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Résumé : 
 

Les céréales sont à la base de l’alimentation humaine. Les grains de blé fermenté « hammoum » est 

un blé qui a passé un long séjour dans un silo souterrain. », riche en substances biologiquement 

actives, ce qui lui confère un grand intérêt en termes de phytothérapie. L’objectif de ce travail est de 

mettre en évidence les particularités de cette matière première par une caractérisation approfondie 

de ses principaux métabolites, ciblés enfonction de leurs propriétés biologiques et montrées effet 

protecteur de certaines bactéries lactiques isolées à partir de ce blé fermenté 10 isolats ont été 

retenus et pré- identifiés par les méthodes phénotypiques classiques en utilisant les différents tests 

usuels (croissance à différentes concentrations, thermo résistance etc.). 

Les études des principaux caractèresmorphologiques, biochimiques et physiologiques de la 

microflore lactique du blé fermeté a été réalisée en suivant les recommandations 

d’études similaires.10 isolats étaient Gram positifs, catalase négative, citrate et nitrate négatives (la 

plupart de formes cocci). Ces bactéries lactiques immobiles ne produisent ni l’acétoine ni l’hydrogène 

sulfuré (H2S). Ces souches sont également toutes capables de croître à 45 °C.  

Mots-clés : Bactérie lactique, hammoum, probiotique,isolement . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Abstract : 
 

Cereals are the basis of human nutrition. The grains of fermented wheat "hammoum" is a wheat that 

has spent a long time in an underground silo. », Rich in biologically active substances, which gives it 

great interest in terms of phytotherapy. The objective of this work is to bring out the particularities of 

this raw material by an in-depth characterization of its main metabolites, targeted according to their 

biological properties and shown to have a protective effect of certain lactic acid bacteria isolated 

from this fermented wheat 10 isolates have were selected and pre-identified by conventional 

phenotypic methods using the various usual tests (growth at different concentrations, heat 

resistance, etc.). 

Studies of the main morphological, biochemical and physiological characters of the lactic microflora 

of wheat firmness were performed following recommendations from similar studies. 10 isolates were 

Gram positive, catalase negative, citrate and nitrate negative (most cocci forms). These immobile 

lactic acid bacteria do not produce acetoin or hydrogen sulfide (H2S). These strains are also all 

capable of growing at 45 ° C. 

Keywords: Lactic acid bacteria, hammoum, probiotic,isolation . 
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Introduction 
 

 

Au cours des dernières décennies, les recherches scientifiques les plus modernes n’ont fait que confirmer le 

bien-fondé des vertus thérapeutiques de la plupart des aliments utilisées de façon empirique depuis des 

millénaires. Ce savoir traditionnel ancestral transmis de générationen génération est devenu aujourd’hui une 

mine d’information extrêmement précieuse pour tousles chercheurs.   

On a longtemps employé des remèdes traditionnels à base des aliments naturels sans savoir à quoi étaient 

dues leurs actions bénéfiques, il est difficile de définir les molécules responsables de l’action thérapeutique et 

curative (Bahorun, 1997). Selon certains auteurs, lescomposés d’origine naturelle présentent l’avantage d’une 

très grande diversité de structureschimiques et ils possèdent aussi un très large éventail d’activités biologiques 

(Bérubé-Gagnon, 2006).  

Comme les propriétés antimicrobiennes, anti-oxydente des extraits récupèrent de quelques aliments sont 

connues depuis l’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20 
ème

siècle pour que les scientifiques 

commencent à s’y intéresser (Yano et al., 2006). Cela tient principalement au fait que le règne végétal 

représente une source importante d’une immense variété de molécules bioactives (Ferrari, 2002).   

Les céréales sont à la base de l’alimentation humaine (Multon, 1982 ; Molinié et PfohlLeszhowicz, 2003) ; qui 

peuvent nous apporter des phytonutriments importants pour la santé humaine (Doumandjiet al., 2003).Pour 

le besoin de la présente étude, nous avons choisi un blé dur de type fermenté« Hamoum »  parmi les aliments 

qui sont les moins fréquemment employées dans notre pays à cause de l’ignorance des gens, mais qui sont 

utilisées traditionnellement contre plusieurs maladies notamment les diabètes, ballonnement, et récemment 

soulignent des propriétéscuratives contre les cancers ; puisque le traitement chimique développe des effets 

secondairesnéfastes sur la santé, le retour à la nature devient plus en plus demandé.La 

fabricationtraditionnelle de « Hamoum » et sa maturation sont des processus impliquant une multitude 

d’événements biochimiques complexes, principalement dirigés par les micro-organismes.  

Les bactéries lactiques sont impliquées dans un grand nombre de fermentations spontanées de produits 

alimentaires (Stiles et Holzapfel, 1997 ; Axelsson, 2004). Où elles permettent de développer certaines 

caractéristiques organoleptiques (Boucher et Moineau, 2001). Outre, cesmicro-organismes peuvent être 

utilisés dans les produits non fermentés comme des cultures protectrices. Cette utilisation est due aux effets 

nutritionnels et thérapeutiques (Rodgers, 2003 ; Vermeirenet al., 2004 ; Georges, 2008). 

Notre travail aborde plusieurs aspects liés à une étude in vitro qui consiste à étudier l’activité biologique d’un 

type de blé fermenté naturellement qui est le Hamoum, isolementet identification des bactéries lactiques. 

 Le manuscrit de la thèse comprend trois chapitres avec une introduction 
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 Le premier et le second chapitre comprennent une synthèse bibliographique sur le statut des céréales 

et du blé fermenté en particulier, sur les bactéries lactiques avec les caractéristiques et les intérêts qui 

s’y rapportent. 

 Le troisième chapitre comprend les activités microbiennes des bactéries lactiques (Bactériocines et 

Exo-polysaccharides). 

 Le quatrième chapitre consacré au matériel et méthode présente l’origine du matériel biologique et 

décrit avec précision tous les protocoles expérimentaux. 

 Le cinquième chapitre comprend les références bibliographiques et les annexes. 
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Chapitre 1 : 
1.1. GENERALITE : (BLE) 

 

Les céréales constituent la ressource alimentaire la plus importante au monde à la fois pour l’alimentation 

humaine et animale. Elles occupent une place stratégique dans l’alimentation de la population mondiale et en 

particulier dans les pays en développement. En effet, le blé (Triticumsp) est la céréale la plus cultivée par le 

monde et ses produits sont très importants dans la nutrition humaine, car ils fournissent un tiers des besoins 

en protéines et en énergie nécessaire pour un adulte (Alfonso et al., 2013). 

Les céréales sont un groupe des plantes annuelles cultivées, appartenant à la famille des Poaceae (Guignard et 

Dupont, 2004). Cette famille, parmi toutes celles du règne végétal, occupe une place à part, non seulement par 

le nombre de ses espèces, mais encore son ubiquité, sa répartition et son intérêt humain, historique comme 

économique (Mosiniaket al. 2001 ; Alais et al. 2003 ; Guignard et Dupont, 2004). Les espèces qui dominent 

aujourd’hui la production du blé sont : le blé tendre et le blé dur.ils se différencient par la friabilité de 

l'amande. L'amande du blé tendre est blanche et friable, tandis que celle du blé dur est jaune et plus dure 

(Feillet, 2000 ; Jeantet et al.  2007).   

Le grain de blé se présente sous la forme d’un corps ovoïde dont les deux extrémités sont inégales, et qui offre 

sur l’une de ses faces un sillon. Sur la face dorsale de l’une des extrémités se trouve une légère dépression. Les 

membranes qui recouvrent le grain en ce point sont plus fines, plus blanches et plissées. Cette dépression, qui 

est plus ou moins étendue suivant les variétés de blé, correspond à l’embryon. À l’autre extrémité du grain se 

trouvent des poils plus ou moins nombreux et plus ou moins longs. Ces poils constituent la brosse (Kermiche, 

2013). 

 

1.2. STRUCTURE 

  Le grain de blé est formé de trois parties distinctes : les enveloppes, l’albumen, et le germe (Smith et Hui, 

2004). 
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Figure 1Coupe longitudinale d’un grain de blé (Pomeranz, 1987). 

1.3. HISTORIQUE : 

La culture des céréales a permis l’essor des grandes civilisations, car elle a constitué l’une des premières 

activités agricoles. En effet, Il ya plus de trois millions d’années, l’homme préhistorique était nomade, 

pratiquait la chasse et la cueillette des fruits pour assurer sa nourriture. Le nomadisme a progressivement 

laissé la place à la sédentarité qui permit la culture des céréales. Le blé est l’une de ces céréales connues 

depuis l’antiquité (Harian, 1975 ; Ruel, 2006). Sa culture remontée au mésolithique vers 7000 avant Jésus-

Christ (Anonyme1, 1981 ; Ruel, 2006).  

1.4. STOCKAGE DU BLE :  

À travers l’histoire, le stockage des grains des blés a fourni à des humains un amortisseur contre l’échec et la 

famine de récolté (Druvefors, 2004).   

1.4.1. Système de stockage traditionnelle « MATMOURAS » : 

 L’homme fait des efforts pour améliorer les conditions de stockage depuis MATMORAS jusqu’aux silos 

modernes (Mokhtari, 2007). Les entrepôts souterrains destinés au stockage des grains est une pratique 

traditionnelle, très ancienne et largement utilisée dans certaines régions. Ce mode de stockage est i utilisé 

dans plusieurs pays de l’Afrique, au Proche Orient, en Asie et en Algérie, le paysan algérien, sur les Hautes 

plateaux, conservait le produit de ses champs de blé (Kermiche M, 2013). Cette technique de stockage des 

céréales est appelée « Matmora ». Elle consiste à enfouir leproduit dans le sol dans une cavité d’une capacité 
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moyenne de 5 tonnes environ. La ″Matmora″ présente une forme cylindricoconique, cylindrique, sphérique ou 

amphorique (FAO, 1994 ; Bartaliet al., 1989). Généralement à un endroit surélevé ou proche de la ferme. La 

capacité de ces lieux de stockage est variable (Mokhtari, 2007). Pour la construction et la protection du grain 

stocké contre les fluctuations de température extérieure (Mokhtari, 2007). Cependant ce type de stockage est 

parfois responsable de la fermentation des grains subit avec le temps une fermentation spécifique en raison 

de la composition biochimique du grain d’une part et d’autre part des conditions climatiques et la nature de 

matériaux utilisés pour la confection du MATMOURA.  

La fermentation peut durer 4-9 ans. L’humidité constitue un facteur important pour le développement de 

certaines bactéries responsables de la fermentation des grains. La température, lorsqu’elle est assez élevée, 

peut favoriser la prolifération des microorganismes présents dans la masse des céréales. L’augmentation de la 

température peut être d’origine biologique ou climatique. L’échange de la chaleur entre le stock et le milieu 

extérieur se fait à travers les parois et les ouvertures (Kermiche, 2013). L’inconvénient majeur de cette 

méthode de stockage est la trop forte humidité et les eaux d’infiltration qui favorisent le développement des 

microorganismes et les phénomènes de fermentation bactérienne (Doumandjiet al. 2003). 

 

 

Figure 2Forme d’une matmora (Bartali, 1987) 

1.4.2. Stockage moderne : 

 Les modalités techniques ont varié avec les époques et lieux. Les enjeux sont toujours restés les mêmes et 

l’évolution technique a surtout permis une augmentation des capacités de stockage et une accélération des 

échanges. De nos jours les silos modernes permettent de stocker plusieurs types de céréales en même temps 

(Doumandjiet al. 2003).   

Le hamoum, issu du blé fermenté est utilisé dans la préparation de pain de blé fermenté et de couscous 

lemziet, elmachroub. Ces derniers sont caractérisés par une variété de saveur, de texture et d’arômes 

particuliers pour les consommateurs des régions spécifiques (Bekhoucheet al., 2013).      
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Les fermentations des céréales sont dominées par les bactéries lactiques. La composition et la diversité du 

microbiote des céréales fermentées dépendent principalement de l’environnement (végétaux, animaux et 

ustensiles de fabrication, entre autres) et de l’adaptation des microorganismes aux conditions de fermentation 

(substrats, températures, pH, activité de l’eau) (Guyot, 2010 ; Tamang, 2013d).    

1.5. TRANSFORMATION DU BLE : 

    On distingue deux espèces de blé : le blé tendre et le blé dur. Ces deux espèces se différencient par la 

friabilité de l’amande. L’amande du blé tendre est blanche et friable, tandis que celle du blé dur est jaune et 

plus dure (Feillet, 2000 ; Jeantet et al.  2007).   

       Au moulin, les graines de blé tendre sont broyées en farine, celles-ci servent à la fabrication de pains, de 

biscuits, de pâtisseries, de pizzas, de viennoiseries. À la semoulerie, les grains de blé dur sont broyés en 

semoules, ceux-ci servent à la fabrication de pâtes et de couscous c’est la transformation des graines (Nedjah, 

2015).  

1.6. LES VARIETES DU BLE 

1.6.1. Variété du blé dur en Algérie 

Les blés cultivés en Algérie appartiennent pour la presque totalité aux espèces T. aestivum L. (blé tendre) et T. 

durumDesf. (blé dur). À l’intérieur de chaque espèce, on trouve de nombreuses variétés botaniques. En effet, 

la diversité des blés algériens a été à l’origine, étudiée à partir des caractères morphologiques. D’autres 

paramètres tels que la taille, la forme de l’épi, la position des barbes (Selmi, 2000 ; Ait–Slimane et Ait-Kaki, 

2008). 

1.6.2. La variété mondiale du blé 

 Les résultats d’expériences d’hybridation ont montré que les génomes des graminées peuvent souvent être 

regroupés en deux types distincts. Chaque type a reçu un nom A, B ou D (Ferret, 1996 ; Selmi, 2000 ; Ait–

Slimane et Ait-Kaki, 2008). 
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Chapitre 2 : 
2. LES BACTERIES LACTIQUES 

2.1 Définition et caractéristiques des bactéries lactiques 

Le groupe de bactéries lactiques constitue un groupe hétérogène dont le caractère commun est la production 

d’acide lactique suite à la fermentation des glucides (Labiouiet al., 2005). Il 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 de Sporolactobacillusqui sont des bactéries Gram (+) sporulées 

(Axelsson, 2004). 

Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes en forme de coques ou de batônnets, Gram-positif, 

incapables de produire la catalase (certaines souches possèdent une pseudo-catalase), généralement 

immobiles et asporulées (Dellagioet al., 1994). En présence d’oxygène elles sont incapables de 

phosphorylation oxydative. De nombreuses bactéries lactiques ont des exigences nutritionnelles complexes en 

ce qui concerne les acides aminées, facteurs de croissance, peptides, base purique et pyrimidique, des 

vitamines B et des acides gras. Elles ont également une activité aromatique très importante d’où leur 

utilisation en agroalimentaire (Leveauet al., 1991). Sur la base des caractéristiques de fermentation, les 

bactéries lactiques sont homofermentaires ou hétéro-fermentaire (Dortu, 2008), et tolèrent des pH acides. 

Cette dernière propriété est utilisée en agroalimentaire pour acidifier le milieu et empêcher le développement 

des bactéries pathogènes et d’altérations (Nielsen et al., 2008).  

Les bactéries lactiques sont ubiquistes, elles sont présentes dans de différentes niches écologiques comme le 

lait, les produits laitiers, les végétaux, la viande, les muqueuses humaines et animales (Drouault et Corthier, 

2001). Elles ont également été retrouvées dans le sol, les engrais, et les eaux d’égout (Holzapfelet al., 1996 

cités par Givry et Duchiron, 2008).  

Elles sont généralement mésophiles mais certaines sont psychrotolérantes ou thermotolérantes. Elles se 

développent majoritairement à pH 4,0-4,5 et certaines sont encore actives à des valeurs de pH extrêmes 

comme 9,6 ou 3,2. Elles possèdent des tolérances très variables vis-à-vis du NaCl et possèdent de faibles 

activités protéolytiques et lipolytiques (Caplice et Fitzgerald, 1999). Les bactéries lactiques utilisées dans 

l’alimentation sont considérées comme non pathogènes et se font attribuer le qualificatif anglo-saxon 

d’organismes GRAS « GenerallyRecognized As Safe ». Cependant, quelques espèces du genre Streptococcus et 

Enterococcus sont considérées comme des pathogènes opportunistes (Collins et Aguirre, 1993).  

Dans l’environnement, les bactéries lactiques sont souvent retrouvées dans le lait et ses dérivés (lait fermenté, 

fromage). Les différentes espèces de Lactobacillus, Lactococcus lactis et/ou Lactococcus garvieae, les plus 

rencontrés dans le lait et le fromage sont communément utilisés comme ferments (« starter culture » ») par 

l’industrie agroalimentaire pour la production de produits laitiers. Elles sont à l’origine de la fermentation pour 

la préparation de nombreuses boissons à partir de plantes (boza, cidre), céréales (maïs, sorgho). Acido-

tolérant, les bactéries lactiques sont capables de survivre dans des milieux très acides en raison de leur 

production d’acide lactique. De plus, l’acidification du milieu participe à l’inhibition de la croissance de certains 

microorganismes pathogènes tels que Listeria monocytogenes (Ennaharet al., 1998).  
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2.2 Classification des bactéries lactiques 

Depuis la description du genre Bacteriumlactis (actuellement Lactococcus lactis), la taxonomie des bactéries 

lactiques est en évolution permanente. Le nombre de nouvelles espèces a augmenté énormément au cours de 

ces dix dernières années. Les réorganisations effectuées ont contribué à fusionner des espèces en une seule, 

ou identifier une espèce comme un nouveau genre (Pot, 2008).   

La classification des bactéries, des levures, des virus et des protistes est basée sur la taxonomie polyphasique. 

C’est Colwell (Colwell, 1970), qui a introduit ce terme en se référant à une taxonomie basée sur un ensemble 

de critères regroupant les caractéristiques écologiques, phénotypiques, biochimiques et génétiques (Pot, 

2008).  

La première classification des bactéries lactiques a été établie par Orla-Jensen (1919) basée sur les méthodes 

phénotypiques classiques (morphologique, biochimique et physiologique) demeure pratique dans 

l’identification préliminaire des microorganismes (Lahtinenet al., 2011). Les bactéries étaient donc classées en 

fonction de la morphologie pour décrire et classifier les genres des bactéries lactiques. De ce fait, elles peuvent 

être divisées arbitrairement en bacilles (Lactobacillus et Carnobacterium) et coques (Ho et al., 2007).Les 

données biochimiques et physiologiques incluant la production de gaz à partir du glucose (Sperber et Swan, 

1976),la croissance à différentes températures, la tolérance au NaCl, aux acides, à la bile, l’hydrolyse de 

l’arginine à la détermination du profil d’hydrolyse des sucres et à la configuration de l’aide lactique ont été 

utilisées pour discriminer les microorganismes les plus proches (Ho et al., 2007).  

Ces méthodes se sont ensuite étendues par l’étude des marqueurs chimiotaxonomiques comme la 

composition de la paroi cellulaire bactérienne (De Ambrosiniet al., 1996) incluant la nature des acides gras, tels 

que l’acide lactobacillique et les acides gras insaturés qui la composent (Gilarovaet al., 1994).  

Avec l’avènement de la biologie moléculaire, de nouvelles techniques se développèrent telles que 

l’hybridation ADN/ADN, le séquençage de l’ARNr 16S de gènes codant des protéines, de protéines ribosomales 

ou d’études plus poussées du génome ont été incorporés à la description d’une espèce. La combinaison des 

méthodes chimiotaxonomiques, moléculaires et physiologiques ont permis d’approcher la taxonomie 

bactérienne sous un autre angle.  

En effet, ces méthodes ont changé la taxonomie des bactéries lactiques de façon significative. Selon les 

travaux de phylogénie (Stiles et Holzapfel, 1997 ; Klein et al., 1998), les bactéries lactiques appartiennent au 

phylum des Firmicutes, à la classe des Bacilli et à l’ordre des Lactobacillales. L’ordre de Lactobacille regroupe 

six familles (Aerococcaceae,Carnobacteriaceae, Enterococcaceae,Lactobacillaceae, Leucoccaceae et 

Streptococcaceae) formées de plusieurs genres dont 15 seulement formentle groupe lactique 

Lactococcus,Carnobacterium,Enterococcus,Lactobacillus,Weissella,Leuconostoc,Oenococcus, 

Pediococcus,Streptococcus, Aerococcus,Vagococcus,Alloicoccus,Dolosigranulum,Globicatella,et 

Tetragenococcus. Parmi ces bactéries lactiques, neuf premiers genres sont utilisés dans l’industrie 

agroalimentaire (Leisneret al., 2000). 

Les relations phylogénétiques de ces principales bactéries lactiques, basées sur la comparaison des séquences 

d’ARNr 16S, montrent que Carnobacterium,Enterococcus, Vagococcus, Aerococcus, Tetragenococcus et 

Lactosphaerasont étroitement apparentés les uns aux autres. Lactococcus et Streptococcus apparaissent 

comme relativement apparentés, alors que Lactobacillus est phylogénétiquement distinct (Figure 3).  
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De nouveaux genres, par exemple Isobaclum,Ermococcus,Facklamia,Globicatella, 

Helococcus,Ignavigranum,Apoqobacter,Abiotrophia,Alkalibacterium,Allofustis,Lactobacillus, 

Paralactobacillus,Oscillospira, ont également été décrit, et montrent des liens physiologiques et 

phylogénétiques avec les groupes des bactéries lactiques (Ennaharet al., 2003, Makarova et Koonin, 2007). 

Récemment, deux nouvelles espèces Lactobacillusnasuensissp.nov et Lactococcusfujiensissp.nov. Ont été 

isolées respectivement d’ensilage de sorgho et de feuilles de choux chinois et caractérisés phénotypiquement 

et taxonomiquement (Cai et al., 2011a ; Cai et al.,2011b). Les bactéries lactiques représentent ainsi un groupe 

taxonomique, physiologique et phylogénique très divers. 

 

 

Figure 3 Arbre phylogénétique consensus, basé sur la comparaison de séquence d’ARNr 16S,montrant les principaux groupes de 
bactéries lactiques, ayant un faible contenu mol% deG+C de l’ADN ainsi que les bactéries Gram positive nonreliées des genres 

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

2.3 Caractéristiques des principaux genres de bactéries lactiques 

2.3.1 . Genre Lactobacillus 

Le genre Lactobacillus a été proposé par Beijerinck en 1901.Il compte à ce jour plus de cent espèces, 

largement répandues dans les règnes animales et végétales. Elles sont caractérisées par leur hétérogénéité : le 

pourcentage GC varie de 32 à 53 %. De par leur variété, elles sont présentes dans des milieux très différents 

laits fermentés comme le kéfir, végétaux fermentés comme la choucroute, les viandes fraîches ou fermentées, 

l’ensilage ou le vin, le tube digestif de l’homme et des animaux (Guiraud,2003 ; Galvez et al., 2008). Ces 

bactéries ont une forme de bacilles longs et fins (parfois incurvés) souvent groupés en chaînes, généralement 
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immobiles, asporulées, catalase négative, se développent à un optimum de température situé entre 30 et 

40°C. Les lactobacilles ont des exigences nutritionnelles très complexes en acides aminés, 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 selon leur type fermentaire en trois groupes selon la classification 

deOrla-Jensen en trois groupes remaniés par Kandler et Weiss ; et cette classification est encore utilisée en 

milieu industriel (Tamime, 2002).  

2.3.1.1 Groupe I « Thermobacterium » 

Il comprend les lactobacilles homofermentaires stricts, la plupart étant thermophiles qui se développent à 

45 °C mais pas à 15 °C. Ce groupe est constitué majoritairement d’espèces présentes chez l’homme et les 

animaux et qui participent à l’équilibre de la microflore de l’organisme. Les espèces les plus fréquentes dans 

l’alimentation (lait, yaourt, fromage) sont Lb. helveticus, Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus. 

2.3.1.2 Groupe II « Streptobacterium »  

Il regroupe les lactobacilles homofermentaires mésophiles et peuvent être occasionnellement 

hétérofermentaires en fonction du substrat. Ils métabolisent le glucose en acide lactique grâce à la voie 

homofermentaire d’Embden-Meyerhof-Parnas et dégradent les pentoses par la voie hétérofermentaire des 

pentoses phosphate. Ils ne produisent pas de CO2 lors de la fermentation du glucose mais ils en produisent lors 

de la fermentation du gluconate (Kandler et Weiss, 1986 ; Stiles et Holzapfel., 1997). Les espèces les plus 

fréquentes dans l’alimentation sont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. sake et Lb. Plantarum (Figure 4).   

 

 

Figure 4 : Lactobacillus casei au microscope électronique (Corrieu& Luquet, 2008). 

2.3.1.3 Groupe III « Betabacterium » : 

Ce sont des lactobacilles hétérofermentaires. Il comporte les espèces Lb. fermentum, Lb. brevis et Lb. 

sanfrancisco.  
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2.3.2 Genre Lactococcus 

La première espèce de Lactococcus décrite fut Bacteriumlactis par Lister (1873). Elle fut ensuite renommée 

Lactococcus lactis par Schleiferet al. (1985). Le genre Lactococcus comprend 7 espèces et 4 sous-espèces 

(Euzeby, 2011).  

 

Figure 5Lactococcus lactis, au microscope électronique (Corrieu et Luquet, 2008). 

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 chaînes de longueur variable. Ce sont des 

bactéries anaérobies facultatives homofermentaires ne produisant que de l’acide lactique L(+), seul 

Lactococcus lactisssp. Lactisbiovar. Diacetylactis produit le diacétyl. Leur température optimale de croissance 

est proche de 30 °C, capable de se développer à 10 °C mais pas à 45 °C. Quelques espèces produisent des 

exopolysaccharides et des bactériocines (Tamime, 2002). Cependant, l’espèce Lactococcus lactis (Figure 5) 

trois sous-espèces ont été attribuées : Lactococcus lactissubsp. Lactis, Lactococcus lactissubsp. cremoris, 

Lactococcus lactissubsp.diacetylactis. Seules les deux premières Lactococcus lactissubsp. Lactis et Lactococcus 

lactissubsp. cremorissont importante dans l’industrie laitière (Axelsson, 1998).  

2.3.3 Genre Streptococcus 

Les espèces de Streptococcus ont été parmi les premières bactéries à être reconnus par les microbiologistes en 

raison de leur implication dans un grand nombre de maladies humaines et animales (Brown, 1919 ; 

Schottmüller, 1903).  

Ce genre est généralement divisé en trois groupes : pyogène (la plupart des espèces pathogènes et 

hémolytiques), oral (tel que St. salivarius, St. bovis) et les autres streptocoques (Scheilfer, 1987).  

 Les cellules sont généralement, de formes sphériques ou ovoïdes disposées par paires, en tétrades ou en 

chaînettes. Il est difficile de distinguer ce genre des Enterococcus, Leuconostoc et Lactococcus sur une base 

morphologique (Wijtzeset al., 1997). 
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Figure 6Streptococcus thermophilus, au microscope électronique (Corrieu et Luquet, 2008). 

L’espèce Streptococcus thermophilus (Figure 6), largement présente dans le lait et les produits laitiers comme 

agent d’acidification, possède le statut GRAS. Cette espèce se différencie par son habitat (lait et produits 

laitiers) et son caractère non pathogène.  

La résistance à la température, la capacité de croitre à 52 °C et le nombre limité des hydrates de carbones 

permettent de distinguer les St. thermophilus de la plupart des autres streptocoques (Pilet et al., 2005). 

L’espèce Streptococcus thermophilus (Figure 6), largement présente dans le lait et les produits laitiers comme 

agent d’acidification, possède le statut GRAS et est utilisée dans certains produits probiotiques.  

2.3.4 Genre Enterococcus 

Ce genre forme des coques, généralement groupés isolés, en paires, en chaînettes ou en amas et leur 

morphologie peut varier selon les conditions de culture (Devrieseet al., 1993).   

Par ailleurs, il est caractérisé par ses capacités à croître à des valeurs de pH élevées, de résister à l’acidité, et 

de se développer en présence de concentrations salines élevées (Ruiz-Moyanoet al., 2008).        
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Figure 7Enterococcus faecalis au microscope électronique (Wallace et al,2003). 

Les espèces du genre Enterococcus se caractérisent par leur grande résistance aux facteurs environnementaux. 

Elles sont présentes notamment dans l’intestin de l’Homme et des animaux, les produits végétaux, le sol et les 

produits laitiers. Les espèces Enterococcus faecalis (Figure 7) et Enterococcusfæcium, anciennement désignées 

« streptocoques fécaux sont toutes les deux utilisées comme probiotiques.   

2.3.5 Genres Leuconostoc, Oenococcus et Weissella 

Ils rassemblent les coques lenticulaires en paires ou en chainettes mésophiles (Figure 8) qui possèdent un 

caractère hétérofermentaires marqué, avec production d’acide lactique (isomère D), de CO2 et d’éthanol. Les 

caractéristiques telles que l’hydrolyse de l’esculine, la formation de dextrane, les conditions de croissance, la 

capacité à croître à différents pH et température, l’assimilation de citrate et/ou malate permettent la 

différenciation entre les genres Leuconostoc et Weissella (Ho et al., 2007).   

 

Actuellement, le genre Leuconostoc comprend quatorze espèces, ils sont également anaérobies facultatifs et 

exigeants au point de vue nutritionnel et leur croissance est toujours lente. Le développement des 

Leuconostocentraîne souvent l’apparition d’une viscosité dans le milieu grâce à la production des 

exopolysaccharides. Le genre Leuconostoc principalement Ln. Mesenteroïdessp.cremoris et Ln. lactis sont 

utilisés en association avec les lactocoques dans l’industrie laitière pour produire en plus de l’acide lactique et 

le CO2, des substances aromatiques telles que le diacétyl et l’acétoïne à partir des citrates du lait (Guiraud, 

2003 ; Ogieret al., 2008).   
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Figure 8Leuconostocmesenteroïdes au microscope électronique. (Wallace et al., 2003) 

Récemment, l’espèce Leuconostocoenos isolée de vins a été classée dans un nouveau genre Oenococcusoeni et 

certaines espèces de lactobacilles hétérofermentaires ont été groupées avec Leuconostocparamesenteroïdes 

dans le nouveau genre Weissella (Stiles et Holzapfel, 1997).   

2.3.6 Genres Pediococcus et Tetragenococcus 

Le genre Pediococcus sont des coques homofermentaires dont la particularité est le regroupement en tétrade 

(Figure 9). Ils sont mésophiles, le plus souvent incapable d’utiliser le lactose, et leur développement nécessite 

la présence de divers facteurs de croissance (Simpson et Taguchi, 1995). Les bactéries appartenant à ce genre 

productrices de bactériocines ne sont pas adaptées à la fabrication des produits laitiers fermentés de par leur 

manque ou leur lenteur de fermentation du lactose (Papagianni et Anastasiadou, 2009). En revanche, la 

souche Pediococcusacidilactici productrice de pédiocine PA—1/AcH s’est révélée être responsable de la bonne 

conservation de la viande en diminuant les populations de Listeriamonocytogenes et de Clostridiumperfringens 

(Rodriguez et al., 2002).Certaines espèces se distinguent par leur capacité à se développer à des teneurs en 

sels très élevées, comme Pediococcushalophilus, renommé Tetragenococcushalophilus et 

Tetragenococcusmuriaticus qui tolère jusqu’à 18 % de NaCl (Pilet et al., 2005).    
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Figure 9Pediococcus au microscope électronique. (Wallace et al., 2003) 

Les espèces de Tetragenococcus ont un rôle crucial dans la fabrication des produits alimentaires à 

concentration élevée en sel comme les sauces de soja, alors que les pediocoques sont parfois utilisés comme 

levains lactiques pour les charcuteries (Tosukhowonget al., 2005).  

2.3.7 Genre Bifidobacterium 

Traditionnellement, le genre Bifidobacterium a été associé aux bactéries lactiques. Par la suite, il a été séparé 

en raison du contenu G+C > mol 50 % et affecté au phylum des Actinobacteria (Gomez et Malcata,1999 ; Leahy 

et al., 2005).Néanmoins, les bifidobactéries sont également considérées comme des bactéries lactiques, en 

raison de leurs propriétés physiologiques et biochimiques semblables et du fait qu’elles partagent certaines 

niches écologiques communes aux bactéries lactiques tel que le tractus gastro-intestinal (Klein et al.,1998). En 

effet, elles ont généralement un pH optimal de croissance autour de 6,5 à 7 et une température de croissance 

comprise entre 37 °C et 41 °C. Elles ont la forme irrégulière d’un V ou une morphologie bifide en forme de Y 

(Figure10). Elles sont hétérofermentaires et dégradent les hexoses en produisant de l’acide lactique et 

acétique (Gomez et Malcata, 1999 ; Leahy et al., 2005).  
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Figure 10Bifidobacteriumsp (Wallace et al., 2003) 

Les espèces de Bifidobacteriumadolescentis, Bifidobacteriumbreve et bifidobacteriumlongum se trouvent dans 

l’intestin des enfants et des adultes.  

2.4 Métabolisme des bactéries lactiques 

Les bactéries lactiques regroupent des microorganismes appartenant à plusieurs genres ayant la capacité de 

fermenter les sucres en acide lactique. Les sucres peuvent être des monosaccharides tels que les hexoses 

(glucose, galactose), des pentoses (xylose, ribose, arabinose), des hexitols ou des pentitols (mannitol, sorbitol, 

xylitol) ou des dissacharides (lactose, saccharose, cellobiose, maltose, tréhalose). La capacité à métaboliser les 

sucres est fonction des souches considérées.  

En règle générale, le produit final prédominant est l’acide lactique (50 % de carbone de sucre). Il est clair, 

cependant, que les bactéries lactiques s’adaptent à diverses conditions en changeant leur métabolisme par 

conséquence. Cela peut conduire à former différents modèles de produits finis (Axelsson, 2004).   

2.4.1 . Principales voies fermentaires des bactéries lactiques 

- La fermentation des sucres s’effectue essentiellement en trois étapes (Atlan et al., 2008) :   

- Le transport du sucre à travers la membrane cellulaire ; 

- Le catabolisme intracellulaire du sucre ; 

- Formation et expulsion extracellulaire des métabolites terminaux.   

Pour pénétrer dans la cellule, les sucres doivent d’abord franchir la membrane cellulaire qui possède une 

perméabilité sélective : elle laisse passer les composés apolaires par diffusion mais se révèle imperméable aux 

composés polaires hydratés. Deux systèmes de transport actifs des sucres sont présents chez les bactéries 

lactiques : le système phosphotransférase phosphoénolpyruvate dépendant (PTS), qui couple le transport et la 

phosphorylation du glucide (phosphorylation en cascade), et le système perméase énergie-dépendant, qui fait 

pénétrer les glucides sous forme de sucres libres (Thompson, 1987).   
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Selon les genres ou espèces, les bactéries lactiques utilisent principalement l’une des deux voies majeures du 

métabolisme des sucres (Figure 9).Il s’agit des voies homofermentaire (Embden-Meyerhof-Parnas, EMP) et 

hétérofermentaire (voie des pentoses-phosphate) (Atlan et al., 2008).   

2.4.2 . Voie homofermentaire ou EM 

 

Figure 11Différents types de fermentation (Axelsson, 2004) 

La voie homofermentaire emprunte la glycolyse dans sa totalité (du glc-6-P jusqu’au pyruvate) et est 

généralement associée aux bactéries des genres Streptococcus, Lactococcus, Pediococcus, et Lactobacillus. La 

glycolyse conduit, en conditions optimales de croissance, à la production de 2 molécules de lactate et 2 

molécules d’ATP par molécule de glucose. Ce métabolisme est qualifié d’homolactique lorsqu’au moins 90 % 

du glucose consommé est converti en lactate. La fructose-1,6-biphosphta aldolase (FBA) est une enzyme clé 

indispensable au fonctionnement de la voie EMP (Thompson et Gentry-Weeks, 1994). En conditions de 

croissance non optimales (limitation de carbone ou certains sucres), le métabolisme des bactéries 

homofermentaires peut se diversifier vers un métabolisme appelé mixte, avec production, en plus du lactate, 

de formiate, ou/de CO2, d’acétate et d’éthanol (Cocaign-Bousquet et al.1996) (Figure 12). Cette fermentation 

est essentiellement réalisée par les entérobactéries (Enterococcussp.).     
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Figure 12Schéma de la fermentation des acides mixtes (Cocaign — Bousquet et al., 1996) 

Les principales enzymes sont indiquées en rouge : LDH : lactate déshydrogénase, PFL : pyruvate formiate lyase, 

PDH : pyruvate déshydrogénase, PTA : phosphostransacétylase, ACK : acétate kinase, ADHE : alcool 

déshydrogénase.   

2.4.3 . Voie hétérofermentaire ou voie des pentoses phosphate 

 Les principaux groupes de bactéries présentant ce type de métabolisme sont les Leuconostoctelles que 

Leuconostocmesenteroïdes(Ln. mesenteroïdes) et Leuconostocpentosaceus et certains Lactobacillus tels que 

Lactobacillusbrevis, Lactobacillusfermenti. Ce groupe de bactéries dégrade les hexoses en empruntant la voie 

hétérofermentaire communément appelée voie des pentoses phosphate (Figure9) qui conduit à la formation 

d’une molécule d’acide lactique, d’une molécule d’éthanol et d’une molécule de CO2 (Kandler, 1983). Les 

sucres à cinq atomes de carbone ou pentoses, comme le fructose, peuvent parfois être fermentés et donnent 

alors une molécule d’éthanol et une molécule d’acide lactique. Outre ces produits, qui représentent plus de 

80 % des métabolites obtenus, on obtient également de l’acide acétique et du glycérol.  

Chez les bactéries hétérofermentaires et selon les conditions environnementales, le pyruvate peut aussi 

former d’autres composés, comme l’acétate, l’éthanol ou encore des composés responsables des arômes des 

produits laitiers [diacétyle, acétoïne, 2,3-butanediol, α-acétolactate] (Loubiere et Cocaign-Bousquet, 2009).  

2.4.4 Voie bifide ou FPC [Fructose 6 —phospho —cétolase] 

 Cette voie est empruntée par les bactéries du genre Bifidobacterium, elle permet d’avoir 1,5 molécules 

d’acétate et 2,5 molécules d’ATP à partir d’une molécule d’hexose consommée. (Figure 9). 
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2.5 Intérêts des bactéries lactiques 

Le principal atout que représentent les bactéries lactiques pour l’industrie alimentaire réside dans 

l’amélioration de la qualité des produits fermentés en y développant certaines caractéristiques 

organoleptiques et en augmentant leur durée de conservation (Stiles et Holzpafel, 1997).Elles participent à 

l’inhibition de certains microorganismes pathogènes, en produisant des métabolites ayant une activité 

antimicrobienne (Dortu et Thonard, 2009).  

2.5.1 Dans la biopréservation 

La technologie de biopréservation utilisant des bactéries lactiques inhibitrices constitue un outil 

supplémentaire au service des industriels qui peut contribuer à l’amélioration de la qualité et de la sécurité 

microbiologique. Elle constitue une alternative pour la conservation des produits réfrigérés qui ont une durée 

de conservation de plusieurs jours à plusieurs semaines. Cependant, leur application exige une sélection ciblée 

des souches permettant de répondre au mieux aux caractéristiques des produits (Pilet et al., 2005).  

2.5.2 Dans l’industrie alimentaire 

L’implication des bactéries lactiques dans la fermentation et la bioconservation des aliments est connue depuis 

très longtemps. Les souches de Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus sont utilisés pour la 

production du yaourt, des fromages et des laits fermentés (Yateenet al., 2008).Les bactéries lactiques sont 

aussi responsables de l’ouverture des fromages par production de CO2, de la texture produits fermentés, par 

production des exopolysaccharides ainsi que de la production de peroxyde d’hydrogène ou de bactériocines 

qui inhibent la croissance de bactéries indésirables (Doleyres,2003).  

L’utilisation des bactéries lactiques a pour but l’amélioration des caractéristiques organoleptiques des produits 

fermentés et par conséquence augmenter la durée de leur conservation sans ajout de conservateurs 

chimiques.  

2.6 Les activités antimicrobiennes des bactéries lactiques 

Parmi les principaux atouts des bactéries lactiques est la préservation des qualités nutritionnelles et 

organoleptiques des produits alimentaires et l’augmentation de la durée de conservation (Abee, 1995 ; 

Hugenholtzet al., 1999). En effet, les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés 

antimicrobiennes tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogène, le dioxyde de carbone, le diacétyl, 

la reutérine et les bactériocines.  

2.6.1 Les acides organiques 

Les acides organiques comme l’acide lactique, l’acide acétique ou l’acide propionique sont produits par les 

bactéries lactiques lors du processus de fermentation alimentaire et permettent d’inhiber la croissance des 

bactéries qui ne peuvent se développer à pH acide. Sous la forme indissociée, l’acide lactique et l’acide 

acétique traversent passivement la membrane cytoplasmique et, pour de fortes concentrations d’acides, le 

milieu intracellulaire peut s’acidifier à un point tel, que les fonctions cellulaires sont inhibées et le potentiel 

membranaire est annulé (Ammoret al., 2006). Ainsi, l’accumulation d’acide organique est directement 

inhibitrice pour les microorganismes nuisibles qui présentent un seuil bas de résistance aux changements de 

pH intracellulaire (Kashet, 1987).  
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En milieu tamponné, les acides lactique et acétique peuvent avoir des effets synergiques sur certaines espèces 

comme E. coli(Adams et Hall, 1988). 

La sensibilité à ces acides dépend des bactéries et de l’action simultanée d’autres facteurs tels que : l’activité 

de l’eau et la température (Hsiao et Siebert, 1999). 

La production des acides lactique et acétique et donc l’abaissement du pH ont un effet essentiellement sur les 

microorganismes acido-sensibles tels que Pseudomonas, Salmonella, E.coli et Clostridium. L’acide lactique est 

toxique pour beaucoup de bactéries mais aussi des champignons et des moisissures (Geis, 1989 ; Piard et 

Desmazeaud, 1991). 

L’acide lactique n’est pas le seul acide inhibiteur. En effet, quand l’aliment contient peu de sucres, l’inhibition 

sera partiellement causée par d’autres produits tels que l’acide formique, l’acide benzoïque et le 

diacétyl(Helanderet al., 1997).  

2.6.2 Le peroxyde d’hydrogène 

Les bactéries lactiques ne possèdent généralement pas de catalase. L’accumulation du peroxyde d’hydrogène 

sous l’action des oxydases est la cause majeure de la présence de l’activité antimicrobienne, notamment chez 

les lactobacilles (Daeschel, 1989). L’action inhibitrice du peroxyde d’hydrogène est principalement due à son 

fort effet oxydant sur les lipides membranaires et les protéines cellulaires (Caplice et Fitzgerald, 1999). 

2.6.3 Le dioxyde de carbone 

Les bactéries lactiques hétérofermentaires synthétisent du CO2 comme métabolite secondaire. Son 

accumulation dans le milieu extérieur crée une anaérobiose qui peut être toxique pour les microorganismes 

aérobies présents dans l’aliment. Son accumulation dans la bicouche lipidique peut causer un 

dysfonctionnement de la perméabilité membranaire (Ammoret al., 2006).  

2.6.4 Le diacétyle 

Le diacétyle est un produit du métabolisme du citrate qui est responsable de l’arôme des produits laitiers. 

Plusieurs genres des genres Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus et Pediococcus peuvent synthétiser le 

diacétyle (Leveauet al., 1991). Les bactéries à Gram négatif, les levures et les moisissures sont plus sensibles au 

diacétyle que les bactéries Gram positif (El-Zineyet al., 1998).  

2.6.5 La reutérine 

La reutérine[ou 3-hydroxypropionaldéhyde] est un métabolite intermédiaire qui possède un effet 

antimicrobien. Il est produit lors de la fermentation anaérobique du glycérol par certaines espèces de 

Lactobacillus, notamment Lactobacillus reuteui(Vollenweider, 2004).  

La reutérine est également produite par des genres bactériens non lactiques tels que Bacillus, Klebsiella, 

Citrobacter, Enterobacter et Clostridium(Vollenweider, 2004).  

La reutérine possède un large spectre d’activité et a des applications dans le domaine médical et alimentaire.  
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2.6.6 Les bactériocines 

Le terme bactériocine a été utilisé pour désigner les protéines et peptides antimicrobiens synthétisés selon la 

voie ribosomique. Plus précisément, les bactériocines sont considérées comme des substances protéiques 

présentant une activité antimicrobienne. Ainsi les bactériocines, peuvent être isolées chez de nombreuses 

bactéries et archées (Klaenhammer, 1988).    

Aujourd’hui, les bactériocines désignent le plus souvent des protéines ou complexes de protéines produits par 

les bactéries Gram positif et plus particulièrement les bactéries lactiques (Klaenhammer1988). Les 

bactériocines sont des peptides antimicrobiens le plus souvent cationiques, modifiés ou non post-

traductionnellement, de masses moléculaires comprises entre 2 et 6 kDa(Heng et al., 2007a).   

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont généralement actives à faible concentration contre 

des bactéries phylogénétiquement proches (Belguesmiaet al., 2011, Cotter et al., 2005b). Aucune bactériocine 

produite par des bactéries lactiques ayant une activité contre des bactéries Gram négatif n’a été décrite, la 

membrane externe de ces dernières ne permettant pas aux bactériocines d’atteindre la membrane interne, 

siège de leur activité. Cependant, plusieurs genres de bactéries à Gram négatif tels que Haemophilus, 

Helicobacter ou Neisseria se sont révélés être sensibles à certaines de ces bactériocines (Morency et al., 2001). 

L’activité antimicrobienne des bactériocines a un effet soit bactéricide, provoquant la mort de la bactérie cible, 

soit bactériostatique inhibant la croissance bactérienne. Les bactériocines les plus étudiées sont celles 

produites par les bactéries lactiques connues pour leur rôle dans la bonne conservation des aliments (Cotter et 

al., 2005b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

22 

Chapitre3 : 
3.1. BACTERIOCINES : 

3.1.1. Définition des bactériocines : 

 Les bactériocines sont considérées comme des substances protéiques présentant une activité 

antimicrobienne. Ainsi les bactériocines, peuvent être isolées chez de nombreuses bactéries et archées 

(Klaenhammer, 1988). Aujourd’hui, les bactériocines désignent le plus souvent des protéines ou complexes de 

protéines produits par les bactéries Gram positif et plus particulièrement les bactéries lactiques (Klaenhammer 

1988). Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens le plus souvent cationiques, modifiés ou non post-

traductionnellement, de masses moléculaires comprises entre 2 et 6 kDa (Heng et al., 2007a). 

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont généralement actives à faible concentration contre 

des bactéries phylogénétiquement proches (Belguesmiaet al., 2011, Cotter et al., 2005b). Aucune bactériocine 

produite par des bactéries lactiques ayant une activité contre des bactéries Gram négatif n’a été décrite, la 

membrane externe de ces dernières ne permettant pas aux bactériocines d’atteindre la membrane interne, 

siège de leur activité. Cependant, plusieurs genres de bactéries à Gram négatif tels que Haemophilus, 

Helicobacter ou Neisseria se sont révélés être sensibles à certaines de ces bactériocines (Morency et al., 2001). 

3.1.2. Rôle des bactériocines 

L’activité antimicrobienne des bactériocines a un effet soit bactéricide, provoquant la mort de la bactérie cible, 

soit bactériostatique inhibant la croissance bactérienne. Les bactériocines les plus étudiées sont celles 

produites par les bactéries lactiques connues pour leur rôle dans la bonne conservation des aliments (Cotter et 

al., 2005b). 

3.1.3. Variabilité des bactériocines 

Les bactériocines sont produites par plusieurs genres de bactéries lactiques : Lactococcus, Lactobacillus, 

Pediococcus (Klaenhammer 1988 ; Piard et Desmazeaud, 1992), Carnobacterium, Streptococcus, Enterococcus 

(Devuyst ; Vandamme, 1994) et Bifidobacterium (Meghrouset al., 1999).  

3.1.4. Classification des Bactériocines 

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont réparties en quatre classes selon les 

caractéristiques communes telles que le poids moléculaire, les propriétés physicochimiques, leur mode 

d’action (large ou restreint), leurs propriétés génétiques et leur stabilité thermique (Klaenhammer, 

1993 ;Drideret al., 2006). 

3.1.4.1. Classe I : Les lantibiotiques 

Ce sont des peptides de taille inférieure à 5kD, synthétisés par voie ribosomique et subissant des modifications 

post-traductionnelles importantes. Ces peptides sont caractérisés par la présence de résidus modifiés de type 

lanthionine (Guderet al., 2002). 
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La structure de ces bactériocines diffère selon la localisation des ponts établis entre les acides aminés 

inhabituels (Tossi ;Sandri, 2002). Les lantibiotiques sont actifs contre de nombreuses bactéries pathogènes, 

comme Listeria ou Salmonella, responsables d’infections. Cette particularité permet aux lantibiotiques d’être 

utilisés comme conservateurs alimentaires (Cotter et al., 2005b). 

3.1.4.2. Classe II 

Cette classe regroupe les peptides dont le poids moléculaire est inférieur à 10 kDa, sont stables à la chaleur et 

dépourvues de lantionine. Ces bactériocines ne contiennent pas d’acides aminés modifiés. Cette classe est 

divisée en quatre sous-classes. (Tahlaiti, 2018) 

3.1.4.3. Classe III 

Ce sont des protéines de taille supérieure à 30 kDa et sensibles à la chaleur. La structure et le mode d’action 

de ces bactériocines différentes complètement des autres bactériocines produites par les bactéries lactiques. 

Cette classe ne contient que quatre bactériocines : l’helveticin produite par Lactobacillus helveticus A, 

l’enterolysin A produite par Enterococcus faecium, la zoocin A produite par Streptococcuszooepidermicus et la 

millericin B produite par Streptococcus milleri (Nilsenet al., 2003 ; Papagianni, 2003 ; Nigutova, 2007). 

3.1.4.4. Classe IV 

Cette classe comporte les bactériocines composées d’une partie non protéique nécessaire à l’activité 

inhibitrice (sucre ou lipide). La classe IV a été ajoutée suite à l’observation de la perte d’activité de certaines 

bactériocines après leur incubation en présence d’enzymes dégradant les sucres et les lipides (Jiminez-Diaz et 

al., 1993). 

Les bactériocines sont produites à la fin de la phase exponentielle et au début de la phase stationnaire de 

croissance (Dortu ;Thonart., 2009). Elles peuvent être dégradées par les protéases produites par les bactéries 

lactiques productrices (Savijokiet al., 2006) ou être adsorbées à sa surface, ce qui mène à la baisse de la 

concentration de bactériocines dans la culture. 

3.1.5. Les facteurs influençant la production de bactériocines 

Ils sont principalement la souche productrice, la température, le pH, la composition du milieu et la technologie 

de fermentation employée (Dortu, 2008). 

3.2. EXOPOLYSACCHARIDES : 

3.2.1. Définition des exopolysaccharides 

Les EPS sont des polysaccharides d’origine microbienne constitués de longues chaînes d’unités répétitives de 

sucres simples et/ou de dérivés de glucides plus ou moins ramifiées (Ruas-Madiedoet al., 2002a). Les EPS 

produits par les bactéries lactiques peuvent être attachés à la membrane bactérienne (EPS capsulaires) ou 

sécrétés directement dans le milieu (EPS libres) (Bouzaret al., 1997 ; Hess et al., 1997). Certaines bactéries 

peuvent produire à la fois des EPS libres et capsulaires (Hassan, 2008). Les EPS ont l’avantage d’être 

« naturels », requis en faible concentration (de l’ordre de mg/L) et de pouvoir remplacer les agents stabilisants 

par leurs propriétés de modifier positivement la texture, la viscosité et la sensation en bouche des laits 

fermentés (Marshall ; Rawson, 1999). 
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3.2.2. Rôle physiologique de la production d’exopolysaccharides 

 Bien que le rôle physiologique de la production des EPS demeure inconnu, plusieurs hypothèses ont été 

émises. Les EPS contribueraient à protéger les bactéries contre les environnements hostiles et/ou toxiques, la 

séquestration de certains cations essentiels et la reconnaissance cellulaire (Broadbent et al., 2003). Les EPS 

pourraient également aider à la compétition contre les colonies envahissantes. Les EPS capsulaires 

possèderaient également une autre fonction ; soit de protéger les bactéries lactiques contre l’attaque des 

bactériophages (Broadbent et al., 2003).   

3.2.3. Variabilité de la production d’exopolysaccharides 

Généralement pour les bactéries thermophiles, la production d’EPS est associée à la croissance bactérienne 

(Petry et al., 2003 ; Degeest ; De Vuyst, 1999 ; De Vuystet al., 1998). Plusieurs auteurs ont noté une instabilité 

dans la production d’EPS (Degeest ; De Vuyst, 1999 ; Cerninget al., 1992 ; Cerninget al., 1988 ; Macura ; 

Townsley, 1984). Cette production instable d’EPS pourrait s’expliquer par des repiquages successifs de souches 

(Cerninget al., 1990), la dégradation possible des EPS durant l’entreposage par des glycohydrolases 

extracellulaires (Petry et al., 2003 ; Degeest ; De Vuyst, 1999 ;Cerninget al., 1988 ;Macura ; Townsley, 1984) ou 

une instabilité génétique comme la perte du gène de production d’EPS (Jolly ;Stingele, 2001). 

3.2.4. Structure moléculaire des exopolysaccharides 

 Les EPS produits par les bactéries lactiques sont divisés en deux groupes : les homopolysaccharides et les 

hétéropolysaccharides (Ruas-Madiedoet al., 2002a ; De Vuystet al., 2001). Pour le premier groupe, l’EPS est 

constitué d’un seul type de monosaccharides tandis que les EPS du second contiennent une séquence répétée 

de deux ou plusieurs sucres simples (Vaningelgemet al., 2004a; Duboc ; Mollet, 2001 ; De Vuystet al., 2001). 

Les homopolysaccharides sont composés soit de glucose (α-D-glucans ou — Dglucans), soit de fructose 

(fructans) ou soit de polygalactane sous forme pyranose ou furanose (Ruas-Madiedo ; de los Reyes-Gavilan, 

2005 ; Monsanet al., 2001). 

Les deux positions (alpha ou beta) du groupement hydroxyle sur l’hexose sont possibles (De Vuystet al., 2001). 

Les homopolysaccharides possèdent un poids moléculaire élevé soit de 2,7 à 21,6 X 106 Dalton (Ruas-

Madiedoet al., 2002a).   

3.2.5. Facteurs influençant la production d’exopolysaccharides 

La production d’EPS oscille entre 40 et 400 mg/L (Amatayakul, 2005). La quantité d’EPS produit et leurs 

caractéristiques structurales dépendent de la souche et de l’espèce ainsi que des conditions 

environnementales utilisées telles que le milieu de culture, la température et la durée d’incubation, la vitesse 

d’acidification, le pH et la quantité d’oxygène (Ruas-Madiedoet al., 2002a ; De Vuyst ;Degeest, 1999). 



 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Matériels et méthodes 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

25 

 

Matériels et méthodes  

1. OBJECTIF 

Notre travail abordé est une étude :  

 De caractéristiques microbiologiques et biochimique du blé fermenté « Hamoum »(isolement et identification 

des bactéries lactiques).  

2. LIEU DE TRAVAIL 

L’intégralité du travail a été réalisée au laboratoire de microbiologie N° 3 et au laboratoire de biochimie N°1 

département de biologie, université Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem. 

3. ORIGINE ET ECHANTILLONNAGE DU BLE FERMENTE : 

Les prélèvements, du blé fermenté nommé en Algérie « hamoum », proviennent d’un silo souterrain 

traditionnel de la localité de Chlef. 

Les grains de blé prélevé datent d’une année. Ils sont récupérés dans un emballage alimentaire et mit au froid 

jusqu’à utilisation. Ces grains sont de couleur gris-jaunâtre ayant une forte odeur de fermentation à cause de 

leur long séjour dans le silo.  

4. MILIEUX DE CULTURE ET CONDITIONS DE CROISSANCE 

 Les milieux de cultures utilisés sont sous forme liquide ou solide après l’ajout de 15g/l d’agar agar. Les milieux 

sont les suivants : 

– Milieu MRS Gélose modifié (milieu de Man, Rogosa et Sharpe) : mMRScc : MRS Gélose +Carbonate de 

Calcium, 

-  mMRScy : MRS Gélose+ Cystéine. 

– MRS liquide : utilisé pour favoriser la culture des Bactéries lactiques. 

– PBS (Phosphate Buffered Saline) et PBS+Peptone. 

– LAPTG liquide. 

Tous les milieux de culture utilisés dans cette étude sont stérilisés à 121 °C pendant 15mn.La composition des 

différents milieux de culture est présentée en annexes. 

5. MATERIELS 

Le matériel utilisé pour les différentes manipulations est le suivant: 
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5.1 Appareillage 

— Autoclave  

– Étuve bactériologique 

– Vortex 

– Balance de précision 

– Bain-marie  

– Bec bensen 

– Agitateur magnétique chauffant 

– Réfrigérateur 

– Microscope optique  

– pH-mètre  

5.2 Petits matériels 

– Boîte de Petri  

– Pipette Pasteur  

– Tube à Essai  

– Erlen Meyer  

– Flacons en verre (250 ml)  

— Béchers de 500 ml  

— Micropipette (200 µl) 

– Anse de platine 

– Mortier 

6. METHODOLOGIE: 

6.1 Isolement, pré identification et conservation des isolats : 

L’identification des souches a été réalisée par l’application des techniques classiques de microbiologie, basées 

sur larecherche d’un certain nombre de caractèresmorphologiques, physiologiques et biochimiques. 
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6.1.1 Suspension mère et dilutions décimales : 

        -10 g de grains de blé fermenté « Hamoum » sont mis dans 90 ml de PBS (Phosphate BufferedSaline) + 

peptone etincubésà 30 °C pendant 3 jours. Pour obtenir la solution mère, on écrase dans un mortier les grains 

de blé qui sont déjà très humides. 

À partir de chaque solution mère (des produits à analyser), des dilutions décimales jusqu’à 10-6 sont réalisées :  

– Repartir stérilement 9 ml de diluant(PBS) dans une série de tubes ;  

– Agiter la solution mère pour assurer une répartition homogène des micro-organismes ; 

– Prélever 1 ml de la solution à analyser et transférer dans le tube n° 1 ; 

– on obtient ainsi la dilution 10-1 ; 

– Après agitation, prélever 1 ml de la dilution 10-1 et transférer dans le tube n° 2 pour obtenir la dilution 10-2 et 

ainsi de suite jusqu’à l’obtention de différentes dilutions (10-3, 10-4, 10-5, 10-6).  

– Après homogénéisation, un volume de 0,1 ml de chaque dilution (Solution mère, 10-4, 10-5, 10-6) est étalé en 

surface dans des boîtes de Petri contenant les milieux MRScc. 

– Les boîtes de Pétri sont ensemencées et incubées en anaérobiose (à la jarre) 30 °C durant 18 à 72 h. 

– Après croissance sur ces milieux, un examen microscopique est effectué après coloration de Gram. Les boîtes 

dont les colonies sont bien distinctes et dont les caractères culturaux comme l’aspect, la taille et la couleur 

correspondent aux caractéristiques des bactéries lactiques sont notés. Seuls les isolats à Gram+ et catalase —

sont passés par un repiquage alternatif pour être purifier. 

6.2 – Purification et pré-identification des isolats et leur appartenance au groupe 

lactique 

La réalisation de la purification sur les bactéries sélectionnées est réalisée par un repiquage de façon alternée 

sur sur milieu LAPTg(liquide) et MRS + cystéine. Après 18 à 72 h d’incubation à 30 °C ; à chaque fois, 7 à 10 

colonies représentatives bien isolées du milieu LAPTg liquide sur milieu MRS + cystéine solide et vice versa. La 

pureté de la souche estvérifiée par une observation microscopique ; l’aspect des colonies (couleur, taille, 

forme..) 
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Figure 13Isolement des bactéries lactiques à partir de BFH sur Gélose MRScc et repiquage sur bouillon LAPTg et Gélose MRS+ cystéine 

6.3 Conservations des bactéries lactiques : 

Après purification, les isolats sont conservés à court terme : les isolats purs sont ensemencés dans des tubes 

de MRS incliné. Après incubation à 30 °C, 18 h, les tubes sont placés à +6 °C et leur renouvellement se fait par 

repiquage toutes les 4 semaine (Devoyod et Muller, 1969). 

6.4 Identification des isolats 

Les analyses entamées nous permettent de classer les isolats en différents genres. Pourl’identification au 

niveau espèce et sous-espèces, les tests biochimiques s’avèrent nécessaires et indispensables. L’identification 

des isolats de bactéries lactiques a été réalisée en plusieurs étapes :  
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6.4.1 Morphologique 

6.4.1.1 Caractérisation macroscopique 

L’étude morphologique est portée sur l’observation macroscopique qui consiste à d’écrire les colonies 

observées sur les milieux. Cela concerne leur taille, leur couleur, leur forme, leur contour, leur viscosité, leur 

aspect (Badis et al., 2005).. 

6.4.1.2 Caractérisation microscopique 

L’examen microscopique est représentépar le test de Gramqui permet de classer les bactéries selon leur Gram, 

leur morphologie cellulaire et leur mode d’association,les colonies obtenues sont observées au microscope 

optique après fixation d’un frottis et la coloration de Gram. Les résultats de Gram nous orientent vers les 

démarches à suivre pour les autres tests (Larpent et al., 1990 ; Ventura & Zink,2002). 

Technique de préparation des frottis :  

o Déposer sur une lame propre une goutte d’eau stérile si la culture prélevée est solide, puis prélever à l’aide 

de l’anse de platine une parcelle de la culture. 

 o Mélanger afin d’obtenir une suspension homogène. 

 o Réaliser le frottis en partant du centre de la lame, en décrivant avec l’anse des mouvements circulaires de 

façon à obtenir un étalement mince et homogène sur au moins 2/3 de la lame.  

o Sécher et fixer le frottis au-dessus de la flamme du bec Bunsen sans trop le chauffer 

o Une fois sec, passer dans la flamme le frottis 3 ou 4 fois une demi-seconde, pour le fixer.  

Le frottis étant fixé, la lame ne présente plus de danger de contamination. On peut alors effectuer la coloration 

désirée. 

Remarque : avant de colorer, il faut attendre que la lame refroidisse sous peine de cristallisation du premier 

colorant ou de casse de la lame.   

6.4.1.3 Coloration de Gram 

La coloration de Gram est la base de l’identification d’une souche bactérienne. Elle doit être parfaitement 

maitrisée, car c’est le point de départ du choix des examens complémentaires à effectuer, des milieux à 

ensemencer. etc. 

Au terme du processus de coloration, les bactéries dites « Gram négatifs » apparaissent roses tandis que les 

bactéries dites « Gram positifs » sont colorées en bleu foncé/violet (Baldent, 1997).  

6.4.1.3.1 Principe : 

Les bactéries sont imprégnées par une première solution colorante, le violet de gentiane, puis elles sont fixées 

par un mordant, la solution de Lugol (solution d’iode dans l’iodure de potassium). On fait ensuite agir un 

décolorant (alcool le plus souvent), suivant la composition de leur paroi : certaines bactéries résistent à cette 

décoloration et apparaissent colorées en violet elles sont dites Gram positif.  
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D’autres bactéries ne résistent pas et ne sont plus visibles. On doit donc utiliser un deuxième colorant de 

teinte contrastante (fuchsine, ou safranine, colorants rouges), ces bactéries apparaissent alors colorées en 

rose, elles sont dites Gram négatif (Baldent, 1997).  

6.4.1.4 Recherche de la catalase : 

La catalase est une enzyme qui a la propriété de décomposer l’eau oxygénée(H2O2) avec dégagement 

d’oxygène selon la réaction suivante :  

2 H2O2                     2H2O + O2 

 La mise en évidence de cette enzyme est réalisée sur une colonie bactérienne mise en présence d’eau 

oxygénée à 10 V. L’apparition de l’effervescence traduit la présence d’une activité catalasique. Les bactéries 

lactiques sont catalase négative (Larpent, 1997).  

Seuls les isolats catalase négatives et Gram positifs sont retenus pour une identification (Labioui et al, 2005). 

6.4.2 Tests Biochimmiques : 

6.4.2.1 Recherche du nitrate-réductase : 

Cette enzyme est capable de catalyser la réaction de réduction des nitrates (NO3—). À une culture en milieu 

nitraté ensemencé et incubé à 30 °C, on rajoute le réactif nitrate I (acide sulfanilique), puis le réactif nitrate II 

(α-naphtylamine). La coloration en rouge indique que le nitrate est dégradé par la bactérie. C’est il y a une 

absence de coloration on ajoute la poudre de zinc, après environ 5 minutes, l’absence de coloration la bactérie 

a Nitrate positif, la bactérie réduisent lesnitrites jusqu’au stade azote gazeux et la coloration en rouge ou rose 

indique que la bactérie ne possède pas le nitrate réductase(Larpent, 1997). 

6.4.2.2 Test Mannitol-Mobilité : 

Le test permettant de rechercher simultanément la fermentation du mannitol et l’étude de la mobilité de la 

souche. L’ensemencement du milieu s’est fait par piqure centrale dans le culot jusqu’au fond du tube. Après 

24 h à 30C° d’incubation. La fermentation du mannitol est traduite par un virage au jaune du milieu de culture 

(Guiraud, 2003, Denis et al., 2007). La mobilité se traduit par la diffusion des bactéries à partir de la ligne 

d’ensemencement vers la périphérie, en créant une turbidité. Les bactéries immobiles poussent uniquement le 

long de la piqure centrale (Amara et Khaladi, 2015). 

6.4.2.3 Test Citrate de Simmons 

Ce milieu ne contient qu’une seule source de carbone : le citrate ; seules les bactéries possédant une citrate-

perméase sont capables de se développer sur ce milieu. La pente du milieu est ensemencée selon une strie 

longitudinale au moyen d’une anse contenant une colonie et incubée à 30 °C pendant 3 jours.   

 Citrate-positive : culture avec alcalinisation du milieu (virage de l’indicateur au bleu). 

 Citrate négative : pas de culture (coloration verte de milieu inchangée) (Marchal et al., 1991).  
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6.4.2.4 Test de production d’acétoine (VP/RM) 

La recherche de l’acétoïne est testée par la réaction de Voges-Proskauer (VP) (Harrigan et McCance, 

1976 ;Zourari et al., 1991 ;Facklam et Elliot, 1995). Des tubes contenants chacun 5 ml de milieu Clark et Lubs 

sont ensemencés à l’aide d’une anse, après incubation à 30 °C pendant 18 à 48 h, on ajoute trois gouttes de 

réactif VP1 et le même volume du réactif VP2 (alpha-naphtol à 6 % dans l’alcool à 95 °). On Agite 

soigneusement les tubes et on attend un temps maximum de 10 min.   

Une teinte rouge cerise (anneau) indique une réaction VP positive (Marchal et al., 1991).  

Le rouge de méthyle différencie le processus de fermentation, il est jaune au-dessus d’un pH de 6,3 et rouge 

en dessous de 4,2. La production d’acetylméthylcarbinol se révèle par l’apparition d’une coloration rouge en 

surface du milieu.  

Après incubation, transvaser 2 ml du milieu dans un autre tube et ajouter 1 à 2 gouttes d’une solution à 0,5 % 

de rouge de méthyle dans l’alcool à 60°. Une coloration rouge du milieu, correspondant à un pH inférieur à 4,2, 

est considérée comme positive. Une coloration jaune du milieu, correspondant à un pH supérieur à 6,3, est 

considérée comme négative.  

6.4.2.5 Test d’utilisation des sucres sur milieu Triple Sugar Iron (TSI) : 

La pente du milieu TSI est ensemencée par stries et le culot par piqure centrale. Après, une incubation à 30C° 

pendant 24 h :   

– Le virage du culot au jaune traduit la fermentation du glucose.   

– La présence de bulles de gaz signifie la fermentation avec production du gaz.   

– Le virage de la pente au jaune traduit l’utilisation du lactose ou saccharose ou les deux à la fois.  

– Une coloration noire signifie la production d’hydrogène sulfuré(H2S) (Khaladi et al 2015). 

6.4.2.6 Test de croissance à différentes températures 

Ce test permet de distinguer les bactéries lactiques mésophiles et les bactéries lactiques thermophiles (Leveau 

et al, 1991). Le test est réalisé sur milieux MRS liquides à différentes températures 7 °C et 40 °C, 37 °C pendant 

24 à 48 h, la croissance cellulaire est appréciée par la présence d’un trouble (Badis et al., 2005 ; Hariri et al., 

2009). 
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Resultats 

Tableau 1: Récapitulatif des tests biochimiques 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14Résultats test citrate de Simmon 

 

Isolats Gram Catalase Citrate Nitrate VP RM 
Mannitol TSI Températures 

Ferm Mob H2S Ferm 7°C 37°C 40°C 

L11 + - - - - + + -  - + - + + 

L22B + - - - - + + - - + - + + 

L24A + - - - - + + - - + - + + 

L25A + - - - - + + - - + - + + 

L30A + - - - - + + - - + - + + 

L42 + - - - - + + - - + - + + 

L46 + - - - - + + - - + - + + 

L64 + - - - - + + - - + - + + 

L101 + - - - - + + - - + - + + 

L108 + - - - - + + - - + - + + 
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Figure 15Résultats test Nitrate + confirmation zinc 

 

 

Figure 16Résultats test réaction de Voges-Proskauer 

 

Figure 17 Résultats test Rouge de Méthyl 
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Figure 18Résultats test TSI 

 

Figure 19Résultats test Mannitol mobilité 

 

Figure 20Résultats du test de croissance à45°C 
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Figure 21Résultats du test de croissance  à37 °C 

 

Figure 22 Résultats du test de croissance à 7°C 
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ANNEXE I : Les milieux de cultures et réactifs 
 

1. Milieux Liquides  

Milieu MRS(pH 6,5) 

Pour 1 litre de milieu :    
 
Peptone ..................................................................................................10g  
Extrait de viande ....................................................................................10g  
Extrait de levure .......................................................................................5g  
Glucose ...................................................................................................20g  
Tween80...................................................................................................1ml  
Phosphate dipotassiqueK2HPO4.............................................................…2g  
Acétate de sodium ................................................................................ .5g  
Citrate d’ammonium ............................................................................. .2g  
Sulfate de magnesium, MgSO4 ............................................................. 0.2g  
Sulfate de manganèse, MnSO4 ............................................................. 0.5g  
Eau distillée qsp ................................................................................ 1000ml  

 

Stérilisation par autoclavage à 121°C pendant 15 min. 

 

Bouillon Clark et Lubs (MR-VP) 

Pour 1 litre de milieu :    

Peptone ……………………………………………….……………………………………………7g 
Glucose …………………………………………………………………………..…………………5g 
Phosphate dipotassique K2HPO4…………………………..………….…………….…..5g 
Eau distillée……………………………………………………………………………….….1000ml 

 

 Stérilisation par autoclavage à 121°C pendant 15 min 

 

LAPTg(ph 6.6) 

Pour 1 litre de milieu :    

Extrait de levure ………………………………….……………………………………..10g 
Peptone ……………………………………………………………….…………………….10g 
Tryptone …………………………………………………………….………………….…..10g 
Glucose …………………………… ;……………………………………………………….10g 
Tween 80  …… .………………………………………………………………..………..10ml 
 Eau distillée…………………………………………………………………….…….1000ml 
 

Stérilisation par autoclavage à 121°C pendant 15 min 



 

 

38 

 

PBS 1x 

NaCl ……….…………………………………………………………………………………..8 g 
KCl…………………………..……………………………………………………………200 mg 
Na2HPO4 ………………………………………………………………………………..1.44 g  
KH2PO4………………………………………………………………………………….245 mg 

 

Indole 

Tryptone ……………………………………………………………………………………10g  
Chlorure de sodium ……………..…………………………..……………..…………5g  

 

Nitrate 

Milieu de réduction des nitrates  

ExtraitViande……………………………………………………………………………..3g  
Gélatine peptone …………………………………………………………….……….5g  
 Nitrate de potassium (KNO3) …………………………………………………….1g 
 Eau déionisée  …………………………………………………………………..1000ml  

 

Téléchargé depuis www.asmscience.org par IP: 41.99.141.29 Sur: Jeu 09 janv.2020 19:42:46 Société 

américaine de microbiologie © 2016  

 

2. Milieux Solides   

Milieu MRS (pH 6,5) 

Pour 1 litre de milieu :    

Peptone ....................................................................................................10g  
Extrait de viande ......................................................................................10g  
Extrait de levure ........................................................................................5g  
Glucose ....................................................................................................20g  
Tween80...................................................................................................1ml  
Phosphate bipotassique K2HP............................................................... …2g  
Agar (cat 611001) …………………………………. ………….………………………………18g 
Acétate de sodium ................................................................................... .5g  
Citrate d’ammonium  ................…............................................................ .2g  
Sulfate de magnesium, MgSO4  ............................................................. 0.2g  
Sulfate de manganèse,  MnSO4  ............................................................ 0.5g  
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Eau distillée qsp .........................  ....................................................... 1000ml  
 

Stérilisation par autoclavage à 121°C pendant 15 min. 

 

MRSCysteine 

 

Milieu MRS + L cysteineHCl .2 g/l 

 

MRS Carbonate de Calcium 

 

Milieu MRS + Carbonate de calcium. 10g/l 

 

Citrate de Simon (pH 6.9) 

Pour 1 litre de milieu :    

Ammonium dihydrogène phosphate.………………………..………………………1g 
Phosphate dipotassique   H2PO4…….…...……………………………………..………1g 
Citrate de sodium…………………………….……………………….………………………..2g 
Chlorure de sodium ………………………………….……………………………………….5g 
Sulfate de magnésium MgSO4 ………….…………………………………………..…0.2g 
Agar (cat 611001)    …………………………..…………….………………..................15g 
Bleu de Bromothymol.……………..…………….…………..…………..………………0.08 
Eau distillée qsp ……………………….……………………………..……………..…1000ml 
 

Stérilisation par autoclavage à 121°C pendant 15 min 

 

TSI 

Digestion pancréatique de caséine USP   ……….……………………………10g  
Digestion peptique de tissu animal ……………………………………………..10g 
Glucose …………………………………………………………………………….…………. 1g  
Lactose …………………………………………………………………..........................10g 
Saccharose ………………………………………………………………………………….10g 
Sulfate ferreux ou ferreux sulfate d'ammonium ………………………..0,2g 
NaCl …………………………………………………………………………………..…………..5g  
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Thiosulfate de sodium …………………………………………………...............0,3g 
Rouge de phénol…………………………………………………………………..0,024g 
Gélose ………………………………………………………………………………………..13g  
Eau distillée…………………………………………………………………………...1000ml 

 

Mannitol-mobilité 

 Peptone trypsique de viande .......................................................... 20g 
Agar……………………………………………….………………………………..…………….4g 
 Mannitol……………………………………………..………………………………............2g                                                       
KNO3............................................................................ …………………....1g 
 Rouge de phénol à 1 % ......................................................................4ml 
 Eau distillée q.s.p ...........................................................................1000ml  
 

pH=7.6-7.8 Stérilisation par autoclavage à 121°C pendant 15 min 
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ANNEXE II : Coloration de Gram 
 

 

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

 

o Sur une lame, fixer à la chaleur une culture bactérienne 

o Recouvrir la lame avec la solution de violet de gentiane pendant 1 min puis rincer 

o Ajouter du lugol pendant 1 min puis rincer 

o Décolorer avec de l’alcool pendant 19 secondes, puis rincer à l’eau. 

o Faire une contre coloration en utilisant Safranine et laisser agir 1 min ; 

o Laver à l’eau 

o Après séchage, soumettre la lame à une observation microscopique à immersion (x100). 

 

Les bactéries à Gram positif apparaissent en violet et les bactéries à Gram négatif en rose. 

 

 

 

 

 

 


