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Résumé

Résumé

La recherche de nouvelles souches de bactéries lactiques continue de faire I’objet des
travaux de recherches récentes. Les aptitudes technologiques des souches lactiques sont
généralement instables, ce qui pousse la communauté scientifique a rechercher de maniére

continue des souches performantes isolées des différents écosystémes.

Dans ce présent travail nous avons choisis d’étudier les bactéries lactiques isolées a partir des
échantillons du lait de 10 femmes qui ont étaient collectés aupres des différentes polycliniques

de la région oranaise, pour réaliser notre travail nous avons adopté le plan suivant :

o Détermination de I’acidité titrable des souches en fonction du temps

e La mesure de variation du pH apres chaque heur d’incubation pendant 4h

o Réalisation de dénombrement par ensemencement en profondeur sur gélose MRS puis
incubé pendant24h

e Tester I’activité protéolytique de ces souches par I’utilisation de I’électrophorese.
Les résultats sont comme suit:

- cing souches ont été sélectionnées pour leur pouvoir acidifiant, leurs cinétique de croissance
et leur activite protéolytique (Enteroccoccus spl, Lactobacillus spl, Lactobacillus sp4,
Enteroccoccus sp6, Enteroccoccus sp4). Ces derniers, hydrolysent toutes les protéines du lait

y compris la protéine 2 -lactoglobuline qui est une protéine allergisante.

En conclusion, les genres Lactobacillus et Enteroccoccus peuvent étre utilisé dans des laits

infantile hypoallergénique..

Mots clés: lait maternel- pouvoir acidifiant — activité protéolytiqgue - Enteroccoccus
Lactobacillus - protéines du lait de vache.
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Introduction générale

Le lait maternel est en général, le premier aliment ingéré par les nouveau-nés. Sa
composition a une influence directe sur le développement du microbiote intestinal, lequel
jouera a son tour un réle essentiel dans le développement du systeme immunitaire des

Nnourrissons.

Le lait maternel a un role tres bénéfique, il contient pres de 700 especes de bactéries
différentes (Raul Cabrera-rubio et al. 2012) il est exempt de 2 -lactoglobuline, une protéine
du lait de vache extrémement allergisante pour I'étre humain elle peut entrainer des réactions

tres violentes chez les nouveau-nés agés de moins d'un an.

Les bactéries lactiques présentent un grand intérét dans I’industrie. Elles sont largement
utilisees dans I’élaboration des produits alimentaires par des procédes de fermentations
lactiques. Les bactéries lactiques assurent non seulement des caractéristiques particuliéres
d’arbmes et de texture mais aussi une bonne sanitaire securité alimentaire. Cette sécurité est
favorisée grace a la production d’acides organiques (acides lactiques et acétiques) qui font

baisser le pH dans le milieu.

C’est dans ce sens que s’inscrit notre étude dont le but d’étudier et de determiner les
propriétés de ces bactéries par ce présent travail qui vise I’étude des propriétés technologique
de quelques souches isolées du lait maternel. Les pouvoirs visés concernent I’activité
acidifiante, la diminution du pH, le dénombrement et la dégradation des protéines du lait de

vache.


http://www.futura-sciences.com/planete/definitions/zoologie-espece-2261/
https://fr.wikipedia.org/wiki/B-lactoglobuline

Chapitrel.:
Revue
Bibliographique
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1. les bactéries lactiques
1.1 Généralités sur les bactéries lactiques
1.1.1 Définition et caractéristiques

Les bacteéries lactiques sont des cellules procaryotes organotrophes formant un groupe
hétérogene (Badis et al., 2005). Elles peuvent avoir différentes formes: sphériques
(coques/genre Streptococcus et Lactococcus...), batonnets (bacilles/genres Lactobacillus) ou
encore ovoides (Leuconostoc ssp.) (Luquet et Corrieu, 2005; Galvez et al., 2011).

Ce sont des bactéries a Gram positif dont la teneur en guanine et cytosine (G+C) est
inférieure a 50%. Elles sont asporulantes, aéro anaérobie facultatives ou micro-aérophiles, a
métabolisme fermentaire strict, acido-tolérantes et capables de croitre a des températures
comprises entre 10°C et 45°C et a des pH allant de 4,0 a 4,5.

Ces bactéries sont généralement immobiles et se caractérisent par la production
d’acide lactigue comme produit majeur du métabolisme (Salminen et al., 2004; Kénig et
Frohlich, 2009 ; Pringsulaka et al., 2011).

Les bactéries lactiques ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides
amingés, les peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentescibles
(Dellaglio et al., 1994 ; Hogg, 2005).

Bien avant que I‘on soit conscient de leur existence, les bactéries lactiques, ont
toujours été utilisées cependant, comme ferment elles ne sont utilisées que récemment dans la
conservation des aliments a base de lait, de viande, de poissons, de Iégumes et de fruits (Ross
et al., 2002). Cest a I*époque des grandes déecouvertes de la microbiologie, a la fin du 19éme
siecle, que des chercheurs se sont penchés sur la fermentation du lait pour trouver la cause de
sa coagulation acide. Conn (1889) ; Storch (1890) et Weigmann (1896), ont conclu que la
présence de bactéries lactiques est responsable de I‘acidification du lait et de la maturation de

la creme (De Roissart et Luquet, 1994).

1.1.2 Habitat et origine

Les bactéries lactiques sont tres fréquentes dans la nature. 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 (Plantes et fruits), des animaux et des humains

(cavités buccales et vaginales, féces et dans le lait). Mais certaines espéces semblent s’adapter
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a un environnement spécifique et ne sont guere trouvées ailleurs que dans leurs habitats
naturels (De Roissart, 1986). Les especes du genre Lactococcus sont isolées du lait ou des
végétaux qui sont les réservoirs naturels de la plupart de ses espéces. L’espéce Lactococcus
lactis subsp. lactis est isolée pour la premiere fois a partir du lait fermenté par Lister en 1873
et reconnue comme agent primaire de I’acidification du lait caillé). (Bergey’s manual, 2009)
Parmi les especes du genre Streptococcus, Streptococcus thermophilus est isolée du lait

pasteurisé, du matériel de laiterie et de levains artisanaux.

Les especes du genre Leuconostoc sont isolées du lait, des produits laitiers, des fruits,
des légumes (en particulier la betterave), des végétaux en fermentation (comme la
choucroute), des produits de la panification et des solutions visqueuses de sucre dans les

sucreries.

Les espéces du genre Pediococcus sont présentes surtout dans les végétaux en
décomposition, parfois dans les boissons alcoolisées, le lait, les différents fromages et les

préparations culinaires (Saucisses, anchois salés ou sauce de soja) (Bekhouche, 2006).

Les espéces du genre Lactobacillus sont présentes dans plusieurs milieux différents :
dans le lait et les fromages, dans les laits fermentés dans les produits végétaux fermentés, les

marinades, I’ensilage, le vin et les viandes fraiches ou fermentées (Demazeaud, 1996).

1.1.3 Intérét des bactéries lactiques

L’utilisation des bactéries lactiques pour une application industrielle donnée est
déterminée par leurs proprietés fonctionnelles et technologiques. Celles-ci recouvrent les
propriétés suivantes : activité acidifiante, propriétés enzymatiques (activité protéolytique,
peptidasique et lypolytique), production de métabolites d’intérét telle que la peroxyde
d’hydrogéne, les acides organiques et les bactériocines (Belyagoubi, 2014).

D’autres qualités ont depuis été associées aux bactéries lactiques lorsqu’elles sont
associees aux produits alimentaires comme I’augmentation des valeurs nutritionnels des
aliments, la réduction de la formation de produits toxiques et la propriété de probiotique. En
plus de la propriété de bioconservation, plusieurs propriétés ont été attribuées aux bactéries
productrices de bactériocines telles que la diminution des gaz dus a la fermentation ainsi qu’a

I’amélioration du godt et de la qualité du produit fini (Makhloufi, 2011).




Revue bibliographique

Parmi leurs intéréts :

1.1.3.1 Pouvoir acidifiant

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des
bactéries lactiques utilisées dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par la
production de I’acide lactique a partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours de
la croissance bactérienne (Mayra-méakinen et Bigret, 2004 ; Monnet et al., 2008).

Afin de réaliser une caractérisation technologique des souches, il est utile de mesurer
I'activité acidifiante des bactéries en reproduisant I'évolution thermique du fromage (Chamba
et Prost, 1989). Pour mesurer l'activité acidifiante des bactéries dans le lait, la destruction
préalable de la flore contaminante est nécessaire (Chavarri et al., 1983).

L. lactis subsp. lactis, ssp. cremoris et biovar. diacetylactis, sont les trois bactéries les plus
fréeguemment citées pour leurs rbles majeurs différents, respectivement pour I’aptitude
acidifiante (Casalta et al., 1995 ; Lafarge et al., 2004).

1.1.3.2 protéolytique

Le systeme protéolytique des bactéries lactiques est composé de protéases associees a
la paroi cellulaire, qui catalysent I'hydrolyse de protéines en peptides contenant de 7 a 16
résidus aminés, ces peptides sont ensuite dégradés par des endopeptidases ou exopeptidases
en unités transportables d'acides aminés et de petits peptides. Des études comparatives
effectuées sur la protéolyse du cheddar fait avec ou sans ferments lactiques ont démontré
I'importance de ces bactéries pour la libération de petits peptides et d'acides aminés libres
durant la maturation fromagere (Lynch et al., 1997; Lane et Fox, 1996; Farkye 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).

1.1.3.3 Pouvoir antibactérien

Les bactéries lactiques constituent un moyen biologique efficace pour la préservation
des qualités hygiéniques des aliments, du fait de leur aptitude inhibitrice vis-a-vis des
microorganismes nuisibles (Caridi et al., 2003). En effet, les bactéries lactiques produisent de
nombreux métabolites aux propriétés antimicrobiennes, comme des acides organiques, du
peroxyde d’hydrogéne, du dioxyde de carbone, de la reutérine, du diacétyle et des
bactériocines (Dortu et Thonart, 2009).
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Le peroxyde d’hydrogene, produit en présence d’oxygene, s’accumule en I’absence de
catalase ; son pouvoir oxydatif provoque I’oxydation des lipides et la libération des acides
nucléiques (Block, 1991). Le dioxyde de carbone, formé au cours de la fermentation
hétérolactique, crée un environnement anaérobie qui s’avére toxique pour certains
microorganismes aérobies (Eklund, 1984). Les acides organiques, élaborés lors de la
fermentation des glucides, peuvent inhiber des levures, des moisissures et des bactéries. En
diffusant a travers les couches lipidiques de la membrane bactérienne, ils provoquent un
abaissement du pH interne par libération de protons, déstabilisant ainsi le fonctionnement de
la cellule bactérienne (Booth, 1985).

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

pathogenes (Soomro et al., 2002).

Les bactéries les plus fréqguemment utilisées comme probiotiques sont des
Lactobacillus et des Bifidobacterium (Khan et Ansari, 2007). Les lactobacilles ont été
incorporés dans des laits fermentés (Heller, 2001 ; Oliveira et al., 2001) et des fromages
(Gomes et Malcata, 1998 ; Nayra et al., 2002)

D’autres ont cité leur capacité de diminuer les allergies liées aux aliments grace a leur
activité proteolytique (EI-Ghaish et al., 2011). Uehara et al. (2006) ont démontré pouvoir
anti inflammatoire de Lactobacillus crispatus , qui est utilisée sous forme de suppositoire
pour empécher la colonisation du vagin par les bactéries pathogenes et de prévenir ainsi les

rechutes chez les femmes qui souffrent d’inflammations fréquentes et répétees de la vessie.




Revue Bibliographique

1.2 Lait maternel
1.2.1 Définition

Le lait maternel est un liquide biologique complexe qui comprend des milliers de
constituants. La composition du lait maternel, comme celui de tous les mammiferes, est
spécifique de I’espéce et adaptée aux besoins particuliers du petit humain. Il contient des
macronutriments (protéines, lipides et glucides), des micronutriments (minéraux et vitamines)
et de trées nombreux facteurs biologiquement actifs. Ensemble, ils assurent la nutrition du
nouveau-ne mais aussi des mécanismes anti-infectieux, anti-inflammatoires, antioxydants,

d’immunomodulation, trophiques et de protection de la muqueuse intestinale.

Le lait maternel joue également un réle important dans I’initiation, le développement et la
composition de la microflore intestinale du nouveau-né, grace a ses composants pre- et

probiotiques( M. Tackoen ., 2012) ..

1.2.2 Composition du lait de femme

e Protéines et substances azotées

La teneur en protéines du lait de femme est remarquablement faible, entre 8 et 12
g/l, ce qui suppose une excellente absorption et une parfaite adéequation du profil de ses acides
aminés avec les besoins du nourrisson. On peut citer en exemple ses teneurs relativement plus
faibles en phénylalanine, tyrosine et méthionine et plus fortes en taurine et en cystéine, bien
adaptées aux immaturités enzymatiques du nouveau-né, qui limitent chez lui certaines
capacités de conversion, comme celles de la méthionine en cystéine et en taurine. Les
protéines du lait de femme sont aussi trés spécifiques ; méme les cas€ines, qui ne représentent
que 40 % des protéines (contre 80 % dans le lait de vache et les laits pour nourrissons a
protéines non modifiées), sont différentes. Les caséines du lait de femme forment des micelles
beaucoup plus petites que celles du lait de vache et des laits adaptés. Il s’agit surtout de
caséine 2 dont Ishydrolyse conduit a des peptides (caséomorphines) a propriétés opioides et de
la caséine ° hautement glycosylée dont la fraction C terminale a des effets bifidigénes (Salle
BL 1993, Hamosh M.,2000). Enfin, un pourcentage élevé (60 %) de protéines ne précipitent
pas avec les caséines ; elles sont dites “protéines solubles”. Ce pourcentage élevé de protéines
solubles et les micelles de caséine de petite taille expliquent la coagulation plus fine du lait de

femme dans I’estomac du nourrisson, contribuant a sa vidange plus rapide.
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Parmi ces protéines solubles, certaines ont des roles fonctionnels essentiels, comme
les immunoglobulines, en particulier les IgAs de type secrétoire (0,5 a 1 g/l) (Hamosh
M.,2000), la lactoferrine, le lysozyme, la béta-défensine 1 ( Jia HP.,et al 2001), des enzymes
(en particulier une lipase), des facteurs de croissance, comme I’insuline-like growth factor
(IGF1), le transforming growth factor (TGF), les facteurs de croissance leucocytaire (G-CSF)
et, surtout, I’epidermal growth factor (EGF), qui a une action trophique sur les muqueuses
gastrique et intestinale. On y trouve aussi de I’érythropoiétine (Kling PJ.,2002), des protéines
de liaison des folates, des vitamines B12 et D, de la thyroxine et des corticostéroides et
différentes cytokines, aussi bien pro-inflammatoires (TNF4, IL12, IL6, IL8, IL12, IL18, MIF)
queantiinflammatoires (IL10 ; TGF22), dont la signification physiologique reste a préciser
(Hamosh M.,2000). A c6té des protéines, la somme des peptides, des acides aminés libres
(dont la taurine), de I’urée, de I’acide urique, des sucres et alcools aminés, des polyamines,
des nucléotides et de la carnitine représente 20 a 25 % de I’azote total du lait, alors qu’elle ne
constitue que 3 & 5 % de cet azote dans le lait de vache et les laits adaptés. L’intérét
nutritionnel de certains de ces composés, comme la carnitine et les nucléotides, est bien

démontré.

e Lipides et digestibilité des graisses

Alors que la teneur en lipides (35 g/l en moyenne) est proche de celle du lait de vache,
on sait, depuis longtemps, que la digestibilité et le coefficient d’absorption des graisses du lait
de femme sont trés supérieurs (80 % versus 60 % dans les premiers jours et atteignant
rapidement 95% alors qu’il reste a 80 % a 3 mois pour le lait de vache). On sait aujourd’hui
que, pour I’essentiel, la meilleure digestibilité des graisses du lait de femme tient a la présence
en son sein d’une lipase dépendante des acides biliaires qui compense au niveau duodénal le
défaut de lipase pancreéatique ( Hamosh M.,2000) ; s’y ajoute la structure différente des
triglycérides. Soixante-dix pour cent de I’acide palmitique (25 % des acides gras totaux) étant
en position 2 sur le glycérol, ils sont bien absorbés sous forme de monoglycéride, ce qui n’est
pas le cas pour le lait de vache. Ce n’est pas non plus le cas des lipides d’origine végétale qui
remplacent aujourd’hui, en tout ou en partie, les graisses lactiques dans les formules pour

Nourrissons.

Ce remplacement des graisses lactiques par un mélange de graisses végétales dans les

laits pour nourrissons est bien entendu effectué pour assurer les apports indispensables en
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acides gras essentiels, acide linoléique (chef de file de la série “n-6") et acide + linolénique
(chef de file de la série “n-3”) dans un rapport satisfaisant (entre 5 et 15). Il en résulte
cependant des désavantages a plusieurs égards. Le lait de femme est riche en cholestérol (2,6
a 3,9 mM/I) alors que le lait de vache en apporte peu (0,3 a 0,85 mM/I) et que les laits pour
nourrissons, a 100 % d’huiles végétales, n’en apportent pas du tout. La cholestérolémie est
d’ailleurs plus élevée chez le nourrisson au sein. Si les conséquences de ces faits ne sont pas
aujourd’hui évidentes, il faut rappeler le rdle du cholestérol dans la structure des membranes,
comme précurseur hormonal et dans le developpement cérébral. Dans le syndrome de Smith-
Lemli-Opitz, la carence tres précoce, in utero, en cholestérol endogene entraine un syndrome
malformatif grave dominé par une arriération mentale sévere. Les effets a long terme de
I’absence de cholestérol dans les laits pour nourrisson ne sont pas aujourd’hui apparents.

L’hypothése selon laquelle une cholestérolémie plus élevée de I’enfant au sein contribuerait a
une maturation des récepteurs aux LDL et a une cholestérolémie plus basse a long terme reste
discutée. Une revue récente des études publiées conclut cependant (Owen CG.,et al 2002) a
une baisse du cholestérol total et du LDL-cholestérol a long terme, chez les enfants ayant été

nourris au sein, avec un effet bénéfique sur I’avenir cardiovasculaire.

Un deuxiéme inconvénient possible concerne les acides linoléiques conjugués
(CLA), essentiellement le 9 cis 11 trans 18:2 et d’autres isomeéres. Ces CLA sont présents
dans le lait de vache (3,4 a 6,4 mg/g de graisse) ; ils résultent de la biohydrogénation partielle
de I’acide linoléique dans le rumen. lls sont egalement présents dans le lait de femme, en plus
faible concentration (3,8 £ 0,3 mg/g de graisse), au prorata de la consommation de produits
laitiers, mais sont totalement absents des laits adaptés a 100 % de lipides végétaux, comme

I’autorise la reglementation.

Différentes études ont montré que ces CLA exercaient un effet protecteur vis-a-vis de
différentes tumeurs cutanées et mammaires induites expérimentalement chez I’animal, de
méme qu’un effet protecteur visa- vis de I’athérosclérose chez le hamster par baisse du LDL-
cholestérol et qu’ils auraient, enfin, des propriétés anti-oxydantes (Bélury MA.,1995). Il est
difficile, aujourd’hui, de transposer ces résultats chez I’homme et d’affirmer qu’un manque de
CLA pendant les 4 a 6 premiers mois de la vie pourrait avoir de tels effets négatifs a long

terme.
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Beaucoup plus importante est la présence dans le lait de femme des acides gras poly-
insaturés (AGPI), acides gras essentiels mais aussi leurs homologues supérieurs, en particulier
I’acide arachidonique (AA : 0,46 g/ 100 g d’acides gras) dans la série linoléique et I’acide
docosa-hexaénoique (DHA : 0,25 g/100 g d’acides gras) dans la série £ linolénique en raison
de leurs fonctions aux niveaux cérébral et rétinien (Heird WC.,2000). lls sont totalement
absents des formules pour nourrissons, a I’exception de I'une d’entre elles. Leur rdle
démontré dans les processus de maturation cérébrale et rétinienne, I'immaturité des processus
d’élongation et surtout de désaturation qui permettent leur synthése a partir des deux acides
gras essentiels (Reynolds A ., 2000) ont conduit & un consensus sur la nécessité d’une
supplémentation spécifique et équilibrée en AA et en DHA des formules pour prématurés.
Bien que certains travaux plaident dans ce sens, la nécessité de supplémenter de la méme
facon les laits de premier &ge n’est pas prouvée ; cette supplémentation entrainerait sans

aucun doute une augmentation du co(t de ces laits.

e Glucides et oligosaccharides

Globalement, le lait de femme définitif comporte 75 g/l de glucides dont 63 g de lactose
et 12 g d’oligosaccharides, alors que le lait de vache ne comporte que du lactose, les laits pour
nourrissons pouvant comporter, dans des limites réglementairement fixées, d’autres sucres,
comme la dextrine-maltose. Ces oligosaccharides constituent une autre originalité majeure du
lait de femme (Gnoth MJ et al., 2000). Constitués de cing sucres élémentaires de structure
ramifiée (glucose, galactose, N-acétylglucosamine, fucose, acide sialique), ils sont au nombre
de plus de 130 et représentent de veritables prébiotiques. Non digestibles au niveau du gréle
(Gnoth MJ et al., 2000), ils jouent un rdle essentiel dans la mise en place de I’écosystéme
bactérien colique dominé, chez I’enfant nourri au sein, par les bifidobactéries, en particulier

bifidobacterium bifidum.

Le rble des ces oligosaccharides (pratiquement totalement absents du lait de vache et
des formules pour nourrissons) dans la protection visa-vis des infections digestives, mais aussi

extradigestives, est aujourd’hui de plus en plus argumenté (Kunz C et al .,2000).

e Autres composants du lait de femme
Il n’est pas de notre propos de détailler tous les nutriments du lait de femme, d’autant
qu’en ce qui concerne les minéraux et les micronutriments (vitamines et oligoéléments), les

possibilités technologiques permettent d’optimiser les valeurs de ces constituants dans les
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laits pour nourrissons. Les tableaux 1, 2 et 3 fournissent des éléments comparatifs entre lait
de femme, lait de vache et laits pour nourrissons actuellement commercialisés.

Il faut souligner cependant les différences de biodisponibilité qui peuvent exister pour
differents oligo-éléments, comme le fer et le zinc, en raison des “ligands” présents dans le lait
de femme et qui facilitent leur absorption. Ainsi, malgré une teneur relativement

faible en fer, le coefficient d’absorption élevée (60 % versus 20 % pour le fer du lait de vache)
assure un statut martial suffisant chez I’enfant au sein. En cas d’allaitement maternel exclusif,
prolonge au-dela de 6 mois, une supplémentation en fer devient cependant necessaire.

Il faut enfin insister sur le role antiinfectieux joué par les cellules immuno-compétentes (2 a
300 000/ml) et leurs cytokines, qu’il s’agisse de lymphocytes T (interleukines 2, 3, 4, 10 ;
interféron 3), de lymphocytes B (IgAs, IgG, IgM) et de macrophages.

Tableau 1 : Comparaison des compositions en énergie, protéines, lipides et acides gras

essentiels du lait de femme avec celles du lait de vache et des laits pour nourrissons.

Pour 100 ml Lait de vache Laits pour nourrissons | Lait de femme
Poudre (9) 12,615
Calories (kcal) 65 66a73 68
Protides (g) 3.7 15a19 1
Caséine (%) 80 60 a80* | 44 a50** 40
Lipides (9) 35 26438 35
A. linoléique (mg) 90 350 a 740 350
A. = linolénique (mg) Trace 30a100 37

* Laits a protéines non modifiées ; ** Laits a protéines adaptées.
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Tableau 2 : Comparaison des glucides du lait de femme a ceux du lait de vache et des laits

pour nourrissons.

Pour 100 ml Lait de vache Laits pour nourrissons | Lait de femme
Glucides (g) 4,5 6,7a9,5 75
Lactose (%0) 100 47 a 100 68
Dext-maltose (g) 0 1,1a2,6 1
Autres sucres 0 Amidon, glucose, Oligosaccharides

fructose, saccharose

Tableau 3 : Comparaison des compositions en sels minéraux du lait de femme avec celles du

lait de vache et des laits pour nourrisson.

Pour 100 ml Lait de vache Laits pour nourrissons | Lait de femme
Sels minéraux (mg) 900 250 a 500 210
Sodium (mg) 48 16428 16
Calcium (mg) 125 43393 33
Ca/P 1,25 12al19 2
Fer (mg) 0,03 0,7a1 0,05

1.2.3 les bactéries lactiques du lait maternel

Des chercheurs suisses viennent de mettre en évidence un nouveau réle bénéfique de
I'allaitement. Ils ont montré que le lait maternel contenait les bactéries nécessaires a

I'implantation d'une flore intestinale protectrice.

Des travaux précedents avaient d'ailleurs montré que le lait maternel était loin d'étre
stérile, mais qu'il contenait pres de 700 espéces de bactéries différentes. Par des méthodes de
culture classiques et de séquencages, les chercheurs ont analysé les microbiotes intestinaux de
sept mamans et de leurs bébés, ainsi que les bactéries contenues dans leurs laits. Ils ont alors

identifié certaines especes bactériennes, appartenant aux genres

Bifidobacterium, Bacteroides, Parabacteroides et Clostridium, présentes dans tous les

types d'échantillons. Ainsi, en senourrissant de lait maternel, les bebés ingéreraient


http://www.futura-sciences.com/planete/definitions/zoologie-espece-2261/
http://www.futura-sciences.com/sante/definitions/genetique-sequencage-1974/
http://www.futura-sciences.com/sante/actualites/medecine-sequencer-flore-intestinale-projet-ambitieux-prometteur-27227/
http://www.futura-sciences.com/sante/actualites/vie-bebes-nourris-sein-avantages-lait-maternel-7064/
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des micro-organismes destinés au développement d'une flore intestinale favorable (Agnés
Roux., 2013).

Cependant, I'utilité précise de ces bactéries reste encore énigmatique. La poursuite de
ces travaux permettrait de mieux définir I'intérét de la diversité microbienne du lait maternel.
Ils pourraient également conduire a la mise en place d'un lait industriel enrichi en bactéries,
plus proche de celui fabriqué naturellement par les mamans. Cela aiderait peut-étre les bébés
nourris au biberon a mieux lutter contre lesallergies par exemple. Méme s'il est
scientifiquement prouvé que le lait maternel est le meilleur mode d'alimentation pour un bébé.
Rappelons qu'il existe des laits industriels de bonne qualité, que le choix du mode

d'allaitement doit rester libre et personnel et ne doit en aucun cas étre jugé.

La composition du lait maternel humain est dominé par les bacilles, qui représentent
77% Du nombre total de séquences obtenues Au colostrum, les genres les plus communs
étaient Weisella et Leuconostoc (Deux bactéries lactiques de l'ordre Lactobacillales) ont suivi

Par Staphylococcus, Streptococcus et Lactococcus (Raul Cabrera-rubio et al. 2012).

Au cours du temps, de nombreuses études ont permis de montrer que des bactéries
étaient présentes dans le lait maternel & une concentration de 10% — 10* UFC /ml. Jusqu’ici, on
pouvait identifier deux a dix-huit souches bactériennes différentes par individu, notamment
Staphylococcus, Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Weissella, Enterococcus,
Propionibacterium, Lactobacillus et Bifidobacterium. Les espéces les plus souvent isolées
dans le lait maternel sont Staph. epidermidis, Staph. aureus, Strep. mitis, Strep. salivarius,
L.salivarius, L. fermentum, L. gasseri, L. rhamnosus, B. breve et B. bifidum. Des études

récentes sont parvenues a mettre en lumiére jusqu’a 700 especes différentes de bactéries.

Des différences d’une mere a I’autre Gréce a de toutes nouvelles méthodes d’analyse,
nous pouvons désormais établir une image plus claire de la composition bactérienne du lait
maternel. Il est aujourd’hui admis que la composition bactérienne se modifie tout au long de
la lactation, mais qu’il existe un microbiome de base qui reste constant, a I’image de la
colonisation bactérienne dans d’autres régions de I’organisme. En outre, il semble que la
composition microbienne du lait maternel soit vraiment propre a chaque femme et influencée
par son état de santé et son poids, ainsi que par le mode d’accouchement
(Dr.Med .Christopher., 2013).


http://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-micro-organisme-6183/
http://www.futura-sciences.com/sante/actualites/biologie-lait-maternel-contiendrait-plus-700-especes-bacteries-43850/
http://www.futura-sciences.com/sante/actualites/allergies-allergies-chats-chiens-possible-traitement-venir-48049/
http://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-allaitement-6179/
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2. Matériel et méthodes

2.1 Echantillons
Dans cette étude, les échantillons du lait de 10 femmes étaient collectés aupres des

differentes polycliniques de la région oranaise.

e Les souches utilisées

Notre travail a porté sur 10 bactéries lactiques isolées du lait maternel. Elles sont représentées
dans le tableau ci-dessous :

Tableau 4: Nature des souches lactiques utilisées.

Souches Genre

Enteroccoccus spl
Enteroccoccus p2
Enteroccoccus sp3
Lactobacillus spl
Enteroccoccus sp4
Enteroccoccus sp5
Lactobacillus sp2
Lactobacillus sp3
Lactobacillus sp4
Enteroccoccus sp6

Boo~vous~»wn

2.2 Les milieux de culture et conditions de croissance :

Les cultures des bactéries utilisées ont été réalisées en milieu de Man Rogosa et Sharpe
(MRS) a 37°C, ce dernier subit une stérilisation de 20 min a 120°C par autoclave.

2.3 Vérification de la pureté des souches :

Les souches sont ensemencées par la méthode des stries sur milieu MRS solide pour avoir
des colonies bien séparées. Aprés incubation a 37°C pendant 24h, différents examens sont
effectues.

e L’examen macroscopique : concerne les colonies bactériennes : taille, couleur et
forme.

e L’examen microscopique : est réalisé suite a une coloration de Gram qui permet de
déceler le Gram des bactéries, la morphologie des cellules, leur taille et leur mode de
regroupement. (voir annexe).

e Test de la catalase : La recherche de la catalase est effectuée par addition d’une
goutte de peroxyde d’hydrogéne a une colonie étalée sur une lame. Le dégagement de
bulles d’air indique que I’isolat est catalase positif ; dans le cas contraire, la souche est
catalase négatif.
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2.4 La conservation des souches

Les souches sont cultivées dans MRS liquide aprés 24h d’incubation les tubes eppendorfs
contenant les souches sont conservés a 4°C.4

2.5 Profil fermentaire des bactéries

Ces analyses reposent sur I’étude des paramétres suivants ; pH, acidité titrable. Chaque essai
est répété cing fois.

2.5.1 Mesure de la production d’acide lactique

Le taux de production d’acide est considéré comme le reflet de I’activité du ferment
(Stadhouders, 1986).

e Principe de mesure

L’expression "acidité titrable™ désigne I’acidité mesurée par la méthode classique de la
réaction acide-base selon la méthode décrite par Accolas et al., (1977). Cette méthode permet
de neutraliser I’acide produit par la fermentation par une solution de NaOH (N/9) en présence
de phénolphtaléine (& 1% dans de I’alcool). La solution d’hydroxyde de sodium (NaOH)

utilisée est dite soude dornic.

La mesure de I’aciditeé titrable est faite au début de la fermentation du lait (T=0) puis
toutes les heures jusqu’a quatre heures. Les mesures sont effectuees dans le lait fermenté, par

les cultures pures prises individuellement.
e Procédure

La mesure de I’activité acidifiante consiste a suivre d’une part I’évolution du pH des
differentes cultures en fonction du temps et d’autre part a doser simultanément I’acidité totale

par la soude.

On commence par la préparation de lait écrémeé dans des flacons de capacité 250mL.
Apres stérilisation et refroidissement a la température d’ensemencement, chaque flacon est
ensemencé par une culture lactique (V/10V). Apres incubation a 45°C dans un bain marie, a
un intervalle du temps 1 h, 2 h, 3 h et 4 h; 10 mL du lait est prélevé puis titrer par la soude

Dornic (N/9) , a I’aide d’une burette graduée et sous agitation, en présence de 5 gouttes de
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phenolphtaléine, jusqu’au virage de la couleur au rose péle persistant au moins 10 secondes
(LARPENT, 1997).

L’acidité est déterminée par la formule :

Acidité (°D) = V NaOH x 10

1°D correspond a 0,1g d’acide lactique produit dans un litre de lait.

Ou:

V NaOH: Volume de NaOH utilisé pour titrer I’acide lactique contenu dans les 10 mL de lait.
La mesure de pH est faite directement par le pH-métre, en plongeant I’électrode dans

le volume du lait. Le pH a été déterminé a chaque fois qu’on procede au dosage de I’acide

lactique.

2.5.2 Cinétique de croissance des bactéries

La cinétique de croissance (Ufc/mL) est réalisée sur des laits fermentés par les souches
pures. Une série de dilution décimale dans de I’eau physiologique stérile est réalisée, ensuite
les trois derniére dilutions ont été ensemencées en profondeur sur gélose MRS puis incubé a
37° C pendant 14 h a 48h.

Le dénombrement est effectué dans des boites de pétri contenant un nombre de
colonies compris entre 30 et 300 (Ghoddusi & Robinson, 1996).

Le nombre de colonies par boite est évalué en UFC (unité formant colonie) par grammes
d’échantillon selon la formule suivante (GUIRAUD, 2003) :

N e

N=
(m+0,1n)Xd

N : Nombre d’UFC par grammes de produit initial.

* ¢: Nombre de colonies comptées par boite de Pétri.

nl, n2 : Nombre de boites de Pétri.

d : Facteur de dilution a partir duquel les premiers comptages ont été obtenus.
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2.6 Caractérisation biochimique des laits fermentés

e Testsur milieu lait éecremé UHT

Les différents isolats ont été reactives deux fois par mélange de 5% de préculture dans du
lait UHT écrémé puis incubés a 37°C pendant 24, 48 et 72 h ((ElI-Ghaish et al., 2010). Le
mélange a été dilué au 1/10 (V/V) dans du tampon d’échantillon contenant 4% de dodécyl
sulfate de sodium(SDS), 3% de 2-mercaptoéthanol, 20% de glycérol, 50 mM Tris-HCI pH 6.8
puis chauffé a 100°C pendant 3min, analysé par électrophorése sur gel de polyacrylamide en
présence de SDS (SDS- PAGE) (Laemmli, 1970). Voir annexe
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3. Résultats et discussion
3.1 Vérification de la pureté des souches
e Test macroscopique

Un total de dix souches ont été purifiees sur milieu MRS. La caractérisation
macroscopique, permet de décrire l'aspect des colonies obtenues sur milieux solides MRS
apres 24 h d’incubation a 37°C et de déterminer les critéres relatifs aux colonies des bactéries

lactiques (taille, pigmentation, contour, aspect, viscosite).

L’observation macroscopique des différentes souches utilisées montre des colonies de

petite taille, de couleur blanchétre, ronde de surface lisse et au contour régulier ( Figure 1) .

Figurel : Aspect macroscopique des colonies par ensemencement en surface.

e Test microscopique

L’observation microscopique a révélé plusieurs formes de cellules violettes ; cocci,
bacilles de differentes tailles et ovoides. Ces formes sont disposées en paire ou en chainettes

plus ou moins longues. La coloration de Gram a montré que toutes les souches sont des
bactéries a Gram positif (Figure 2).
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Figure 2 : Aspect microscopique des cellules (Grossissement 10x100) apres
coloration de Gram

e Test de la catalase

Les bactéries ne possedent pas d’activité catalasique (absence de bulles). Elles sont

dites catalase négatives.
Ces caractéristiques permettent leur classification au groupe des bactéries lactiques.

3.2 Résultats des propriétés technologiques des bactéries :

L’un des objectifs de notre travail est d’évaluer les propriétés technologiques de ces

bactéries en étudiant I’activité protéolytique et le pouvoir acidifiant.

Parmi les propriétés biotechnologiques, on trouve le pouvoir acidifiant qui est basé sur
la conversion des carbohydrates en acide lactique. Cette conversion compte parmi les plus
importantes étapes pour I’industrie agro-alimentaire. Les laits fermentés sont des produits
laitiers transformés par une fermentation essentiellement lactique qui aboutit a I’acidification
et a la gélification du lait (Béal, 2012). La croissance des bactéries lactiques est
caractérisée par la formation de composés acides comme I’acide lactique, qui
s’accumulent dans leur environnement au cours de la fermentation. C’est d’ailleurs
cette production de composés organiques qui rend le milieu acide défavorable a la

croissance des autres microorganismes.
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Parmi les 10 souches testées, nous avons sélectionné cing souches fortement
protéolytiques ( Entl, Lb1, Lb4 , Ent6, Ent4) comme souches représentatives qui ont montré
une bonne cinétique d’acidification , et cing souches faiblement protéolytique ( Ent3 , Ent5
,Lb2, Lb3 Ent2)

Concernant le pouvoir acidifiant nous remarquons que le taux d’acidité différe en

fonction de la souche.

Le meilleur résultat a été obtenu par la souche LB4 dont I’activité maximale atteint
40° D suivi par Ent6 et Entl et Entr4, le taux d’acidité se situe entre 35°D et 40°D (figure 5
et 6). Cependant chez les souches Lb2, Lb3 et Ent5 il ny’a pas une grande différence entre

TO et T4, ces derniere sont peu active (figure 6).

L’évolution de pH pendant 4h de fermentation par ces souches mentionné ci-

dessus est présentée dans les figure 3 et 4

La valeur notée étant comprise entre 6,5 et 5,9. Ces valeurs de pH sont dues a I’augmentation
de la teneur de I’acide lactique produit par ces bactéries. Il existe une relation étroite entre le

pH et le degré Dornic ; quand le pH diminue la quantité d’acide lactique augmente.

Nos résultats sont en accord avec ceux présenter par Chougrani et al (2007) et
Loumani et al (2010) qui ont obtenus aprés 4h d’incubation un pH compris entre 6,5 et 5,8

chez les lactobacilles.

D’une maniére générale on remarque que I’activité acidifiante difféere selon les germes

et les espéces et parfois au sein de la méme espeéce.

Au cours de la fermentation du lait & 45°C, nous avons obtenu une quantité
importante d’acide ce qui entraine une baisse considérable de pH chez certaines souches
étudiées. Ce résultat indique que certains de nos souches a un tres bon profil fermentaire mais
a des niveaux différents. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Chekroun et al.
(2011) et Pereira de Souza et al. (2013). Ces variations imputables au dévelopement des
bactéries lactiques conduisent a I’acidification du milieu par la production d’acide lactique
d’ou la baisse du pH du lait (Chekroun et al., 2011 ).
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pH BT0 ET1 T2 T3 uT4

C Ent 1 Lb1 Ent 5 Lb4 Ent 6

Figure 3: Cinétique de variations du pH au cours de la fermentation de lait de vache a 45°C

par

Enterococcus spl (Entl), Lactobacillus spl (Lbl), Enterococcus sp5 (Entb),

Lactobacillus sp4 (Lb4) et Enterococcus sp 6 (Ent6) et lait stérile sans ferment (C).

TO:
T1:
T2:
T3:
T4:

début de la fermentation
1 heures
2 heures
3 heures
4 heures

Les valeurs indiquées sont des moyennes * erreur standard. (n=5).

***: Cto vs Lbl o (p <0,0001) ; *** : Cto vs Ent6 t (p < 0,0001).

** 1 Cu vs Ently (0,001d p d 0,01); ** : Cu vs Ent6 (0,001d pd 0,01) ;

*: Cwu Vs Lb4u (p<0,05)

Nous notons qu’il y a une différence tres significative entre le début de la fermentation

du lait stérile (to) et les autres souches sauf pour Enterococcus sp5 (to).

A la fin de la fermentation, la différence est trés significative (0,001d p d 0,01) chez

Enterococcus splet Enterococcus sp 6 par rapport au lait stérile (C)
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ETO ET1 uT2 T3 uT4

Ent 3 Ent 4

C Ent 2

Figure 4: Cinétique de variations du pH au cours de la fermentation de lait de vache a 45°C
par Enterococcus sp2 (Ent2), Enterococcus sp3 (Ent3), Enterococcus sp4 (Entd),),
Lactobacillus sp2 (Lb2)et Lactobacillus sp3 (Lp3) et lait stérile sans ferment (C).

TO:
T1:
T2:
T3:
T4:

début de la fermentation
1 heures
2 heures
3 heures
4 heures

Les valeurs indiquées sont des moyennes + erreur standard. (n=5).

** : Cio VS Ent3y (0,001d p d 0,01); ** : Cua vs Ent3w (0,001d pd 0,01) ;
*: Cwu Vs Entdu (p<0,05).

Nous notons qu’il y a une différence significative entre to du lait stérile et et to de

Enterococcus sp3 .

A la fin de la fermentation, la différence est trés significative (0,001d p d 0,01) entre
Enterococcus sp3 (Ent3)et le lait stérile (C). cette différence est significative (p<0,05)

entre Enterococcus sp4 (Ent4)et le lait stérile (C)
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Acidité titrable
(°Dornic) HTO HT1 uT2 CRE] T4

Ent 1 Lb1 Ent 5 Lb 4 Ent 6

o]

Figure 5: Cénitique de production de I’acide lactique au cours de la fermentation du lait de
vache a 45°C par Enterococcus spl (Entl), Lactobacillus spl (Lbl), Enterococcus sp5
(Ent5), Lactobacillus sp4 (Lb4) et Enterococcus sp 6 (Ent6) et lait stérile sans ferment (C).

TO:
T1:
T2:
T3:
T4:

début de la fermentation
1 heures
2 heures
3 heures
4 heures

Les valeurs indiquées sont des moyennes * erreur standard. (n=5).

** 1 Cio VS Entby (0,001d p d 0,01) ; * : Cyo vs Lblio (p<0,05).

%+ Cyq vs Entl, Lb1, Ent5, Lb4, Ent6 w (p < 0,0001).

e Au début de la fermentation, la différence est significative entre le lait stérile sans
ferment (C) et les autres laits fermentés par les bactéries lactiques.

e A lafin de la fermentation, la différence est tres significative entre le lait stérile et

le lait fermenté par les différentes souches bactérienne..
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Figure 6: Cénitique de production de I’acide lactique au cours de la fermentation du lait de
vache a 45°C par Enterococcus sp2 (Ent2), Enterococcus sp3 (Ent3), Enterococcus sp4
(Ent4), Lactobacillus sp2 (Lb2) et Lactobacillus sp3 (Lp3) et lait stérile sans ferment (C).

TO : début de la fermentation
T1:1 heures
T2 : 2 heures
T3 : 3 heures
T4 : 4 heures

Les valeurs indiquées sont des moyennes * erreur standard. (n=5).
*** 1 (to) vs (t4) (p < 0,0001).
¢ Nous notons qu’il y a de différence significative entre le lait stérile sans

ferment (C) et les autres laits fermentés par les différentes souches dont la meilleur
acidité est obtenue chez Ent4 .




3.3 Cinétique de croissance des bacteries :

Afin de montrer I’ augmentation de la concentration bactérienne nous avons réalisé un
dénombrement pour les souches qui ont un meilleur pouvoir acidifiant et les résultats obtenus

sont présentés sous forme de graphe (figure 8)

Nous avons enregistré une bonne croissance bactérienne aprés 4h de fermentation, de

plus que le temps de fermentation augmente la concentration bactérienne augmente

Il existe une relation directe entre le temps de fermentation et la croissance bactérienne par
exemple la souche Entl en (TO ,T1 ,T2,T3 ,T4 )atteint respectivement les valeurs de I’ordre
de (30x107, 70x107, 90x10’ , 116x10’, 125x10" UFC/mL).

A la fin de la fermentation, nous observons une augmentation de la concentration
bactérienne dans les laits fermentés par les souches étudiées. Nos résultats sont en accord avec
ceux obtenus par Dib et al., (2012), Pereira de Souza et al., (2013), qui ont montré que L.

plantarum et L. paracasei présentent une forte croissance dans le lait.
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Figure 8: Cénitique de croissance bactérienne au cours de la fermentation du lait de vache a
45°C par Enterococcus sp6 (Ent6), Lactobacillus spl (Lbl), Enterococcus sp4 (Entd),

Lactobacillus sp4 (Lb4) et Enterococcus sp 1 (Entl).
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3.4 Caractérisation biochimique des laits fermentés

La protéolyse des protéines du lait conduit au changement structural des caséines, de
la 2-Lg et de lex-Lac qui a pour conséquence la production des peptides matérialisés par

I’apparition de nouvelles bandes en électrophorese SDS PAGE.

L analyse de I’activité protéolytique des bactéries lactiques testées montre qu’il y avait
quelques souches qui hydrolysent toutes les protéines du lait. Apres 48 heures de
fermentation, nous observons une disparition des bandes correspondant aux protéines du lait
( figure 9). Nos resultats sont en accord avec ceux de El - Ghaish et al. (2010b) ; Ahmadova
et al., (2011) ; Hadji Sfaxi et al. (2012) qui montrent une activité protéolytique marquée
chez Lactobacillus fermentum IFO 3956, Enterococcus faecalis, Lactobacillus paracasei I-
N-10.
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Figure 9 : Electrophorese SDS-PAGE des hydrolysats issue des bactéries inoculées dans le milieu lait
UHT (37°C/24h, 48h et 72h)
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Conclusion

Les bactéries lactiques sont largement utilisées dans I’industrie agroalimentaire afin
d’exploiter leur pouvoir acidifiant et aromatisant.

Des chercheurs viennent de mettre en évidence un nouveau réle bénéfique du lait
maternel car ce dernier contient des bactéries nécessaires pour I’étre humain et surtout pour le
les nouveau-nés.

La présente étude a été conduite dans le but de connaitre les propriétés technologiques
de la population lactiques présente chez le lait maternel. Les échantillons du lait de 10
femmes étaient collectés auprés des différentes polycliniques de la région oranaise ont fait
I’objet d’étude.

Dans notre travail et dans le premier temps on a testé 10 souches dont on a
sélectionné seulement cing qui ont présenté un bon profil fermentaire, Les valeurs de pH sont
comprises entre 6,5 et 5,9 avec une augmentation de I’acidité entre 20° a 40°D pendant 4h
d’incubation a 45°C. La diminution du pH au cours de la fermentation est due a I’action des
bactéries lactiques dans le lait.

L augmentation de I’acidité durant la fermentation est due a la formation de différents
acides organiques dont le plus important est I’acide lactique venant de la dégradation des
sucres par la flore lactique existante.

Sur le plan de la caractérisation microbiologique, Nous avons enregistrée une bonne
croissance bactérienne apres 4h de fermentation. Nous avons noté une corrélation entre le
temps de fermentation et la concentration bactérienne.

Concernant I’analyse de I’activité protéolytique des bactéries lactiques testées on a
démontré qu’il y avait seulement deux souches qui hydrolysent toutes les protéines du lait.
Aprés 72 heures de fermentation.

Les résultats obtenus permettront de concevoir des stratégies de nutrition infantile
pour améliorer la santé des nourrissons. lls affirment que «si les bactéries du lait maternel
découvertes pendant ces étude s’avéraient importantes pour le développement du systéeme
immunitaire, les ajouter aux laits artificiels pourrait étre une stratégie pour diminuer le risque

d’allergies, d’asthme et de maladies auto-immunes. »

Des alternatives peuvent étre proposées pour continuer ce travail :

e Augmenter le temps d’incubation de 4h a 24h et tester le pouvoir acidifiant.

e Tester I’activité antimicrobiennes de ces souches contre les pathogene.

e Lasélection des souches ayant un pouvoir acidifiant et activité protéolytique pour une
éventuelle utilisation comme ferments ou aditifs dans le lait infantiles.
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Annexe

Milieu MRS (Man, Rogosa et Sharpe) (De Man et al., 1960)

Peptone 10 .0g/I
Extrait de viande 10.0g/1
Extrait de levure 5.0g/I
Glucose 20.0g/l
Tween 80 1.0g/l
Phosphate di-potassique 2.0g/l
Acétate de sodium 3H20 5 .09/l
Citrate d’ammonium 2.0g/l
Sulfate de magnesium 7H,0O 0.29/l
Sulfate de manganése 4H,0 0.05¢/1
Eau distillee 1000 mi
pH 6.5

K/
£ %4

Technique de coloration de Gram

Préparation d’un frottis a partir d’une culture solide

O No gk~ wDdPE

arwNd E

Identifier la lame en y inscrivant le nom de la bactérie
Déposer une gouttelette d’eau sur la lame

Flamber I’anse de platine jusqu'a ce qu’elle devienne rouge
Trouver une colonie isolée sur la gélose

Toucher a cette colonie avec I’anse de repiquage
Emulsionner les bactéries prélevées dans la gouttelette d’eau
Flamber I’anse de repiquage jusqu'a devienne rouge

Fixer le frottis a la chaleur

Procédure de la coloration de Gram

Déposer les lames sur le support au-dessus de lévier.

Couvrir les lames avec du violet de gentiane. Laisser agir une minute. Rincer a |I’eau.
Couvrir les lames avec du lugol et laisser agir une minute. Rincer a I’eau.

Ajouter I’alcool goutte a goutte pendant quelque secondes.

Couvrir les lames avec la fuchsine. Laisser agir 60 secondes. Rincer a I’eau.




Annexe

+« Tableau 5 : Composition des gels d’électrophorése (SDS-PAGE 12%)

Solution Gel de concentration Gel de séparation
Acrylamide 40% 0,2 mi 1,8 ml

Tris 2M pH 8,8 1mil

Tris 0,5M pH 6,8 0,3ml

Eau 2ml 3,2ml

SDS 10% 254l 60 pl

APS 10% 20pl 60 ul

Temed 4ul 12 pl
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