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Introduction

Introduction

L’extréme complexité du phénoméne d’interaction entre microorganismes a ouvert de
nombreuses voies de recherche en écologie microbienne. En effet, I’étude des bactéries
impliquées dans le processus d’interaction ainsi que les particularités du milieu
environnemental associé, ont permis de mieux comprendre la dynamique évolutive des
microorganismes au sein des populations et tirer bénéfices des partenaires clés de I’interaction

associative.

Aujourd’hui, la plupart des industriels utilisant des microorganismes tels que les
bactéries lactiques dans le processus de fermentation pour la préservation des produits
alimentaires ont su tirer profit de ces interactions. Les bactéries lactiques ont ainsi gagné en
importance, attribuée a leurs fonctionnalités telles que la croissance rapide et la production
d’acides ou de composés volatils, et il est devenu clair par la suite que les interactions
moléculaires entre les différentes espéces en cultures mixtes sont d’une importance capitale

pour le succes des fermentations.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a I’étude d’interactions entre des
souches de bactéries lactiques isolées du Jben de chévre pour établir une communauté (culture
mixte) modéle et apprécier par la suite certaines caractéristiques technologiques des espéces

choisies formant la communauté.

Cette étude fait partie d’une these portant sur des interactions entre bactéries lactiques

du Jben de chevre, dont une partie a été divisé en trois sections complémentaires.

L’ensemble de ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de recherche en sciences

techniques et production animale dirigé par le Pr. Hamrani. Aek.
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I. Les Bactéries Lactiques
1.1. Définition

Les bacteéries lactiques sont définies comme des microorganismes, hétérotrophes et chimio-
organotrophes (Zergoug, 2017). Elles forment un groupe ou un ensemble d’espéces hétérogenes dont
le trait commun est celui de produire de I’acide lactique comme métabolite final de la fermentation
des glucides (Doan, 2011).

Considérées comme non pathogénes, elles se voient attribuer le terme GRAS (Generally
Regarded As Safe). Cependant, certains genres lactiques sont considérés comme pathogénes

opportunistes (Leonard, 2013).

1.2. Principales caractéristiques
Les bactéries lactiques se présentent sous différentes formes : sphériques (cocci), en batonnets
(Bacilles) ou ovoides. Elles sont en général aérotolérantes (microaérophiles) (Joubert, 2016).

Ce sont des bactéries a Gram positifs, dont la teneur en guanine et cytosine (G + C) de leur
ADN est inférieur a 50% (a I’exception des bifidobactéries). Immobiles et asporogenes, elles sont
capables de croitre a des températures comprises entre 10°C et 45°C et a des pH allant de 4,02 9,5
(Galia, 2011).

Ne possédant ni catalase, ni nitrate réductase, ni cytochrome oxydase, elles ont des exigences
nutritionnelles complexes en terme d’acides aminés, de peptides, de vitamines, de sels, d’acides gras
et de sucres fermentescibles (Benazzouz, 2012).

1.3. Habitat

Les bactéries lactigues ont pour habitat de nombreux milieux naturels et
diversifiés (LEONARD, 2013). Ubiquitaires, elles se produisent dans des niches écologiques riches en
nutriments telles que la matiére végétale (fruits, plantes, ensilages...), animales (viandes,
poissons,...) et humaines (muqueuses, tractus digestifs, cavités buccales et vaginales ...) ce qui

explique leur température de croissance hétérogene (Doguiet, 2010).

Elles existent en quantité considérable dans le lait et ses dérivés (lait fermenté, fromages,....),

considérés comme habitats de la plupart des especes lactiques (Holzapfel et al., 2014).
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1.4. Taxonomie et classification des bactéries lactiques

La taxonomie des bactéries lactiques a beaucoup changé au cours des deux dernieres
décennies. Un éventail beaucoup plus large d'études taxonomiques a graduellement remplacé
I'ancienne classification a I'égard de la caractérisation morphologique, physiologique et biochimique,
ce qui a nécessité la révision des schémas taxonomiques établis.

De nombreuses techniques génotypiques sont aujourd’hui utilisées dans la taxonomie
polyphasique moderne et le séquencage de I’ADN est a présent considéré comme faisant partie de la
description standard des espéces (Mahi, 2010).

La taxonomie polyphasique prend en compte toutes les informations phénotypiques et
génotypiques disponibles et I'integre dans une classification de type consensus comme représenté
dans la figure 01, encadrée dans une phylogenie générale dérivée de I'analyse comparative des
séquences de I'ARN ribosomal 16S (Holzapfel et al., 2001).

Oefi o caocis

Sfreptocooos
Lacrecoccus
Letsorastac
Erteracoccis,
Melisvoroocns, Weissella
Tetrapen ocaocns
Fagocoocus
Carnabecteriim
Lacrospliesra Lactobaciilius
e
Aerococcrns
Affafocaccis
Daolosigranulum
Proplonibacterinm

Bifidebacterinm

Figure 01. Arbre consensus, basé sur I’analyse comparative des séquences ARNr, montrant les
principaux groupes phylogéniques de bactéries lactiques a faible mol % (G + C) et les genres Gram
positifs non reliés ou apparentés Bifidobacterium et Propionibacterium (Holzapfel et al., 2001).
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1.4.1. Méthodes phénotypiques de classification

Les premiéres classifications des bactéries lactiques étaient exclusivement basées sur des
propriétés phénotypiques : caracteristiques morphologiques, mode de fermentation des sucres (homo
et hétéro-fermentaire), croissance a différentes températures, valeurs de pH, tolérance a différents
taux d’oxygene, liquéfaction de la gélatine.... (Al Atya, 2016).

Les criteres phénotypiques se sont ensuite étendus dans le méme contexte de classification a
la composition de la paroi cellulaire en acides gras et la mobilité électrophorétique des acides
lactiques déshydrogénases. Cependant, et parce que ces techniques sont laborieuses et encombrantes,
les études taxonomiques utilisent de plus en plus des méthodes génotypiques pour la différenciation
des especes (Holzapfel and Wood, 2014).

1.4.2. Méthodes génotypiques de classification

De nombreuses techniques génotypiques sont utilisées dans la taxonomie polyphasique
moderne. Les techniques basées sur I‘analyse de I'ADN permettent une meilleure différenciation des
microorganismes a différents niveaux, allant du genre jusqu’a la souche en fonction des méthodes
utilisees. En général, elles ont I'avantage sur les méthodes d'identifications phénotypiques de ne pas
étre influencées par les conditions de culture (Ouadghiri, 2009). Le sequencage direct de I’ARNr
16S est I'une des méthodes les plus puissantes pour I‘identification en une seule étape d'une souche
inconnue (Ghazi et al., 2006).

Le ribotypage, le profil plasmidique, et les méthodes d’analyse des empreintes génomiques
basées sur le concept d’homologie ou de similitude, sont devenues aujourd'hui des outils précieux de
typage moléculaire pour caractériser les bacteries lactiques et révéler le voisinage phylogénétique

d'une nouvelle espéce putative (Holzapfel et al., 2014).

1.4.3. Méthode Protéomique de classification

Si les techniques conventionnelles d’identification des différents germes se basent sur leurs
aspects phénotypiques, il est possible aujourd’hui d’identifier les microorganismes en analysant
directement leurs macromolécules, notamment les protéines (Mimoun, 2015).

Les différentes études menées par plusieurs équipes de recherche, ont permis de mettre au
point plusieurs techniques. Parmi elle, figure la spectrométrie de masse MALDI-TOF, utile dans
I’analyse des biomolécules et ou les proteines font I’objet des plus grandes attentions pour ce type
d’application (Louardi, 2013).

Le principe de la méthode pour la séparation des molécules, consiste a utiliser une source

d’ionisation laser assistée par une matrice pour obtenir une image protéique unique a temps de vol.
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1.5. Principaux genres de bactéries lactiques

Les bactéries lactiques regroupent plusieurs genres dont les plus étudiés sont : Enterococcus,
Lactobacillus,  Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,  Streptococcus,
Carnobacteriumn Tetragenococcus, Vagococcus et Weissella (Al Atya, 2016).

Tous ces principaux genres lactiques décrits dans la figure 02, sont classés dans le méme
phylum des Firmicutes, appartenant a la classe des Bacilli, a I’ordre des Lactobacillales (Doguiet,
2010).

Phylum XIII : Firmicutes
. Classe | : Clostridia
o Ordre : Clostridiales
v' Famille | : Clostridiaceae
- Genre : Clostridium
- Genre : Sarcina
v' Famille Il : Peptostreptococcaceae
- Genre : Peptostreptococcus
v Famille lll : Peptococcaceae
- Genre : Peptococcus
. Classe Il : Mollicutes
o Ordre : Mycoplasmatales
v' Famille : Mycoplasmataceae
- Genre : Mycoplasma
- Genre : Ureaplasma
. Classe 1l : Bacilli
o Ordre | : Bacillales
v' Famille | : Bacillaceae
- Genre : Bacillus
v Famille Il : Planococcaceae
- Genre : Planococcus
v' Famille lll : Listeriaceae
- Genre : Listeria
v' Famille IV : Staphylococcaceae
- Genre : Staphylococcus

0 Ordrell: Lactobacillales

v' Famille | : Lactobacillaceae
- Genre : Lactobacillus
- Genre : Pediococcus

v' Famille Il : Enterococcaceae
- Genre: Enterococcus
- Genre : Tetragenococcus
- Genre : Vagococcus

v" Famille lll : Leuconsotocaceae
- Genre: Leuconostoc
- Genre: Oenococcus
- Genre : Weissella

v' Famille IV : Streptococcaceae
- Genre: Streptococcus
- Genre: Lactococcus

. Classe IV : Togobacteria

Figure 02. Place des principaux genres de bactéries lactiques dans le phylum des Firmicutes
(Benazzouz, 2012)
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Le genre Bifidobacterium était auparavant associé aux bactéries lactiques. Aujourd’hui, il
appartient au phylum des Actinomyces en raison du contenu (G + C) supérieur a 50% comme cité
précédemment. Cependant, et du fait de leurs propriétés physiologiques et biochimiques semblables
et qu’elles partagent certaines niches écologiques communes tel que le tractus gastro-intestinal, elles
peuvent étre définies ou considérées comme bactéries lactiques (Battah and Bouhamdani, 2017).

1.5.1. Description et caractéristiques des principaux genres de BL

1.5.1.1. Le genre Lactobacillus

Principal groupe de la famille des Lactobacillaceae, les membres de ce genre sont
généralement en forme de batonnets (bacilles fines et allongés, parfois incurvés) organisés en
chainettes, bien que des coccobacilles puissent étre observés (Siegumfeldt et al., 2000). La
température de croissance optimale est principalement entre 30°C et 40°C, bien que la température
de croissance globale puisse aller de 2°C a 53°C ; I’intervalle de pH pour la croissance est compris
entre 3 et 8 (Givry, 2006).

Les lactobacilles couvrent et tapissent divers habitats riches en hydrates de carbone (ayant des
besoins nutritionnels complexes) tels que les membranes muqueuses de I'homme et de I'animal (cavité
buccale, intestin et vagin), sur les végétaux ou matiéres végétales, dans le fumier et les habitats
artificiels. 1ls tolerent en géneéral I’oxygéne, mais se développent bien dans des conditions
d’anaérobies (Lahtinen et al., 2012).

Les lactobacilles, utilisant le glucose comme source de carbone peuvent étre soit
homofermentaires, produisant plus de 85% d’acide lactique, soit hétérofermentaires, produisant de
I’acide lactique, du CO2, de I’éthanol (et/ou de I’acide acétique) en quantités équimolaires (Hammes
and Vogel, 1995). C’est sur la base de cette fermentation qu’Orla-Jensen, a subdivisé les

Lactobacillus en trois groupes distincts (Givry, 2006) :

Groupe | « Thermobacterium» : Comprend des lactobacilles homofermentaires thermophiles, se
développant a 45°C mais pas a 15°C. Les espéces les plus fréequentes dans I’alimentation (lait, yaourt,

fromage) sont Lb. helveticus, Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus.

Groupe Il « Streptobacterium» : Regroupe des lactobacilles homofermentaires mésophiles et
hétérofermentaires facultatifs en fonction du substrat. Les espéces les plus fréquentes dans

I’alimentation sont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. sake et Lb. plantarum.

Groupe 111 « Betabacterium» : Rassemblant des lactobacilles hétérofermentaires. Le sous-groupe

comporte les espéces Lb. fermentum, Lb. brevis et Lb. sanfransisco (Boullouf, 2016).
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1.5.1.2. Le genre Pediococcus

Les pediocoques sont uniformément sphériques et jamais ovoides ou allongeées. Ils différent
de toutes les autres bactéries lactiques par une division alternée dans deux directions perpendiculaires,
ce qui entraine la formation de tétrades (Ainsi, ils ne forment jamais les chaines typiques d'autres
genres de cellules en forme de cocci telles que Leuconostoc, Lactococcus ou Streptococcus qui

forment des chaines a la suite de la division dans un plan) (Holzapfel and Wood, 2014).

Ces bacteries sont facultativement aérobies (microaérophiles) et produisent de I’acide lactique
comme principal produit final de la fermentation du glucose par la voie d’Embden Meyerhof Parnas
(Lahtinen et al., 2012). Leur température de croissance optimale est de 25 a 35 °C (celle-ci dépend
de l'espéce).

Le genre Pediococcus n'est que marginalement apparenté au genre Tetragenococcus.
Phénotypiquement, ils sont principalement séparés sur la base de la nature halotolérante des
tétragénocoques et de la nature acidophile a acido-tolérante des pediocoques. Le tableau 01, présente
quelques criteres de différentiation du genre Pediococcus et du genre Tetragenococcus (Holzapfel
and Wood, 2014).

Tableau 01. Différenciation du genre Pediococcus du genre Tetragenococcus
(Holzapfel and Wood, 2014)

Caractéristiques Pediococcus Tetragenococcus
Croissance a: pH 5 + -
pH9 - +
Tolérance de croissance a 18% NacCl - +
Aérobie facultative + +
Configuration du lactate DL/L L
Catalase - -
Type de peptidoglycane Lys-D-Asp Lys-D-Asp

Onze especes sont reconnues dans ce genre : Ped. acidilactici, Ped. argentinicus, Ped.
cellicola, Ped. claussenii, Ped. damnosus, Ped. ethanolidurans, Ped. inopinatus, Ped. parvulus, Ped.
pentosaceus, Ped. siamensis et Ped. stilesii. Une autre espece de Pediococcus, a savoir Ped. lolii, a

été précédemment décrite par Doi et al., (2009).
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1.5.1.3. Le genre Enterococcus

Le genre Enterococcus comprend des bactéries de forme cocci ou ovoides (isolées, en
diplocoques ou en courtes chaines). La plupart des espéces sont non motiles (exception faite pour
Ent. gallinarum et Ent. casseliflavus). Certaines souches peuvent révéler un test de catalase positif
lorsqu'elles sont cultivées sur des milieux gélosés contenant du sang en raison d'une activité pseudo-
catalase. Chimioorganotrophes avec un métabolisme homofermentaire, les Entérocoques nécessitent
des milieux de culture complexes pour leur croissance. La température optimale de croissance est de
37°C mais de nombreuses espéces peuvent croitre a des températures allant de 10°C a 45°C (Al Atya,
2016).

Les résultats positifs des tests pour la croissance a 10°C et 45°C, dans du NaCl a 6,5%, un pH
de 9.6, et la possession de I'antigene du groupe D, ont été traditionnellement considérés comme des
caracteres typiques de ce genre et qui ont été largement utilisés pour le tracage ou la caractérisation
des entérocoques. D'autres tests jugés utiles pour différencier le genre Enterococcus sont I'hydrolyse
de I'esculine et la résistance a 40% de bile, ou une combinaison de ces tests dans un test bile-esculine
(El Seraih, 2016).

Etant capables de survivre jusqu’a 04 mois dans de vieilles cultures, les entérocoques sont
présents dans un large éventail de milieux écologiques différents, notamment les sols, les eaux de
surface, les eaux usees, les stations d'épuration municipales, les plantes, le tractus gastro-intestinal
des animaux a sang chaud (y compris les humains) mais également dans les aliments pour humains
(Holzapfel and Wood, 2014).

Les especes d'Enterococcus typigquement associées au genre sont Enterococcus faecalis et Ent.

faecium.

1.5.1.4. Le genre Leuconostoc

Du point de vue morphologique, le groupe est considéré comme composé uniquement
d'espéces coccoides ou coccobacillaires (sphériques ou ellipsoidales), disposées en paires ou en
chaines (Bjorkroth and Holzapfel, 2006).

Les espéces du genre Leuconostoc sont non thermophiles et la température optimale pour la
croissance est entre 20°C et 30°C. Presque aucune croissance ne se produit au-dessus de 40°C. Les
especes sont généralement non acidophiles et préferent un pH moyen initial entre 6 et 7. Elles sont

obligatoirement hétérofermentaires et métabolisent le glucose par la voie des pentoses phosphates,



Chapitre I : Les Bactéries Lactiques

produisant 1 mole d'acide lactique, d'éthanol et de dioxyde de carbone et des traces d'acide acétique
a partir d’un mole de glucose métabolisé (Endo and Okado, 2008).

La teneur en (C + G) de leur ADN est comprise entre 37 et 45% (Tormo, 2010). Se
développant parfois mieux dans des conditions aérobies qu’anaérobies, les espéces sont généralement
sensibles a I'acidité, mais une croissance a un pH inférieur a 4 a été enregistrée pour Leuc. holzapfelii

et quelques souches de Leuc. Inhae (Holzapfel and Wood, 2014).

Une croissance a basse température a été aussi rapportée pour plusieurs especes ; Leuconostoc
carnosum, Leuc. gasicomitatum, Leuc. gelidum et Leuc. inhae sont des especes psychrotrophes. Une
croissance a 1°C a été enregistrée pour les souches de Leuc. carnosum, Leuc. gelidum et Leuc. inhae
et une croissance a 4°C pour les souches de Leuc. gasicomitatum. En raison de ces capacités, les
especes sont parfois considerées comme des organismes de détérioration pour les produits réfrigerés
(Holzapfel and Wood, 2014).

Les Leuconostocs sont associes a de nombreux habitats. Ils sont souvent rencontrés dans les
matieres vegétales en décomposition et les aliments d'origine animale, notamment le lait cru et les
produits laitiers, la viande, la volaille et le poisson. Ils ont également été retrouvés dans les intestins
de I'omble chevalier (poisson de la famille des salmonidés) mais ne sont généralement pas associés a

I'intestin ni aux muqueuses des animaux a sang chaud (Bjorkroth and Holzapfel, 2006).
L'espece type du genre est Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides.

1.5.1.5. Le genre Oenococcus

Le genre Oenococcus est composé de deux especes, Oenococcus oeni et Oenococcus
kitaharae.

Oenococcus oeni, I'espéce type du genre, appartenait autrefois au genre Leuconostoc sous le
nom de Leuconostoc oenos, mais a ensuite été re-classifiée par Dicks et al, (1995) (Fahimi, 2012).
L'espece est bien connue pour étre un habitant du vin et joue un role clé dans la fermentation
malolactique (FML). Son isolement dans des habitats autres que le vin n'a pas été signalé (Maitre,
2012).

La seconde espece, Oenococcus kitaharae, n'a été décrite que récemment. Elle a été isolée du
compost de residus de Shochu au Japon et décrite par Endo et Okada, (2006). L'espece a également
été isolée des eaux usées d'une usine d'amidon au méme pays. Son habitat préféré est incertain, mais

le compost, les boues et les eaux usées sont des niches possibles (Holzapfel and Wood, 2014).
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Les Oenococcus sont, ellipsoidales & cocci, mesurant 0,2-0,4 x 0,5-0,8 um, généralement
disposés en paires ou en chainettes. Leur morphologie peut étre influencée par les conditions de

croissance et I'age de la culture.

Acidophiles et a croissance lente, les Oenococcus ssp. produisent trés peu de biomasse et
nécessitent des milieux de culture complexes et riches en acides aminés et en vitamines
(Dimopoulou, 2013).

Mésophiles (20°C a 30°C) et anaérobies facultatives, leurs pH de croissance optimal se situent
entre 4,2 et 4,7. Une faible croissance est enregistrée a pH 3,7. Cependant, certaines souches poussent
mieux a pH 3,6 qu'a pH 4,7. La gamme de pH a laquelle O. kitaharae se développe est trés différente.
Une bonne croissance est enregistrée entre pH 5,0 et 6,5, avec une croissance tres faible a pH 4,0 et
aucune croissance a pH 7,0. O. kitaharae n'est donc pas aussi acidophile que I’espece O. oeni
(Holzapfel and Wood, 2014).

Pour ce qui est du métabolisme glucidique, Oenococcus spp. sont obligatoirement
hétérofermentaires. La séparation des deux espéces par le caractére fermentatif du maltose et
I’incapacité d’O. kitaharae a fermenter les pentoses sont confirmés par la génomique comparative
des deux espéeces (Holzapfel and Wood, 2014). Le tableau 02, présente quelques caractéristiques

différentielles entre les deux souches Oenococcus oeni et Oenococcus kitaharae.

Tableau 02. Caractéristiques différentielles entre Oenococcus oeni et Oenococcus kitaharae
(Holzapfel and Wood, 2014).

Caracteéristiques O. oeni O. kitaharae
Croissance dans un bouillon + -
contenant 10% d’éthanol

Fermentation malolactique + -
pH optimal de croissance 50-6.5 4.8
acides a partir du maltose - +

1.5.1.6. Le genre Weissella

Les especes du genre Weissella sont des tiges courtes, avec des extrémités effilées, arrondies
ou sous forme ovoides. Elles se présentent par paires ou en chaines courtes et certaines espéces ont
tendance au pléomorphisme (capaciteé a se presenter sous différentes formes). Hétérofermentaires, les
hydrates de carbone sont fermentés par les voies de I'hexose-monophosphate et de la

phosphokétolase.
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Les produits finaux de la fermentation du glucose sont I'acide lactique, le CO2, I'éthanol et/ou
I'acétate (Corrieu and Luquet, 2008).

Les Weissella requiérent généralement des acides aminés, des peptides, des hydrates de
carbone fermentescibles, des acides gras, des acides nucléiques et des vitamines pour la croissance.
La biotine, I'acide nicotinique, la thiamine et I'acide pantothénique ou ses dérivés sont nécessaires.
L'arginine n'est pas hydrolysée par toutes les especes de ce genre et la croissance se produit a 15°C

(certaines espéces poussent jusqu’a 45°C) (Lahtinen et al., 2012).

L’habitat des especes de Weissella est variable et implique le plus souvent des aliments

fermentés; mais les sources d'isolement suggérent une origine environnementale (sol, végétation...).

Les espéces : W. viridescens, W. halotolerans et W. hellenica ont été associés a la viande et
ses dérivés. W. cibaria, W. confusa et W. koreensis ont été détectées dans des aliments fermentés

d'origine végetale (Holzapfel and Wood, 2014).

1.5.1.7. Le genre Streptococcus

La seule espece de streptocoques qui soit utilisée en technologie alimentaire est Streptococcus
thermophilus. Cette derniére se distingue de la plupart des autres streptocoques par son habitat (lait
et produits laitiers), son caractére non pathogene et sa résistance a la température (Guetarni, 2013).

Les streptocoques sont sphériques ou ovoides, de diameétre inférieur a 2um, disposées en
paires ou en chaines longues (Boullouf, 2016). Certaines chaines peuvent contenir 50 unites
cellulaires ou plus. Elles sont microaérophiles et homofermentaires. La teneur molaire en (G + C) de
leur ADN varie de 33 % a 46% (Lahtinen et al., 2012).

En raison de leurs besoins nutritionnels complexes, la croissance de la plupart des
streptocoques sur les milieux nutritifs basaux est relativement médiocre, la température optimale pour
la plupart des espéces est d'environ 37°C, bien que certaines d’entre elles comme Streptococcus
uberis et Streptococcus thermophilus peuvent se développer a 10°C et 45°C respectivement
(Lahtinen et al., 2012).

1.5.1.8. Le genre Lactococcus
Le genre Lactococcus comprend sept espéces, Lactococcus lactis (y compris les sous-especes
cremoris, lactis et hordniae), L. garvieae, L. piscium, L. plantarum et L. raffinolactis, L.

chungangensis, et le trés récemment caractérisé L. fujiensis.
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L'espece type, Lactococcus lactis, est la seule espéce du genre utilisée pour la technologie
laitiere (Rahkila, 2015).

Morphologiguement les lactocoques sont des cocci de 0.5 a 1.5 um de diamétre. Retrouveées
par paires, en chaines courtes ou en groupes irréguliers (la longueur de la chaine dépend de la souche,

et parfois du milieu de croissance utilisé) (Tormo, 2010).

Ce sont des bactéries mésophiles, anaérobies facultatives, qui poussent a une température de
10°C mais pas a 45°C (la température optimale de croissance est de 30°C) (Bazo, 2011). Elles sont
modérément halophiles et se multiplient habituellement dans du NaCl & 4% (20°C a 30°C pendant 10

a 20h), a I’exception de Lactocccus lactis subsp. Cremoris qui peut tolérer jusqu’a 2% de NaCl.

Exigeantes, elles nécessitent des milieux complexes contenant des hydrates de carbone, des
acides aminés, des vitamines, des acides gras et d'autres oligo-éléments pour une croissance optimale.
Les lactocoques se développent bien a des pH proches de la neutralité dans des milieux tamponnés,
mais cessent de croitre a un pH = 4,5 (Boullouf, 2016).

Toutes les especes de Lactococcus ont le caractere homofermentaire (TCHAMBA, 2007).
Largement distribuées, ils ont éte isolés a partir de matieres végetales, de poissons, de lait ou d’autres
sources animales, y compris I’intestin humain (Lactococcus lactis extrémophiles). Cependant, le lait

reste I’habitat privilégié des lactocoques (Rahkila, 2015).

1.5.1.9. Le genre Bifidobacterium

Le nom du genre, Bifidobacterium, est dérivé du fait que les bactéries apparaissent
typiguement comme des tiges bifides, ramifiées ou en forme de Y (Mahmoudi, 2014). Cependant,
dans des conditions de croissance défavorables, elles manifestent un pléomorphisme élevé (ayant la
capacité de modifié leur forme ou leur taille en réponse aux conditions environnementales). 1l a été
démontré que la présence de N-acétylglucosamine, d'alanine, d'acide aspartique, d'acide glutamique,
de sérine et d'ions Ca?* dans le milieu de croissance influence la forme cellulaire des bifidobactéries
(Euloge, 1992).

Les bifidobactéries ne réduisent pas les nitrates et utilisent généralement I'ammonium comme
source d'azote, produisant de petites quantités d'acide formique, d'éthanol et d'acide succinique, mais
jamais d'acide butyrique ou propionique ce qui est le cas des bactéries lactiques. Le glucose est
dégradé exclusivement et particulierement par I’enzyme fructose 6-phosphokétolase (F6PPK), une
enzyme clé du genre Bifidobacterium (Delcenserie et al., 2002).

12
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La température optimale de développement des souches humaines est comprise entre 36°C et
38°C. En revanche, celle idéale pour les souches animales est légerement plus élevée, aux environs
de 41°C a 43°C et peut atteindre les 46,5°C (Kouame, 2013). Le pH initial optimum de croissance se
situe entre 6,5 et 7,0. Aucune croissance ne peut se dérouler en dessous du pH 5,0 et au-dela de pH
8,0 (Euloge, 1992).

Les Bifidobactéries sont le plus souvent trouvées dans I’intestin de I’hnomme et des animaux,
au niveau de la cavité buccale et au sein de la flore vaginale (Kouame, 2013). Cependant, elles
peuvent étre présentes dans d'autres niches écologiques « non autochtones » telles que les eaux usées
et les produits laitiers fermentés qui ne sont pas habituellement des habitats bifidobactériens. Dans
les égouts, les bifidobactéries proviennent d'une contamination fécale animale ou humaine, alors que
dans les produits dérivés du lait (par exemple le yaourt), les bifidobactéries sont intentionnellement

ajoutées comme probiotiques (Arezki, 2008).

Il'y a actuellement environ 30 espéces connues de Bifidobacterium. Les espéces qui habitent
le tractus intestinal humain sont plutét distinctes de celles qui habitent les intestins des animaux. Les
especes représentatives d'origine humaine comprennent Bif. longum, Bif. breve, Bif. infantis, Bif.
bifidum, Bif. adoltescentis et Bif. pseudocatenulatum. Les représentants d'especes d'origine animale

comprennent Bif. pseudolongum, Bif. thermophilus et Bif. animalis (Ishibashi et al., 1997).

Parmi les especes de Bifidobacterium utilisées dans divers yogourts, Bif. animalis est souvent
identifié. La raison de I'utilisation de cette espece est que les especes d'origine animale sont plus
résistantes aux acides et se conservent donc mieux dans le produit. Récemment, les souches de Bif.
animalis isolées de ces yaourts ont montré des différences génétiques par rapport a la souche type et
ces souches ont été nommées Bif. lactis. Cette espece n'est pas non plus un habitant du tractus
intestinal humain. L'utilisation d'espéces d'origine humaine comme complément alimentaire semble

étre le choix le plus raisonnable et correct (Ebel, 2012).
1.6. Métabolisme des bactéries lactiques

1.6.1. La glycolyse

Etant incapables d’obtenir leur énergie par la respiration, les bactéries lactiques recourent a la
fermentation des glucides suivant différentes voies : la voie homofermentaire, hétérofermentaire et la
voie bifide. La figure 03, présente les différentes voies de dégradation du glucose, empruntées par les

bactéries lactiques (Drider and Prevost, 2009).
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- La voie homofermentaire (Embden Meyerhof Parnas, EMP) : Elle conduit dans des conditions
optimales de croissance a la production de deux molécules de lactate et deux molécules d’ATP par
molécule de glucose consommée. Le fructose 1-6 diphosphatase est I’enzyme clé de cette voie
(Holzapfel and Wood, 2014). Pour étre qualifiée d’homolactique, cette voie doit convertir au moins

90% du glucose consommeé en lactate.

- La voie hétérofermentaires (voie des pentoses phosphates) : Outre I’acide lactique, des quantités
significatives de CO; et d’éthanol ou d’acétate sont produites. En général, les sucres a 5 atomes de

carbones (ou pentoses) ne peuvent étre métabolisés que par cette voie.

- La voie bifide ou FPC (Fructose 6-phospho-cétolase) : Empruntée par les bactéries du
genre Bifidobacterium, elle permet d’avoir 1,5 molécule d'acetate et 2,5 molécules d'/ATP a partir

d’une molécule d’hexose consommeée.

Bifide Homofermentaire Hétérofermentaire
ATP l ATP

ADP glucose-6-P glucose-ﬁ:F‘
RN, ATP
acetyl-P

> fructose-6-P 6-P-gluconate

érythrose-4-P o l‘\\“
fructose-1,6-diP ribulose-5-P

v
sedoheptulose-7-P -5-
glyceraldehyde-3-P  «— xylulose-5-P

b 5 pe <« dihydroxyacetone-P
ribose-oa-

{ xylulose-5-P 1,3-biP-glycerate acetyl-P
_ 2 ADP
| / 7 | ™
ribulose-5-P tyl-CoA
acetyl-P 3-P-glycerate acety-L.o
l{.. ADP
V=1 5 pglycerate acetyldehyde
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lactate

Figure 03. Voies homofermentaire, hétérofermentaire et bifide de la dégradation du glucose
(Drider and Prevost, 2009)
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1.6.2. Métabolisme du citrate
Dans la fermentation du lait, I’acide citrique est considéré comme le principal précurseur de
la formation des composés aromatiques particulierement recherchés et appréciés dans certains

produits laitiers tels que le beurre et les fromages frais (Baharak, 1999).

Le diacétyle, I’acétoine et I’acide acétique sont les principaux composés aromatiques formés

pendant le co-métabolisme du citrate avec d’autres sucres.

Le transport du citrate a travers la membrane cellulaire est assuré par une citrate perméase.
Une fois dans la cellule, le citrate est clivé en acétate et oxaloacétate par une citrate lyase.
L’oxaloacetate est décarboxylé en pyruvate qui est transformé en diacétyle par le biais d’une série de

réactions intermédiaires présentées comme suit, dans la figure 04 (Bourel et al., 2001).

Lactose
Cifrate
Acétate - 1
Arétate
. 4 .
(Ox al pacétate v 2 3-Butanediol
\\‘ 5 Acétate &
2 Pyruvate —————m Formate
5 Ethanol 9
’ L \
Acide lactique a-Acétolactate — Acétoine

: Citrate lyase i /

: Oxaloacétate décarboxylase Diacétyle
. Lactate déshydrogénase

: Pyruvate déshydrogénase

: Pyruvate formate lyase

: a-acétolactate synthase

: Décarboxylation oxydative

: a-acétolactate décarboxylase

© 00 N oo o B~ W N P

: Diacetyl-acetoine reductase.

Figure 04. Métabolisme du citrate conduisant a la formation du diacétyle (Grattepanche, 2005).
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1.6.3. La protéolyse

Certaines bactéries lactiques, nécessitent un fonctionnement actif de leur systeme
protéolytique dans les environnements ou les protéines constituent la principale source d’azote
(Boullouf, 2016). Dans le lait, I'exploitation de la caséine par ces bactéries est initiée par une protéase
de I'enveloppe cellulaire qui dégrade la protéine en oligopeptides, ces derniers sont absorbés par les
cellules via des systemes de transport peptidiques spéecifiques pour une degradation ultérieure en
peptides et acides aminés plus courts. Cette action nécessite I’intervention de diverses peptidases

intracellulaires (Holzapfel and Wood, 2014).

1.6.4. La lipolyse
Les connaissances sur I’activité lipolytique des bactéries lactiques sont encore fragmentaires
(Idder, 2014), néanmoins, elles sont considérees comme faiblement lipolytiques comparées a d’autres

bactéries telles que Pseudomonas, Aeromonas, Acinetobacter et Flavobacterium (Dellali, 2012).

L activité lipolytique est retrouvee généralement a travers les estérases et les lipases présentes
dans le contenu intracellulaire de certaines bacteries lactiques. Elles hydrolysent préferentiellement
des acides gras a courtes chaines (C4 ou C6), et leurs activités diminuent considérablement avec
I’allongement de la chaine carbonée.

Les voies métaboliques liées a la lipolyse générent des acides gras libres, précurseurs d'arbmes

qui entrent dans la saveur globale des produits alimentaires (Idder, 2014).

Plusieurs bactéries lactiques dont Enterococcus faecalis, Ent. faecium, Ent. casei,
Lactobacillus casei, Lb. plantarum et Lb. rhamnosus, ont été signalées comme ayant une activité
lipolytique (Holzapfel and Wood, 2014).

1.7. Aptitudes technologiques des bactéries lactiques

1.7.1. Pouvoir acidifiant

L’une des principales fonctions métaboliques des bactéries lactiques est I’activité acidifiante.
Elle se manifeste par la production de I’acide lactique issu de la fermentation des hydrates de carbone
au cours de la croissance bactérienne (Allouache and Smaoun, 2017). Cette propriété d’acidification
a pour conséquence, la coagulation des protéines caséines du lait, chute du pH et I’inhibition de la
croissance des bactéries pathogénes et de la flore d’altération. Du point de vue technologique,
I’acidification participe aux propriétés rhéologiques (texture et saveur) du produit final.

16



Chapitre I : Les Bactéries Lactiques

Dans la sélection des ferments lactiques pour les produits carnés fermentés, les bactéries
homolactiques sont genéralement préférées aux hétérofermentaires. Ces derniers peuvent causer des
défauts au niveau de la texture et/ou la flaveur du produit fini. Cependant, pour certains produits, les

bactéries hétérolactiques sont utilisées en tant que starters fonctionnels (Nguyet thu, 2008).

La dose d’adjonction des ferments lactiques dépend principalement de leur potentiel a se
développer dans le produit cible.

1.7.2. Pouvoir texturant

Les exopolysaccharides (EPS) synthétisés par les bactéries lactiques, interviennent dans la
création de la viscosité des produits laitiers fermentés. Ainsi par exemple, les filaments de
polysaccharides produits chez Lactobacillus bulgaricus, lient les cellules les unes aux autres,
structurant la microcolonie et les connectent a la matrice du yaourt constituée de caséines précipitées

par I’acidification.

Dans le cas des yaourts brassés, I’onctuosité du produit pourrait é&tre améliorée en utilisant des
souches particuliéres, produisant un épaississement du lait supérieur a celui obtenu par la simple prise

en gel du lait sous I’effet de I’acidification (Desmazeaud, 1996).

1.7.3. Pouvoir aromatisant

Comme déja citée precédemment (paragraphe 1.6.2), certaines bactéries lactiques qualifiées
d’aromatiques, sont capables de produire un certain nombre de composés, en particulier le diacétyle
et I’acétoine, résultants de la dégradation du citrate (Boullouf, 2016). Ces composés, contribuent de
facon déterminante a la formation de I’arbme de divers produits laitiers (Cogan, 1980). Cette
fonctionnalité particulierement importante participe aux qualités organoleptiques des laits fermentés,
fromages, créme et beurre, dont I’ardme principal est lié a cette activité microbienne (Allouache
and Smaoun, 2017).

1.7.4. Aptitude protéolytique

Aussi comme ci-devant précités dans le paragraphe 1.6.3, nous avons vu que pour croitre a
leur maximum dans le produit escompté, la plupart des bactéries lactiques, possédent un systeme
protéolytique, capable d”hydrolyser les protéines en peptides et acides aminés. L’arsenal enzymatique
lié a ce systeme de protéolyse est composé d’une protéase ancrée a la paroi capable de dégrader les
lactoprotéines, d’un systeme de transport des peptides dégrades et des acides aminés, et d’un pool de

peptidases intracellulaires indispensables a la dégradation des peptides internalisés (Galia, 2011).
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L’activité protéolytique des bactéries lactiques joue un rdle important lors de I’opération
d’affinage des différents types de fromages. Elle est a I’origine du godt typique, de la flaveur désirée

et de la texture caractéristique du produit fini (Tchamba, 2007).

1.7.5. Aptitude lipolytique

L activité lipolytique des bactéries lactiques, contribue généralement a développer les qualités
organoleptiques du produit (fromage) lors des étapes ultérieures de sa fabrication. Ceci est di comme
cité précedemment a la présence d’enzymes lipases qui générent des acides gras libres, précurseurs
importants des réactions cataboliques qui produisent des composés volatiles contribuant a la flaveur
du fromage (Dellali, 2012).

Dans I’industrie laitiere, on exploite cette propriété lipolytique de fagon contrdlée dans la
production de certains fromages comme le Brie et le Saint-paulin, car une lipolyse trop poussée se
traduira par une détérioration du godt (Chilliard, 1982).

1.7.6. Pouvoir inhibiteur / antagoniste

Le pouvoir antagoniste des bactéries lactiques est d a la production de plusieurs métabolites
tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne (H20:>), le dioxyde de carbone, le diacétyle
et les bactériocines. Aux propriétés antimicrobiennes, ces produits sont capables d’inhiber le
développement des microorganismes indésirables et/ou pathogenes sans pour autant modifier les

propriétés organoleptiques du produit (Nguyet thu, 2008).

1.8. Applications biotechnologiques des bactéries lactiques

Les bacteries lactiques sont au service de la conservation (biopréservation) des aliments. Elles
agissent sur les textures et les saveurs qui se révélent différentes de celles de I’aliment a son état
originel (Tabak and Bensoltane, 2011). Fréquemment associées et de maniére positive a
I'alimentation humaine, a travers la fermentation d'une grande variété de produit, elles sont présentes
en tant que flore technologique dans les produits laitiers (yaourts, fromages), les produits carnés
(charcuteries), les produits vegeétaux (choucroute, pickles, olives fermentées), les levains de

panification et les boissons alcoolisées (vins, bieres blanches, saké).

Ayant la capacité de produire diverses molécules antimicrobiennes, ces bactéries peuvent étre
employées comme alternative biologique pour contrecarrer le phénomene de résistance de certains
agents pathogénes (Mechai, 2017). Plusieurs molécules produites aussi par ces bactéries, trouvent
leur intérét industriel et médical. Les molécules de dextranes par exemple sont utilisées dans la

fabrication des gels de chromatographie (Séphadex), comme additif dans le plasma sanguin, comme
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agent défloculant (industrie du papier) ou dans la stabilisation et I’épaississement des sirops (Doguiet,
2010).

Jouant un autre réle de probiotiques, elles apportent beaucoup de bénéfices pour la santé en
améliorant par exemple le transit gastro-intestinal, en prévenant des gastroentérites et des maladies

inflammatoires de I’intestin (Mechai, 2017).
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Habitués a vivre dans des espaces réduits ou densément peuplés, les microorganismes sont
amenés a coexister en communauté avec d’autres. Il va alors survenir des interactions multiples,
diversifiés et complexes entre eux et avec le milieu dans lequel ils évoluent. De la va s’instaurer

un certain équilibre stable ou instable entre microorganismes grace a ces interactions bilatérales.

A travers ce chapitre, nous tenterons d’apporter des précisons sur le fonctionnement des

écosystemes bactériens et les interactions qui leurs sont associées.

I1. Les Phénomeénes d’Interactions Entre Microorganismes
11.1. Définition

L’interaction tout comme le métabolisme est un caractére fondamental du vivant (Boulila,
2012). Prenant des formes diversifiées, ces interactions entre microorganismes qui interférent non
seulement entre eux mais aussi avec des plantes et des animaux, expliquent la coexistence des
especes, leurs distributions, leurs productivités et leurs capacités de résistance et de résilience
(Tahiri, 2017). L’ensemble de ces interactions gouverne la structure des communautés

microbiennes et leur activité (Hadef, 2012).

Evoluant en fonction des souches qui y sont associées et de leurs propriétés physiologiques,
les interactions sont étroitement liées aux conditions environnementales (parmi eux, les facteurs

nutritionnels prennent une place importante) (Juillard, 1998).

Selon quelles soient bénéfiques ou conflictuelles, les interactions sont généralement classées
en deux catégories : interactions positives, se caractérisant par la stimulation d’un ou de plusieurs
microorganismes et interactions négatives correspondant au phénomene d’inhibition de la

croissance et de I’activité métabolique (Hadef, 2012).

Les interactions qui impliquent un contact physique direct entre deux populations de
microorganismes, sont dites « interactions directes », sinon, elles sont dites « indirectes » si elles

utilisent des métabolites extracellulaires (Fahimi, 2012).

11.2. Les différents types d’interactions

Quand les microorganismes établissent des échanges gagnant — gagnant, on parlera ici
d’interactions positives ou bénéfiques. Cependant, si I’interaction est néfaste sur un ou plusieurs
partenaires, on parle dans ce cas d’interactions négatives, conflictuelles ou de competition (Pujol,
2014).
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11.2.1. Interactions positives

Aussi dites interactions de coopération, elles surviennent lorsqu’il y a stimulation de la
croissance d’une espece bactérienne suite a la production ou la libération de métabolites particuliers
dans le milieu (acide lactique, ardmes...) par une autre espece. Elles peuvent avoir pour origine la
modification des substrats (en particulier des sources azotées) ou des conditions du milieu
(changement du pH, élimination des facteurs d’inhibition, etc.) (Juillard et al., 1987). Un bon
exemple de ce type d’interaction est retrouvé chez les souches utilisées pour la production de

yogourt.

Plusieurs exemples possibles de coopération sont décrits. Les principales sont des
interactions de type commensalisme et mutualisme (symbiose et protocoopération).

a. Commensalisme

C’est une interaction biologique a bénéfice non réciproque, ou I’un des partenaires n’a aucun
effet sur I’autre mais profite de sa présence (Guennoc, 2017). Ce profit peut avoir lieu si un des
partenaires produit une substance nécessaire pour la croissance de I’autre ou consomme une
substance inhibitrice de la croissance de I’autre. Ici, un des partenaires retire un bénéfice de
I’association tandis que I’autre n’y trouve ni avantage ni véritable inconvénient (Van de Meer,
1993).

b. Mutualisme

Dans ce type d’interaction, chaque partenaire est stimulé par la présence de I’autre. On parle
alors d’une relation a bénéfice réciproque (Guennoc, 2017). Ce phénomeéne d’association entre deux
especes vivantes est indispensable voire obligatoire pour la survie des deux populations (cas de

symbiose), contrairement a la protocoopération qui présente un caractere facultatif (Benadi, 2012).

11.2.2. Interactions négatives
Elles désignent une lutte réciprogue de deux populations par la production de molécules

inhibitrices contre la flore compétitive y compris les bactéries pathogénes et d’altération.

Le phénomene d’inhibition peut étre relié a un ou plusieurs mécanismes : compétition
nutritionnelle, changements physicochimiques du milieu et formation de produits antimicrobiens :

acides organiques, peroxyde d’hydrogene et bactériocines (Al Atya, 2016).
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Dans ce type d’interactions, il convient de parler: d’amensalisme, de compétition, de
parasitisme et de prédation.

a. Amensalisme

L’amensalisme est une interaction biologique interspécifique (entre deux especes
différentes) dans laquelle une des deux especes par son comportement ou son métabolisme produit
des substances inhibitrices ayant un effet négatif sur la croissance de I’autre sans frais ou avantages
recu par lui-méme (Benadi, 2012). Toutefois, I’amensalisme n’est ni une compétition, ni un

antagonisme (prédation), ni du parasitisme.

b. Compétition

C’est une interaction au cours de laquelle les partenaires ont une influence négative
réciproque (Flacher, 2016). L’utilisation commune d’une ressource limitée peut mener a
I’élimination de I’espéce la moins compétitive pour cette ressource. Bien que l'espece la plus

compétitive se maintienne dans le milieu, ses performances s’en trouveront également diminuees.

c. Parasitisme et prédation

Le parasitisme est une interaction entre deux organismes par laquelle le parasite se nourrit
aux depens de son hote (Courtin, 2012). C’est une interaction durable et obligatoire a au moins un
stade de sa vie, au cours de laquelle le parasite utilise I’héte comme son habitat lui permettant de
s’abriter, de trouver les nutriments nécessaires a sa survie et a sa reproduction tout en ayant

généralement un impact négatif sur son héte (Panek, 2016).
Dans le cas de la prédation, une espéce tire profit tandis que I’autre est tuée.

11.2.3. Neutralisme

Dans ce cas précis, les especes cohabitent dans le méme milieu sans se préter attention 1’une
a I’autres (aucune relation mutualiste ou concurrentielle). Cependant, ce genre d’interaction n’est
possible que si aucun des substrats n’est limitant ou si les espéces ont des besoins nutritionnels
totalement différents.
e |l est important de noter que toutes les interactions ne sont ni exclusives, ni statiques, elles
peuvent varier selon les conditions du milieu ou I’état physiologique des populations impliquées
(Guennoc, 2017).
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11.3. Communication cellulaire
a. Le Quorum-Sensing

Pour avoir des interactions sociales, il faut avant tout communiquer, et grace a ce systéeme
extraordinaire du Quorum, les bactéries ont appris a interagir, ce qui leur permet de se comporter

«collectivement », comme si elles étaient un seul organisme multicellulaire (Sieuwerts, 2009).

Le principe est qu’au fur et @ mesure que le nombre de cellules d’une population bactérienne
augmente, le systéme renseigne chaque bactérie sur la densité de la population (de sa propre espece
ou d'autres espéces), via différentes molécules signales captables par la communauté. Lorsque la
concentration correspondant a un seuil précis est atteint, le groupe détecte la molécule signale et y
répond par : une inhibition de la croissance, induction de facteurs de virulence, sporulation,
synthese d’antibiotiques et bien d’autres (Fahimi, 2012). A noter qu’il y a une molécule pour

chaque type d’information.

Chez les bactéries a Gram négatives, la communication se fait via une molécule intra-espéce
de type Acyl — Homosérine Lactone (AHL). Alors que des peptides auto-inducteurs (AIP) sont

impliqués chez les bactéries a Gram positives (Hebert, 2010).

b. Le Quorum-Quenching
Il n’est pas surprenant que des mécanismes aient évolué pour interférer avec le Quorum-
Sensing en inhibant son activité (Waters and Bassler, 2005). Par définition le Quorum-Quenching
est un mode de perturbation de la signalisation, qui englobe des phénomeénes et des mecanismes tres
divers, présentés aujourd’hui comme des outils prometteurs dans différents domaines
(Grandclément et al., 2015)
Il existe trois stratégies phares du Quorum — Quenching :
- Arréter la production de la molécule signal en ciblant I’enzyme impliquée dans sa synthese
telle que I’AHL synthétase ;
- Sécréter des enzymes qui dégradent la molécule signal ;
- Produire de petites molécules antagonistes qui rentrent en compétition en se liant au
récepteur de la molécule signal.
Les trois principales étapes de la regulation par Quorum-Sensing qui sont ainsi ciblées sont

la synthése, la stabilité et la détection de la molécule signal (Galet, 2014).
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11.4. Techniques d’étude des interactions

Il existe différentes méthodes d’études des interactions entre microorganismes, les plus
couramment utilisees sont les cultures séquentielles (cultures en milieu solide ou liquide), les
cultures dialysées en Erlenmeyer ou en fermenteur et les cultures mixtes cultivées généralement

dans un bioréacteur (Corrieu and Luquet, 2008).

11.4.1. Cultures séquentielles

Cette methode qui peut étre conduite sur des milieux solides ou liquides, consiste a cultiver
deux populations différentes de microorganismes, dans le but d’apprécier I’effet de I’une sur I’autre
a travers le phénomene d’interaction (Corrieu and Luquet, 2008).

Les cultures en milieu solide ont éte inspirées de la technique des antibiogrammes,
développée par la suite pour I’étude des interactions entre microorganismes. Ici, le principe est le
méme, sauf que I’antibiotique a été remplacé par un autre microorganisme. La technique consiste a
épandre une couche uniforme d’une bactérie (dite indicatrice) dans la masse de la gélose d’une
boite de pétri et d’ensemencer I’autre espéce (inhibitrice) en spot a la surface. L apparition de halos
clairs autours des spots apres incubation, signifie qu’il y a inhibition de la croissance de la bactérie
indicatrice par I’autre (Nehme, 2008). La quantification du pourcentage d’inhibition se fait par
mesure du diamétre des halos autours des dépbts microbiens (Fahimi, 2012).

Lorsque la technique est conduite sur un milieu liquide, le filtrat ou le surnageant de la
culture d’une population « A » dont on souhaite tester I’effet bactériocinogéne est introduite dans
des puits formés dans une gélose ensemencée par le microorganisme de la population « B ». La
mesure du diamétre d’inhibition aprés incubation autours des puits renseigne sur le degré
d’inhibition de la souche « B » (Cornu, 2000).

Si ce protocole d’étude permet de mettre en évidence des interactions éventuelles entre les
deux populations, il ne s’agit cependant pas d’une véritable culture mixte (Corrieu and Luquet,
2008).

11.4.2. Cultures dialysées en Erlen-Meyer ou en fermenteur
C’est un systeme utile pour étudier des interactions indirectes permettant des echanges de
métabolites, sans contact direct entre les microorganismes cultivées dans deux compartiments

séparés par une membrane a fibre de dialyse (Corrieu and Luquet, 2008).
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Les deux compartiments évoluent dans le méme milieu de culture grace a une circulation

alternative de ce milieu d'un compartiment a I'autre (Nehme, 2008).

11.4.3. Mise en ceuvre de cultures mixtes
Les données de cette technique seront obtenues a I’aide d’un bioréacteur a membranes
(BRM) spécialement congu pour I’étude des cultures mixtes au sein duquel deux populations de

micro-organismes partagent le méme milieu de culture (Pommier, 2003).

Le suivi difféerentiel des deux populations en mélange nécessite I’usage de techniques de
différenciation. La caractérisation est effectuée par comparaison des cinétiques de croissance avec
celles observées lors de cultures pures (Corrieu and Luquet, 2008).
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I11.1. Lieu et objectif de I’etude
Ce travail a été accompli au sein du laboratoire (LSTPA), laboratoire de recherche en sciences

Chapitre 111 : Matériel & Méthodes

techniques et production animale au niveau de I’exploitation agricole de Hassi Mameche, affiliée a

I’Université de Mostaganem.

L’objectif principal de I’étude consiste a :

Etudier les interactions entre certaines souches de bactéries lactiques, afin de construire une

communauté modele pour laquelle certaines aptitudes ont été testees.

111.2. Origine des souches utilisées

Lors de ce travail, 12 souches de bactéries lactiques ont été utilisées pour I’étude des

interactions, toutes isolées du Jben de chévre de la région de Nadma et identifiées par spectrométrie
de masse (MALDI TOF / MS) comme présenter dans le tableau 03.

Tableau 03. Identification et origine des souches de bactéries lactiques.

Code de e - : S°_°'Te : -
N° la souche Identification d’identification Origine
MALDI TOF

BL1 G'3 Leuconostoc mesenteroides 2,014 Jben de chévre -Ain Sefra-
BL2 H2 Leuc. mesenteroides 1,785 Jben de chévre -Ain Sefra
BL3 ND2 Leuc. mesenteroides 2,099 Jben de chévre -El Biodh-
BL4 ND6 Lactococcus lactis 2,089 Jben de chévre -El Biodh-
BL5 ND7 Leuc. mesenteroides 1,912 Jben de chévre -El Biodh-
BL6 NDS8 Leuc. mesenteroides ssp mesenteroides 2,222 Jben de chévre -El Biodh-
BL7 ND9 Lc. lactis 1,986 Jben de chévre -El Biodh-
BLS8 ND10 Lc. lactis 1,813 Jben de chévre -El Biodh-
BL9 NF1 Leuc. mesenteroides ssp cremoris 1,834 Jben de chévre -Naama-
BL10 NF3 Lc. lactis 2,207 Jben de chévre -Nadma-
BL11 WOA3 Lc. lactis ssp lactis 2,042 Jben de chévre -Méchéria-
BL12 WulI7 Lc. lactis ssp lactis 1,965 Jben de chévre -Méchéria-
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111.3. Milieux de cultures
Différents milieux de cultures ont été utilisés dans cette étude :
- Le milieu M17 en bouillon a été utilisé pour la revivification, la conservation et la préparation des

cultures overnight des différentes souches isolées ;

- Le milieu M17 gélosé ou solide a été utilise pour la purification des différentes souches lactiques,
mais aussi dans la mise en évidence des interactions entre elles. Tout au long de I’étude, les

populations de bactéries lactiques ont été énumérées sur ce méme milieu ;
- L’usage du bouillon Clark & Lubs était pour la mise en évidence de la production d’acétoine ;

- L aptitude a la protéolyse des différentes especes a été étudiée sur milieu PCA (Plate Count Agar)
additionné de lait écrémé a différents pourcentages ;

- L’activité lipolytique a été étudiée sur milieu triglycéride.

- Le lait a été aussi utilisé comme un milieu d’enrichissement, de conservation, pour le test de

production d’acétoine et pour I’étude de 1’acidification.

111.4. Revivification des souches lactiques

Les souches lactiques identifiées auparavant et conservées sur milieu M17 glycérolé sont
revivifiées sur bouillon MRS, M17 ou lait demi écrémeé.

La technique consiste a prendre un volume de 100 pl de la souche conservée et I’ensemencer
dans un tube a essai stérile contenant 5ml de bouillon M17 déja préparé, apres une incubation a 30°C
(température optimale de croissance des espéces Lactococcus lactis et Leuconostoc mesenteroides)

pendant 24 a 48 heures la croissance est appréciée par I’apparition d’un trouble dans le milieu.

I11.5. Purification et pureté des souches
Elle suit I’étape de revivification et consiste a réaliser un isolement par stries a partir du
bouillon d’enrichissement sur gélose M17. L’incubation est réalisée a 30°C pendant 24 a 48 heures.
L’opération est répétée plusieurs fois a partir des cultures obtenues aprés incubation, jusqu’a
I’obtention de colonies de méme taille, de méme forme et de méme couleur, renseignant sur la pureté
des souches. Cette pureté sera validée aussi par observation microscopique apres une coloration de
Gram pour determiner la morphologie et le type de Gram (+ ou -) et un test de catalase pour compléter

la vérification.
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La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogene (H205),

produit toxique du métabolisme aérobie de nombreuses bactéries, en H20 et %2 Oa.
Catalase
H.0, — HxO0+%0:

La technique consiste a déposer une goutte d’eau oxygénée a 10 volumes sur une lame seche
et propre et y déposer, a I’aide d’une anse de platine ou d’une pipette Pasteur stérile, une colonie
isolée d’une culture de moins de 24 heures de la souche a tester. La lecture du résultat est immediate :
s’il y a effervescence, signe d’un dégagement gazeux d’oxygene, la souche testée est dite catalase +,

sinon elle est considérée comme étant catalase — (Delarras, 2007).

111.6. Conservation des souches

La conservation des isolats purifiés peut étre de courte ou de longue durée :
- Une conservation de courte durée est réalisée apres avoir ensemencé les souches pures dans des
tubes contenant le bouillon M17 et incuber a 30°C pendant 24 heures. Les tubes seront conserves par
la suite a 4°C au réfrigérateur et le renouvellement de la conservation se fera toutes les 4 semaines.
- Une conservation de longue durée, est faite en maintenant les cultures fraiches et pures en
suspension dans un milieu liquide (bouillon M17 ou lait écrémé a 10%) additionné de glycérol a 20%,

de volume. Le mélange sera ensuite conservé a -20°C (Badis et al., 2005).

I11.7. Mise en évidence des interactions entre souches de bactéries lactiques

Dans cette partie, nous avons etudié I’effet de chaque souche pure sur la croissance des autres
souches lactiques testées, et les résultats obtenus vont servir & déterminer la compatibilité entre les
isolats pour pouvoir établir une communauté modele.

Pour cela, nous avons utilisé la méthode decrite par Fleming et al. (1975) dont le principe
consiste a :

- Ensemencer en touches sur gélose M17, les 12 souches de bactéries lactiques sélectionnées (Elles

sont dites souches inhibitrices). Aprées séchage, I’ensemble est incubé a 30°C pendant 16 a 18 heures.

- Dans un second temps, prendre 0,5ml d’une culture jeune de la souche dite indicatrice avec 7ml
d’une gélose semi solide (fondue et refroidie a 39°C). Melanger I’ensemble et le couler a la surface
de la gélose préalablement inoculé par les 12 souches puis on la laisse se solidifier.

- La lecture des résultats s’effectue aprés 24 et 48 heures d’incubation a 30°C. La taille des zones
(transparentes) est mesurée en mm a I’aide d’un pied a coulisse. Les souches présentant une zone

d’inhibition de plus de 0,5mm de diamétre sont considérées comme des souches inhibitrices.
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e Les cultures jeunes utilisées dans tous les tests, doivent étre de moins de 20 heures d’incubation
(16 a 18 heures) et un comptage est nécessaire afin d’homogénéiser la concentration de départ pour

toutes les souches, qui est d’environ 106 a 107

111.8. Construction de la communauté

Le choix des souches pour établir la communauté modeéle a été fait par rapport aux tests
d’interactions et aux scores d’identification au MALDI TOF / MS. De la, six souches ont été retenues
appartenant a deux espéces différentes, Lactococcus lactis et Leuconostoc mesenteroides comme

présentées dans le tableau 04.

Les cultures overnight des 6 souches sur bouillon M17 sont ajustées a une concentration de

108 UFC/ml pour les différents tests & venir (A volumes égaux 1:1:1:1:1:1).

Tableau 04. Souches retenues pour la composition de la communauté

Code de la
G3’ ND2 ND6 ND8 ND9 NF3
souche
e s Leuconostoc Leuconostoc Lactococcus Leuconostoc Lactococcus Lactococcus
Identification . . . . . .
mesenteroides | mesenteroides lactis mesenteroides lactis lactis

111.9. Etude des aptitudes technologique de la communauté modéle
Chaque test a été effectué en triplicat pour confirmer les résultats obtenus.

I11.9.1. Production d’acétoine
La production d’acétoine est testée sur milieu Clark et Lubs et mise en évidence par la réaction

de Voges Proskauer (VP) comme expliquer dans les figures 05 et 06 (Facklam and Elliot, 1995).

Pour réaliser cet examen, chaque tube contenant 4 ml du milieu Clark et Lubs recoit 2% d’une
culture overnight des 6 souches lactiques, ainsi que la communauté. Aprés une incubation a 30°C
pendant 24 heures, 200ul (4 gouttes) de chaque réactif VP1 et VP2 sont ajoutées suivi d’une
soigneuse agitation. Les tubes seront par la suite laissés en contact avec I’air pendant 5 a 10 minutes

et a température ambiante.
La réaction positive se traduit par I’apparition d’un anneau rouge a la surface du milieu.

La capacité a produire de I’acétoine, a été aussi recherchée apres 1’ensemencement de 100ul
de cultures over-night des isolats et de la communauté dans 10ml de lait écrémé stérile reconstitué a

12% en utilisant le méme protocole et les mémes réactifs.
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Production d’acétoine sur milieu Clark et Lubs

Inoculation des souches sur milieu Clark et Lubs
a raison de 2% pour chaque souche
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ND6 ND8 ND9 NF3

G’'3 ND2 ND6 ND8 ND9 NF3
Cultures overnights des 6 souches sur bouillon M17 - |
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G'3 ND2 ND6 ND8 ND9 NF3 . ,
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l (4) ~=| anneau rouge en surface
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Production d’acétoine sur lait écrémé

ND6 ND8 ND9 NF3 « Inoculation des souches dans 10ml de lait

G’3 ND2
@ ¢ ¢ écrémé a raison de 1% pour chaque souche

» Suivre le méme protocole (ajout de réactifs,
Incubation a 30°C agitation...) jusqu’a lecture des résultats
10ml pendant 24 heures

Lait écrémé
Figure 05. Protocole de production d’acétoine des 6 isolats lactiques sur milieu Clark et Lubs et lait écrémé
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10ml de lait
écrémé

} 3ml du milieu
Clark et Lubs

\ /

Incubation a 30°C pendant 24 heures

¢

Apres incubation, suivre le méme protocole
d’étude (ajout de réactifs, agitation...)
jusqu’a lecture des résultats

Figure 06. Protocole de production d’acétoine de la communauté sur milieu Clark et Lubs et lait écréme
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111.9.2. La protéolyse

Pour comparer I’activité protéolytique des souches lactiques et de la communauté, nous avons
utilise le milieu PCA supplementé par différentes concentrations de poudre de lait écremé (1%, 2%,
4%, 5% et 8%). Des disques de papier Wattman stérile seront par la suite déposes a la surface de la
gélose pour recevoir un volume de 5ul d'une culture jeune de chaque souche et de la communauté.
La lecture des resultats s’est effectuée aprés une incubation & 30°C pendant 24 et 48 heures
(Vandenberg et al., 1986).

Une zone de lyse claire apparait autours des colonies positives a la protéolyse comme il est

f— f— L e L)

Milieux PCA a différentes concentration de lait écrémé

indiqué dans les figures 07 et 08.

G’3 ND2 ND6 ND8 ND9 NF3

Cultures overnights des souches a tester

(1)
) Zi \ \
@3 ND2 ' '

PCA 1% PCA 2%
—
A ND8 — =T —
N
PCA 4% PCA 5%
[ e——
NF3 PCA 8%

Couler chaque concentration du milieu PCA
lait dans une boite de pétri et laisser solidifier

Apres incubation de
24 heures a 30°C (5) (3) (2)

Zone de lyse
FO )I

Dépot du papier Wattman stérile sur la surface

de la gélose au nombre des souches a tester
PCA 1%

Figure 07. Etapes d’étude de I’activité protéolytique des bactéries lactiques individuellement
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100ul de
chaque souche
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Milieux PCA a différentes concentration de lait écrémé

Communauté
(2)
8%
(4)
Ensemencement
en touche _
C
om PCA 1%
g
om Com
l O I PCA 2%
[ e——

o PCA 4%

Couler chaque concentration du milieu PCA
lait dans une boite de pétri et laisser solidifier

Apreés incubation de

24 heures 330°C  / (5) (3)
Zone de lyse

— =

Dépot du papier Wattman stérile sur la surface
gélosé / 3 disques dans chaque boite, donc 3
essais pour chaque concentration

Figure 08. Etapes d’étude de I’activité protéolytique de la communauté
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111.9.3. La lipolyse
La lipolyse est mise en évidence sur gélose aux triglycérides, la méme méthode d’étude citée
dans le paragraphe 111.9.2 est utilisée. La lipolyse est révélée aussi par une zone d’éclaircissement

autour des disques (Guiraud, 2003).

111.9.4. L acidification

La mesure de I’activité acidifiante des cultures pures et de la communauté mixtes consiste a
suivre d’une part : I’évolution du pH des différentes cultures en fonction du temps, et de doser en
simultané I’acidité pat titrimétrie avec la soude (NaOH, N/9). L’estimation de I’acidité titrable est
exprimée en degré Dornic et elle est révélée en utilisant la phénolphtaléine comme indicateur de

couleur (Larpent, 1997).

Pour réaliser ce test comme la montre les figures 09 et 10, les souches pures et la communauté
ont été ensemencees a raison de 1% dans des flacons contenant 50ml de lait écrémé stérile reconstitué
a 12%. Apres agitation les mesures ont été prises tous les 2 heures a partir de Oh jusqu’a 20h
d’incubation a 30°C.
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Figure 09. Protocole suivi pour la réalisation du test d’acidification
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IV. Résultats & Discussion
IV.1. Purification des souches lactiques

Apres avoir effectué une revivification des souches lactiques sur bouillon M17 et apprécier le
résultat par I’apparition d’un trouble apres 24 heures d’incubation a 30°C, I’étape de purification qui
a suivi a révélé des colonies visibles, de tailles variables (environ 1 a 2mm de diamétre), de forme
circulaire et bombées, avec une couleur blanchatre. La figure 11, montre I’aspect de quelques souches
lactiques purifiées sur gélose M17.

La coloration de Gram et le test de catalase qui s’avere étre des examens clés de pré-
identification ont permis de confirmer la pureté des souches lactiques isolées. Elles sont toutes Gram
positives et déepourvues de catalase. L’examen microscopique a montré que toutes les souches étaient

de forme cocci, associées en paires, en amas, ou en courtes chaines comme indiqué dans la figure 12.

L’ aspect des colonies sur gélose et I’apparence des cellules aprées coloration sont en accord

avec les travaux de Leveau et al, (1991) et Champagne et al, (2000).

NF3 " ND6

ND9 ND2 ND8

Figure 11. Aspect macroscopique de quelques souches de bactéries lactiques (G’3, NF3, ND6,
ND9, ND2 et ND8) purifiées sur gelose M17.
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Figure 12. Observation microscopique des différentes souches de Lactococcus lactis (ND6, ND9,
NF3) et de Leuconostoc mesenteroides (G’3, ND2, ND8) aprées une coloration de Gram.

IV.2. Résultats des interactions entre souches de bactéries lactiques
Le tableau 6, représente les résultats des interactions sur milieu M17 solide (Fleming et al.,

1975)

Ce tableau montre clairement que
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Tableau 6. Résultats des interactions entre les 12 souches testées.

Souches
Inhibitrices G'3 | H2 | ND2 | ND6 | ND7 | ND8 | ND9 | ND10 | NF1 | NF3 | WOA3 | WUI7
Souches
indicatrices

G'3

H2

ND2

ND6

ND7

ND8

ND9

ND10

NF1

NF3

WOA3

WuUl7

. Interactions non testées . Inhibition positive . pas d’inhibition . Interactions incertaines (dans les limites)

Figure 13. Résultats de quelques interactions entre les souches lactiques isolées
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1VV.3. Communauté modeéle

Comme cité précédemment dans la partie matériel et méthodes (paragraphe 111.8), le choix de la
communauté modele a été fait par rapport aux résultats du test d’interaction entre souches lactiques
et aux scores d’identifications (MALDI TOF / MS).

D’apres les résultats d’interactions, plusieurs modeles probables de communautés peuvent étre
établis

IV.4. Reésultats d’étude des aptitudes technologique de la communauté modele

1V.4.1. Production d’acétoine
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1V.4.2. La protéolyse

L activité protéolytique se manifeste par I’apparition de zone claire de protéolyse autour des spots
(figure 11). Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau X (Annexe I1).

Il en ressort du tableau que toutes les souches étudiées présentent une croissance avec une activité
protéolytique se situant entre 12 et 34mm de diameétre. Les résultats sont présentes sous forme d’un
histogramme (figure 12).

SelonYelnetty et al.,(2014),les bactéries a pouvoir protéolytique sont réparties en trois groupes :

1 Les souches dont le diamétre est supérieur a 20mm sont qualifiées comme souches fortement
protéolytiques.

1 Les souches avec un diametre qui varie entre 10 a 15mm sont moyennement proteolytiques.

"1 Le groupe des souches faiblement protéolytique leurs diamétre inférieur a 10mm.

Selon cette classification, les souches étudiées sont qualifiées de :

"1 Souches fortement protéolytiques (S6, S7, S10,S16, et S17) avec un diamétre supérieur a 20 mm.
1 Souches moyennement protéolytiques (S31) avec un diamétre de 14,33mm.

Protéolyse des souches

Protéolyse de la communauté
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1V.4.3. La lipolyse

Les souches testées ne possedent aucune activité lipolytique, méme chose était constatée pour la
communauté.

Les résultats montrent que I'activité lipasique est généralement faible chez les bactéries lactiques

testées sur gélose aux triglycérides.
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1VV.4.4. L’acidification

L’évolution du pH et de I’acidité Dornic de ""Raib" fabriqué a partir du préferment
(SeS10) est représentée dans la figure 15. Les valeurs obtenues sont représentés dans les
tableaux XI1I et X111 (Annexe II). Les valeurs représentées sur la figure sont la moyenne de
trois répétitions.

Au cours de cette étude, I'activité acidifiante est suivie par la mesure de I'acidité Dornic et du pH. Le suivi
de I’acidification a montré une diminution progressive du pH

Le suivi du pH et d’acidité Dornic pendant 24heures du lait ensemencé a 1%, et 5%

(v/v) par les isolats de bactéries lactiques est représenté sur la figure 09 (A, B, C, et D). Les
valeurs obtenues sont représentés dans les tableaux I, 111, 1V, et V (Annexe 1I).

D’apreés ces résultats, nous remarquons que toutesles souches testées présentent en

générale une diminution progressive du pH et ce en fonction du temps, accompagnée d’une
augmentation de I’acidité Dornic. Cette activité acidifiante est variable d’une souche a I’autre
(Figure 09).

La diminution du pH du lait est due a la production d'acide lactique résultant de la
fermentation du lactose (Thomson et al., 1994).

La détermination de la variation de pH (A pH=pH lait t=0 —pH lait t+0), permet de classer

les bactéries lactiques acidifiantes en fonction de leur vitesse d’acidification pendant les 6
premieres heures d’incubation (Lairini et al., 2014), ainsi les souches sont qualifiées de :

Souches a grande vitesse d’acidification si la variation de pH atteint une valeur de 0,4

unité pH en moins de 3 heures.

L1 Souches a vitesse d’acidification moyenne si cette valeur est atteinte entre 3 et 5

heures.

] Souches a faible vitesse d’acidification si la valeur de 0,4 est atteinte aprés 5 heures
d’incubation.

Aprés avoir calculé A pH (Tableau VI, Annexe Il), toutes les souches étudiées présentent
une faible vitesse d’acidification car la valeur 0,4 atteinte apres 18h d’incubation.
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Les résultats de I’acidité Dornic et de pH obtenus par les cultures mixtes sont données
dans les tableaux VIllet IX(Annexe 1), ainsi que les courbes qui en résultent (Figure 10).

L’une des principales fonctions des bactéries lactiques en technologie laitiere est la production
d’acide lactique, car cet acide organique permet de concentrer et de conserver la matiere seche du
lait, en intervenant comme coagulant et antimicrobien. On comprend donc que I’activité acidifiante
soit le critére déterminant de sélection des bactéries lactiques (Boudier, 1985).

L’évolution de I’acidité Dornic et celle du pH en début et a 24 heures d’incubation des cultures de
Lactocoques et de Leuconostoc est indiquée dans les tableaux .... Et figures ...

Figure : Evolution du pH chez les leuconostoc en fonction du temps d’incubation

Nous observons que I’acidité du lait enregistrée pour I’ensemble des souches appartenant aux genre
Lactococcus et Leuconostoc durant les deux premiéres heures d’incubation est autour de 18°D avec
un pH variant de 6,4 et 6,5. (figures....)

L’acidité titrable maximale enregistrée en 24 heures de temps est de 72°D, correspondant a un pH de
4,8. Elle est produite par la souche ... par contre les souches appartenant aux especes .... Produisent
une quantité d’acide lactique en 24 heures de temps de ....... Respectivement
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T Speech :
Partie bibliographique

Un grand merci monsieur le président et un honorable salut estudiantin pour I’assistance ici
présente.

Tout d’abord et avant d’entamé le vif du sujet, je tiens a adresser mes profonds remerciements
a mon directeur et co-directeur de mémoire Mr Nemich Said et Mme Mghoufel naima pour
avoir accepté d’encadrer ce sujet et d’avoir su orienter mon travail de recherche par leur
judicieux conseils et leurs constante disponibilité. Je leur témoigne ici, un profond respect et
une totale reconnaissance.

Je tiens également a remercier les 1*'s responsables de cette structure d’accueil, qui de pres ou
de loin ont contribué et avec un soin particulier a la réalisation de plusieurs travaux de
recherches concrétisés par des publications scientifiques, faisant preuve de rigueur et
d’assiduité, d’un esprit de recherche et de créativité.

Mon dernier remerciement est destiné & vous aussi monsieur le président ainsi qu’au 4°™
membre du jury Mme Tehalaiti, pour m’avoir fait I’honneur de présider et de juger ce travail
qui j’espére sera a la hauteur de vos attentes a travers les quelques idées bibliographiques sur
le sujet que je vais présenter et la partie pratique qui a été faite avec beaucoup d’attention et de
minutie.

(slide 01) Bref, Le sujet de ce mémoire qui constitue une petite partie d’une these de doctorat
suit plusieurs objectifs : mis a part I’objectif de se former par la pratique sur terrain ou au sein
d’un laboratoire, et aussi sur comment soutenir une opinion devant un jury et développer L’idée
de recherche a travers un débat constructif. Viens L’objectif principal qui suit la thématique
d’etude.

Un établissement d’une communauté lactiqgue modeéle a partir d’interactions entre souches de
bactéries lactiques isolées du Jben de chévre de la wilaya de Naama, pour laquelle certaines
propriétés fonctionnelles ou aptitudes technologiques vont étre testées, d’ou I’intitulé de notre
theme « Etude des Interactions Entre Bactéries Lactiques, et leurs Aptitudes
Technologiques au Sein d’une Communauté »

Le produit de terroir choisi comme vous le voyez ici était le Jben de chévre, produit dans des
conditions artisanales a partir du lait cru sans ajout de cultures starters industrielles.
L’évaluation de la diversité des bactéries lactiques indigenes contenues dans ce cru et leur mode
de vie en consortium via diverses combinaisons nous a ramené a réitérer quelques idées
bibliographiques pour mieux appréhender par la suite notre étude expérimentale.

(Slide 02) Et la, que peut-on dire de ces microorganismes aux multiples vertus ? D’abord elles
sont partout dans la nature, et elles sont connues pour le rdle qu’elles jouent dans la préparation
des laitages fermentés. Mais pas que ca, puisqu’elles sont aussi utilisées dans plusieurs
processus de saumurage, de saurissage et de salaisons.

(Slide 03) Ils améliorent ainsi la conservation des aliments, en agissant sur les textures et les
saveurs qui se révelent différentes de celles de I’aliment a son état originel.



On ne va pas s’étaler bien s(r, sur toutes les caractéristiques de ces bactéries et dire que c’est
des bactéries a Gram positives, prenant tel ou tel forme, hétérotrophes, anaérobies et qui tolerent
I’oxygéne dans une certaine mesure...... puisque la plupart de ces données sont mentionné dans
le manuscrit.

(Slide 04) Et J’ai prefére dévoiler ce qui intéresse I’industriel et le consommateur a travers les
aptitudes et les propriétés fonctionnelles de ces bactéries, considérées comme des critéres de
choix parmi tant d’autres non négligeables, entrant dans la fabrication du produit escompte.
Parmi ces aptitudes, on trouve le pouvoir acidifiant, texturant, aromatisant, protéolytique,
lipolytique et le pouvoir inhibiteur ou antagoniste.

(Slide 05) L’activité acidifiante considérée comme I’une des principales fonctions des
bactéries lactiques, se manifeste par la production d’acide lactique, issu de la fermentation des
hydrates de carbones au cours de la croissance bactérienne. Elle a pour conséquence la
coagulation des protéines caséines du lait, chute du pH et I’inhibition de la croissance des
bactéries pathogenes et de la flore d’altération. Du point de vue technologique, I’acidification
participe aux propriétés rhéologiques du produit final.

Le pouvoir texturant se manifeste a travers les EPS synthétisés par ces bactéries et qui
interviennent dans la création de la viscosité et I’onctuosité du produit.

(Slide 06) Pour ce qui est du pouvoir aromatisant, certaines bactéries lactiques qualifiees
d’aromatiques sont capables de produire un certain nombre de composés, comme le diacétyl et
I’acétoine résultant de la dégradation du citrate. Ils contribuent (avec S a la fin) a la formation
de I’ardme de divers produits laitiers.

L’activité protéolytique des bactéries lactiques joue un réle important lors de I’opération
d’affinage des différents types de fromages. Elle est a I’origine du go(t typique, de la flaveur
désirée et de la texture caractéristique du produit fini.

L activité lipolytique quant-a-elle, participe aussi & développer les qualités organoleptiques du
produit a travers la lipolyse, qui générent des acides gras libres, précurseurs d’ardmes.

Enfin, le pouvoir inhibiteur des bactéries lactiques d’intérét technologique et di a la
production de plusieurs métabolites telles que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogéne
(H202), le dioxyde de carbone, le diacetyle et les bactériocines. Aux propriétés
antimicrobiennes, ces produits sont capables d’inhiber le développement des microorganismes
indésirables et/ou pathogénes sans pour autant modifier les propriétés organoleptiques du
produit.

(Slide 07) En plus de ces aptitudes technologiques, ce qui intéresse I’industriel et plus le
chercheur c’est aussi de connaitre les interactions entre les membres du consortium car lorsque
les bactéries lactiques sont utilisées en cultures mixtes pour la fermentation, des interactions
entre les différentes souches se manifestent.

Mais en fait, c’est quoi une interaction ? Tout comme le métabolisme, I’interaction est un
caractére fondamental du vivant. Un phénomene qui gouverne la structure des communautés



microbiennes et leur activité en fonction bien slr des souches qui y sont associés et dans le
milieu dans laquelle cette communauté évolue.

Selon quelles soient bénéfiques ou conflictuelles, elles sont généralement classées en deux
catégories :
Quand les échanges établis entre les microorganismes sont gagnant — gagnant, la ou il y’a
stimulation d’un ou de plusieurs microorganismes on parlera ici d’interactions positives, sinon
elles sont dites négatives ou de compétition si I’interaction est néfaste sur un ou plusieurs
partenaires.

Plusieurs exemples possibles de coopération sont décrits. Les principales sont des interactions
de type commensalisme et mutualisme.

Le commensalisme est une interaction biologique a bénéfice non réciprogue ou I’'un des
partenaires n’a aucun effet sur I’autre mais profite de sa présence. Cependant, en mutualisme
la relation est a bénéfice réciproque.

Pour ce qui est des interactions négatives, elles désignent une lutte réciproque de deux
populations par la production de molécules inhibitrices contre la flore compétitive y compris
les bactéries pathogenes et d’altération. Dans ce type d’interactions, il convient de parler :
d’amensalisme, de compétition, de parasitisme et de prédation.

Dans I’amensalisme, une des deux especes par son comportement ou son metabolisme produit
des substances inhibitrices ayant un effet négatif sur la croissance de I’autre sans frais ou
avantages recu par lui-méme.

La compétition est une interaction au cours de laquelle les partenaires ont une influence
négative réciproque.

Le parasitisme et la prédation sont aussi deux autres interactions négatives comme déja citées
précédemment, par lesquelles, le parasite utilise I’hdte comme son habitat lui permettant de
s’abriter, de trouver les nutriments nécessaires a sa survie et a sa reproduction. Dans le
deuxiéme cas de prédation, une espece tire profit tandis que I’autre est tuée.

Un autre cas existe aussi, mais qu’on ne peut pas considérer comme interaction proprement
dite, c’est ce qu’on appelle neutralisme. Dans ce cas précis, les especes cohabitent dans le
méme milieu sans se préter attention I’une & I’autres (aucune relation mutualiste ou
concurrentielle existent entre eux).

De ces quelques idées théoriques venant maintenant exploiter ce qui nous intéresse le plus dans
la partie expérimentale.



Partie expérimentale

(Slide 8) Donc, ce travail a été réalisé ou accompli au sein de ce méme laboratoire LSTPA,
laboratoire de recherche en sciences techniques et production animale, dans un but d’étudier
comme déja cité en théme les interactions entre certaines souches de bactéries lactiques,
afin de construire une communauté modeéle pour laquelle certaines aptitudes vont étre

testées.

(Slide 9) Lors de ce travail, 12 souches de bactéries lactiques ont été utilisées pour I’étude des
interactions, toutes isolées du Jben de chévre de la région de Naadma et identifiées par
spectrométrie de masse (MALDI TOF / MS) comme présenter dans le tableau

(Slide 10) Différents milieux de cultures ont été utilisés dans cette étude a savoir :
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