a partir de lait de vache, a savoir: Le pouvoir acidifiant, protéolytique, et
lipolytique; la production d'acétoine et d'EPS; et la résistance aux antibiotiques et a la chaleur . La
majorité des souches sont des bacilles appartenant au genre Lactobacillus sp. Un essai de culture
mixte est réalisé apres un test d'interaction entre les souches et qui est évalué en méme temps que les
cultures pures. Les souches (LbN09,LbN1let LbN15) sont les plus performantes avec un pouvoir
acidifiant remarquables, dont les quantités trés éleves en acide lactique [20g/I-25g/I] et le ferment
mixte avec 10,9 g/l. L'activité protéolytique et lipolytique s'est révélé intéressante ainsi que la
production d'acétoine. toutes les souches résistent aux tempeératures de 63°C et 65°C et non a 100°C.
Pour le test d'antibiogramme la résistance chez les souches est observé pour toute la gamme
d'antibiotiques utilisée sauf pour la Colistine dont la sensibilité est variable selon la souche considéré.
Ces souches révelent de bonne propriétés technologiques (texture, aromatisation, et coagulation) qui
peuvent étre exploitées dans I’industrie laitiere.

Mots clés :bactéries lactiques, lactobacilles, aptitudes technologiques, ferment lactique.

Abstract :

The present work aims to exhibits the technological abilities of ten lactic acid strains, already
isolated from cow's milk, as :lactic acid production, proteolytic and lipolytic potency; production of
acetoin and EPS; and antibiotics and heat resistant. All strains belong to the genus of Lactobacillus
sp. A mixed culture is obtained after interaction test between the strains in order to be evaluated at
the same time with the pure cultures. The strains (LbN09, LbN11 and LbN15) are the most powerful
and have a high power of lactic acid production: [20g / I-25g / 1], also the mixed ferment also showed
a good production with 10.9 g / | of lactic acid. Proteolytic and lipolytic activity was interesting and
variable according to the considered strain as well as the production of acetoin. all strains are
resistant to temperatures of 63 ° C and 65 ° C but not for 100 ° C. About Antibiogram test, the strain
resistance is observed for the whole range of antibiotics used except for Colistine. These strains
showed interested technological abilities (texture, aromatization, and coagulation) that can be
exploited in the dairy industry.

Key words: lactic acid bacteria, lactobacilli, technological abilities, lactic ferment .
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