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Introduction

Introduction

Les bactéries lactiques jouent un rble fondamedtals la fabrication de
nombreux produits alimentaires. Ces bactéries pessaine large gamme d’activités
et de proprietés metaboliques, exploitées en indsgsiagro-alimentaires et plus
particulierement dans l'industrie laitiere. Ellesnt utilisées pour leurs propriétés
acidifiante, protéolytique et texturante qui coefér aux produits laitiers fermentés
leurs caractéristiques organoleptiques, rhéologigtiele conservation.

Certaines souches de bactéries lactiques ont gacité de synthétiser et
d’excréter, au cours de leur croissance, des potysaides. La présence de ces
souches dans les produits fermentés présente énétinechnologique important pour
l'industrie laitiere. En effet, les polymeéres sééstlors de la fermentation permettent
d’améliorer la texture et la viscosité du produiti fout en diminuant la synérese.
Ainsi, la présence des bactéries lactiques mucofdesductrices d’EPS) dans les
produits fermentés permet de limiter l'addition dmibstances texturantes et
stabilisantes d’origine végétale (alginates) ourabienne (xanthanes) (Duboc et
Mollet, 2001).

L’industrie des produits laitiers fermentés améita texture de ces produits,
en faisant varier un ou plusieurs facteurs dontrdgement thermique du mélange
avant la fermentation, la modification de la compas des ferments et des conditions
de fermentation et I'addition de substances stabiles (substances gélifiantes ou
épaississantes) dont I'utilisation est de plusles gglementée et méme interdite dans
certains pays. Les consommateurs recherchent deduifs « naturels» ou
« biologiques» sans additif (Joky al, 2002).

L'industrie doit trouver d’autres options afin &flar aux consommateurs des
produits de qualité.

Depuis quelques années, une attention croissante pegée sur les
polysaccharides des bactéries lactiques. Certaiopoéysaccharides synthétisés par
ces bactéries sont doués de propriétés biologiiuiésessantes pour la santé de
'homme. Ces polyméres présentent des activités odhgiestérolémiante,

antitumorale, immuno-modulatrices, ... (Ruas-Madietal., 2002).
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La production des exopolysaccharides par les hastéctiques est influencée
par plusieurs facteurs, notamment les conditiongudtire (pH, température, durée
d’incubation) et la composition du milieu (sourads carbone et d’azotdfisu et
Shah., 2003).

Le travail expérimental réalisé au cours de cdttdeécomprend deux parties :

- La premiere concerne l'isolement @dntification de souches de bactéries
lactiques thermophilesS{reptococcus thermophilust Lactobacillus delbrueckii ssp
bulgaricug a partir des laits de vache et de brebis, et durya

- La seconde est consacrée a la caisatién des souches isolées, sur la base
de la production des exopolysaccharides et deskzosité développée dans le lait a 35,
40, 42 et 45°C.
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|. Les bactéries lactiques
1. Définition

Les bactéries lactiques sont des cellules procesydtétérotrophes et chimio-
organotrophes. Ce sont des bacilles ou des cog@®ara positif, catalase négative,
généralement immobiles, asporulés et dépourvugtdelrome. Elles sont anaérobies
mais parfois aérotolérantes (Dellagtibal, 1994).

Les bactéries lactiques sont des microorganisreesettigeants du point de vue
nutritionnel ; elles requiérent non seulement dassgats complexes carboneés, azotés,
phosphatés et soufrés mais aussi des facteur®idesarice comme les vitamines et les
cations (Loubieretal., 1996).

Le groupe de bactéries lactiques réunit plusieersres caractérisés par leur
capacité a fermenter les glucides en produisaradiele lactique comme métabolite
principal (Novel, 1993).

2. Caractéres généraux dd.actobacillus delbrueckiissp bulgaricus et de
Streptococcus thermophilus

Lactobacillus delbrueckissp bulgaricuset Streptococcus thermophilusont
deux bactéries lactiques thermophiles largemeliségis en technologie laitiére, d’'une
part en fabrication fromagere, d’autre part et autrtpour la production des laits

fermentés, en particulier les yaourts.

2.1.Lactobacillus delbrueckisspbulgaricus

Lactobacillus delbrueckissp bulgaricusappartient au genre Lactobacillus et
fait partie du sous-genréhermobacterium(lactobacilles homofermentaires stricts).
C’est un bacille regroupé en diplobacilles ou emglees chaines, de petites formes
bacillaires dans les jeunes cultures et de lodgsénts dans les cultures agées (Terre,
1986).

Cette espéce métabolise un nombre limité de glsciddle est incapable de
fermenter le galactose, les pentoses et le sagmtakile se développe a 45°C, mais

pas a 10°C, avec une production uniqguement deége D(-) de I'acide lactique ; son
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peptidoglycane est de type Lys-Asp, le GC% variedflea 51% (Dellaglio, 1989 ;
Steele, 1997).

2.2.Streptococcus thermophilus

Streptococcus thermophilueprésente la seule espéce a intéréts industtiels e
nutritionnels du genre Streptococcus.

Streptococcus thermophilise présente sous forme de cellules sphériques ou
ovoides (0,7 a 0,9 nm de diametre) regroupées a&nespou en longues chaines de
longueur variable, dans le cas des cultures englgioissance. Par contre, les cellules
agées présentent un polymorphisme accentué (raiins). Elle possede un peptido-
glycane du type L.Lys-Ala et le GC% varie de 30&A(Terre, 1986).

Cette bactérie se caractérise par liadesale tout antigene de groupe, par sa
température de croissance minimale de 19-21°C @&male de 42-43°C, par sa
résistance a un chauffage a 60°C pendant 30 mietitesn aptitude a croitre a 50°C
(Bautistaet al, 1966).

Streptococcus thermophilysrésente un caractere homofermentaire, avec un
spectre de fermentation restreint, mais plus lajge celui delLb. delbrueckiissp
bulgaricus. Cette espece dégrade préférentiellement le lagbse saccharose mais
fermente aussi le glucose et le fructose en pradtide l'acide lactique L (+). La
croissance de cette espece est inhibée par de fwrteentrations en lactate (Terré,
1986).

3. Métabolisme des glucides

Les glucides métabolisés par les bactéries ladiqomt fermentés en acide
lactique (figure 1). Au cours de la fermentationmutactique, la voie empruntée est
celle de Embden.-Meyerhof-Parnas (E.M.P) qui progwincipalement de l'acide
lactique (90-95%) (Rhee ePack, 1980). Cependant, la voie empruntée par la
fermentation hétérolactique est celle des pentpeesphocetolase, mais aussi celle du
tagatose-6-phosphate et de la glycolyse. Elle @#bauta formation des quantités
équimolaires d'acide acétique, de dioxyde de carbeh éventuellement d’éthanol
(Novel, 1993).
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Bactérieshomofermentaires Bactérieshétérofermentaires
Glucose Glucose
ATP . ATP
Hexokinast Glucoklnaselc
ADP ADF
Glucose-6-Phosphate Glucose-6-Phosphate
NAD*
Phosphoglucos k .
isomérase NABH + H
Fructose-6-Phosphate Gluconate-6-Phosphate
MAaD*
Phosphofructo- oo CO, *NADH + H*
Kinase ADP

Fructose 1,6- biphosphate Ribulose-5-Phosphate

Aldolase
Xylulose-5-Phosphate
l Triose l Phosphocétolas P;
Dihydroxyacétone hosphate )
)|/ohosghate L Glycéraldéhyde 3 -phosphate Acétyl-phosphate
-NAD* + P. CoA
Glycéraldéhydea-phosph: [ VA" * P ©
déshydrogénase NADH + H* P;
1.3-biphosphoglycérate Acétyl- CoA
ADP
Phosphoglycérat Acétate - NADY
kinase ATP CoA &I naow + H*
3-phosphoglycéraldéhyde v
Phosphoglycérate mutape Acétaldehyde
2-phosphoglycéraldhyde
- NAD*
Enolas H,0 N NADH 4 H*
v
Phosphoénolpyruvate Ethanol
ADP
Pyruvate kinase
ATP
Pyruvate
Lactate
déshydrogénas
Lactate

Figure 1: Transport et catabolisme du glucose par les hastkctiques (De Roissart, 1986).
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Les bactéries lactiques jouent un réledéonental dans la production de
nombreux produits alimentaires, notamment les fgesales laits fermentés, les vins
et produits végeétaux fermentés. Ces bactéries gessales propriétés telles que
I'acidification, la protéolyse et la production gelysaccharides qui sont utilisées dans
les industries alimentaires.

Les bactéries lactigues grace a leurgreag sont capables de produire de
nombreux composés organiques qui sont impligués das propriétés physico-

chimiques, nutritives et organoleptiques des prisdaitiers fermentés.

1. Activités acidifiante et antimicrobienne

Le principal réle des bactéries lactiques est talpction de I'acide lactique par
fermentation du lactose aboutissant a I'abaisserdenpH du lait; a la suite du
déséquilibre ionique résultant de cette transfaonatsurvient un déplacement des
phosphates et du calcium, des micelles de case@rsda phase aqueuse du lait. Les
micelles se trouvent déstabilisées par ce défititoms et s’associent en polymeéres
stablegShakeretal., 2002).

L'acide lactique joue un réle non négligeable déinkibition de la croissance
de plusieurs types de bactéries nuisibles a lantdobie Enterobacteriaceaeet
Pseudomonadacepe qui contaminent les produits alimentaires et lugctéries
pathogenes comm®almonellaet Listeria monocytogeng®esmazeaud, 1996Ayad
et al, 2001).

2. Activité protéolytique

Le systeme protéolytique des bactéries lactiquas jon role important dans
I'industrie laitiere, car il participe a la modiéiton de la texture et au développement
de la flaveur typique des fromages durant I'affemgdBoutonet al, 1993 ; Firaet al,
2001).

La protéolyse libere des acides aminéscipseurs de nombreux produits
d’arébme. En effet, la méthionine peut conduire & camposés soufrés caractéristiques,
la phenylalanine et la tyrosine a des composéstilla noyau aromatique,...

(Rajagopal et Sandine, 1990).
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Les enzymes protéolytiques des bactéries lactigggagrent eégalement des
fragments peptidiques biologiquement actifs parrblyge des protéine du lait ; ces
peptides exercent un large spectre deffets: apettensif (inhibition de
'angiotensine), hypocholestérolémiant, immuno-mathur, antimicrobien,...
(Gerdeset al, 2001 ;LeBlancet al, 2002 ).

3. Activité aromatisante

La fermentation lactique conduit non sedat a la production d’acide lactique,
mais aussi a la formation de quantités plus ou samportantes de produits
secondaires (l'acétaldéhyde, l'acétoine, l'acétatele diacétyle), dont certains
participent largement au développement des carsiifgies organoleptiques des
aliments fermentés (Accolatal., 1980 ; Zourari et Desmazeaud, 1991). Le diacétyle
et 'acetoine proviennent essentiellement du méisibe du citrate.

L’'acétaldéhyde est le composé aromatigaeactéristique de la flaveur du
yaourt ; il est principalement produit pab. delbrueckiisspbulgaricus a partir de la

thréonine, par I'intervention de la thréonine add@ (Gardinet al, 1999).

4. Propriété texturante

L’action simultanée de la production delypaccharides par les bactéries
lactiques et la précipitation des caséines paiditacation, confere au coagulum des
propriétés rhéologiques particulieres, différenties celles d’'un caillé obtenu par
acidification (Chambat al, 1989 ; Beakt al, 1999).

Certaines bactéries lactiques synthétidest exopolysaccharides qui jouent un
réle majeur dans la technologie des produits Isitiermentés, en particulier les
yaourts liquides et les fromages. Ces polymeérediamgt la texture, I'onctuosité et la
stabilité du produit fini (Zouraetal., 1992 ; Zeynept al, 2005).

lll. Les exopolysaccharides des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques, comme d’autres micro-asgaes synthétisent des
polysaccharides qui peuvent étre classés en troiggs, selon leur localisation dans

la cellule:



Syntheése bibliographique

* Le premier groupe rassemble les polysaccharidesythsol ; ils servent de
source de carbone et d'énergie a la cellule : septés essentiellement par le
glycogéne bactérien.

 Le second groupe concerne les constituants de rlai pals que les acides
téichoiques et les peptidoglycanes.

* Le troisieme groupe réunit les polysaccharidesagkbpar la cellule et secrétés
dans le milieu (exopolysaccharides ou EPS) (Ded0is1986).

Il existe deux types d’exopolysaccharidess polyméres rattachés (intiment
liés) a la surface cellulaire sous forme de capdéi@mmeés polysaccharides
capsulaires (CPS) ou «slime » dans la littératamglo-saxonne et les polyméres
relargués (excrétés) dans le milieu extracellulaoes forme de sécrétions mucoides
(Tallon et al, 2003). La distinction entre les deux types démperes est difficile
(Cerninget al, 1995).

Lorsque les sites de fixation des EPS sont satla&sirplus serait relaché dans

le milieu sous forme de sécrétions mucoides (Wethat, 1995).

1. Composition et structure

Il est important de connaitre la composition estiaicture tridimensionnelle
des exopolysaccharides synthétisés par les bactadgques pour comprendre leurs
propriétés physico-chimiques.

Les différences de composition chimique et de #trec des polymeéres
refletent la complexité de la synthése des polysaodes exocellulaires. Plusieurs
facteurs tels que la source de carbone et la présBanzymes capables d’hydrolyser
les polysaccharides ont une influence considérahbtele poids moléculaire et la
structure de ces polymeres (Rolafral, 1996 ; Frengovat al, 2000).

Les exopolysaccharides sont constitués de nomlgesmes-unités qui sont, soit
des sucres simples, soit leurs dérivés. lls peuleenter des chaines linéaires, ramifiées
ou non.

Les bactéries lactiques synthétisent deux typespdiysaccharides, les

homopolysaccharides et les hétéropolysaccharides.
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Les homopolysaccharides sont constitués d’'un geeld’ose ; leurs propriétés
varient considérablement selon leur structure.dllulose et le dextrane, par exemple,
montrent des comportements différents concernantgeuvoir épaississant, bien que
seul le D-glucose compose leur chaine.

Les hétéropolysaccharides sont constitués deepitsstypes d’oses et forment
un groupe tres hétérogene de polysaccharides émbpar des bactéries lactiques (De
Vuyst et al, 1998). Ces polyméres sont constitués de D-gijods D-galactose, de
rhamnose, de mannose, Mtacétylglucosamine (GIcNAc), di-acetylgalactosamine
(GalNAc) et de 'acide glucuronique (GIcA), en plss substituants non glucidiques
tels que le phosphate, I'acétyl, le glycérol(Vaningelgemet al, 2004 ; Girard et
Schaffer-Lequart, 2007). La figure 2 illustre larusture de quelques
hétéropolysaccharides produits @athermophilus

Le galactose est majoritaire, probablement parcé ngiest pas métabolisé
comme le glucose et serait donc disponible pousyiathése des polyméres. Par
exemple, certaines souchesSlethermophilume métabolisent pas le galactose libéré
par hydrolyse du lactose. Le galactose relaché anmslieu serait alors utilisé dans
la synthese des exopolysaccharides par cette eg¢pécender et Radstrom, 2001 ;

Svenssoret al, 2005).

2. Biosynthese
Les polysaccharides exocellulaisest synthétisés au cours des différentes

phases de croissance et sous diverses conditionsdépendent de la souche
bactérienneCertains sont secrétés pendant la phase expoter(ttdrning, 1995),
alors que d’autres sont produits durant la phaagosnaire (Bouzaet al, 1996 ;
Gamaret al, 1997).

Le site de synthese des EPS et la nature des pegecsr permettent de
distinguer deux types de biosynthese chez les estéactiques : une synthese
extracellulaire produisant des homopolysaccharidiesine syntheséntracellulaire

(membraneproduisant des hétéropolysaccharides.
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SoucheSfil2 : (Lemoineet al, 1997) B-D-Galp
I

v

4
- 2)0-L-Rhaf(1 > 2)-0-D-Galp-(1 9 3)-0:-D-Glep-(1 » 3)-6-D-Galp-(1 ¥ 3}0-L-Rhaf(1 »

Souches OR 901, Rs, StgBubbet al, 1997 ; Fabeet al, 1998)

B-D-Galp-(1 - 6)-3-D-Galp
I

v

4
- 2)-0-D-Galp-(1 % 3)-0-D-Galp-(1  3)-0-D-Galp-(1  3)-0-L-Rhap-(1-» 2)-0-L-Rhaf(| -»

Souche S3 (Faberet al, 2001)

B-D-Gﬁ!fleCm
|

v

6
- 31-3-D-Galp-(1 » 3)-0-D-Galp-(1 9 3)-0:-L-Rhap-(1 9 2)-¢¢-L-Rhap-( 19 2)-0-D-Galf(1

Souche EU20 (Marshallet al, 2001)

> 6)-0-D-Calp-{|  6)-0-D-Galp-(1 5 3-H-L-Rhap-(1-» 4)-B-D-Clep-{1 » 6)-0-D-Galf{1 » 6)-f-D-Clep-(1»
)

!

l
0-L-Rhap

Figure 2: Structure des unités répétitives de quelques h@&reaccharides produits
parS. thermophilus
Gal : galactose ; GalNAc, :N-acetyl-D-galactosamiic : glucose ; Rha :
rhamnose ; Ac : group®@-acetyl ;p : forme pyranose et: forme furanose.
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Les homopolysaccharides sont principalement syistrgtpar trois especes :
Leuconostoc mesenteroidegdextrane), Streptococcus mutans(mutanes) et
Streptococcus salivariuglevanes). Les hétéropolysaccharides, par contre, sont
produits par les bactéries lactiques meésophilesctpcoccus lactis, Lactococcus
cremoris, Lactobacillus cageet thermophilesS. thermophilus, Lb. delbrueclgsp
bulgaricug (Broadbenet al, 2003).

Les voies métaboliques impliquées dans la synthésdnétéropolysaccharides

sont plus complexes que celle impliquées dansrithege des homopolysaccharides.

2.1. Les homopolysaccharides

La biosynthese de ces polymeres fait intervenir eleg/mes sécrétées par la
bactérie. Par exemplen. mesenteroideproduit le dextrane composé exclusivement
de glucose a partir d'un seul substrat spécifiqaesaccharose. Cette production
nécessite une seule enzyme, la dextrane-sucrasstggpecifigue du saccharose ; elle
catalyse le transfert d’'un groupement glucosylenddonneur (saccharose) sur un
accepteur approprié (la chaine de dextrane en diony (Whitifield, 1988). Ce
mécanisme correspond donc a une élongation du goé/de glucose avec libération

du fructose.

n Saccharose » Dextrane + n fructose
dextrane-sucrase

2.2. Les hétéropolysaccharides

La synthése des hétéropolysaccharides impliqueiepitss enzymes. Les
glucides précurseurs ou glucides activés ou glydéotides sont synthétisés dans le
cytoplasme (Degeest al, 2001). Une molécule de glucose est d’abord pgiarsgée,
puis un nucléotide diphosphate y est ajouté. Cetpoécurseur (UDP-glucose) peut
étre incorporé directement dans l'unité répétitfeigosaccharide) comme il peut
également étre transformé en un autre ose précutsené (UDP-galactose) (figure
3).

Le premier glyconucléotide est d’abord transférénatransporteur lipidique,

situé au niveau de la membrane cytoplasmique, per enzyme la glycosyl-

11
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transférase ancrée dans la membrane cytoplasm@ee enzyme reconnait le
transporteur lipidique et y transfére le premiesreud’'une unité répétitive (Jolist al,
2002).

Les transporteurs lipidigues membramsagent des esters phosphates et des
alcools isoprénoides a longue chaine impliqués seriement dans la synthese des
EPS, mais aussi dans la synthése des lipopolysatetdLPS), du peptidoglycane et
des acides téichoiques. Les intermédiaires lipieligpourraient faciliter la formation
précise et ordonnée des unités répétitives etréasporter a travers la membrane
cytoplasmique (Broadbeet al, 2003 ; Welman et Maddox, 2003).

Les monosaccharides activés se polymérisent aauigte la face interne de la
membrane cytoplasmique ou alors l'unité répétitest transportée a travers la
membrane avant la polymérisation (De Vugsal, 2001).

12
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v

Tagatose -6-
phosphate
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Tagatose -6-P /
Fructose -6-P
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kinase
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l

Acide pyruvique

|
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dehydrogénase
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Symport
v
H* Lactate

e

Lactose
l

B-

Phosphofructokinase

UDP- glucose
pyrophosphorylage pyrophosphorylas

UDP- Glucose

UDP- galactos
4 - épimeérase

Lactose Galactose Galactose

A

Antiport Perméase

Galaeos

Galactosiase _
Galactokinase

Glucose
l Glucokinase

Galactose-1-P

phosphate
uridylyltransférase

Glucos-1-P

dTDP - glucose

dTDP - Glucose

dTDP - glucose
4,6- dehydrolase

UDP- Galactose dTDP — 4Keto-6

deoxymannose

dTDF- rhemniﬁ

dTDP - rhamnose

Glycosyl -transferases
Unité répétitive
des EPS

Polymérisation et sécrétion

’

Exopolysaccharides

Figure 3: Voies métaboliques impliqguées dans le cataboldmiactose/galactose
et la biosynthése des EPS chez les bactériesdastiyvVelman et Maddox, 2003).
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3. Importance des exopolysaccharides
3.1. Importance technologique

Les exopolysaccharides produits par les bactéaesqgles jouent un role
considérable dans le comportement rhéologique txtare des laits fermentés (De
Vuyst et al, 2001 ; Hassagt al, 2003). En effet, les polymeres élaborés permetten
d’augmenter la viscosité et I'onctuosité du prodetitont la capacité de retenir les
molécules d’eau, diminuant ainsi la séparationagitolsérum et des caséines coagulées
(Ruas-Madiedoet al, 2002 ; Amatayakulet al, 2006). lls assurent une texture
agréable et une résistance aux traitements méemips yaourts brassés (Shihata et
Shah, 2002 ; Ahmeet al, 2005).Les yaourts brassés perdent une partie de leur
texture pendant le traitement mécanique, donc unéliaration de la viscosité est
nécessaire par une augmentation de I'extrait sia¢ ¢ lait standardise, traitement
thermique avant l'inoculation ou l'addition d’agesiabilisant d’origine animale ou
végetale.

L'utilisation des bactéries lactiques productriceSPS est un moyen efficace
qui remplace les polysaccharides d’autres orig{aesmale ou végétale), ce qui est
particulierement intéressant pour les pays intardid’addition de gélifiants ou
d’épaississants aux laits fermentés (Toehal, 2001).

Dans les yaourts fermentés avec deshssubactériennes épaississantes, les
exopolysaccharides sont présents sous forme dadiits attachés aux micelles de
caséines et a la surface des bactélies. interactions entre les bactéries, les EPS et
les caséines contribuent a former un réseau quiisompe |'eau dans le gel (figure 4).

Les propriétés conférées aux laits fetéggvarient selon le type d’exopoly-
saccharides, ainsi que la souche. La sélectionedhactérie mucoide se fera en
fonction des propriétés rhéologiques recherchéasvikcosité n'est pas seulement
affectée par la quantité de polysaccharides forméss aussi par les interactions de ce
polymére avec les autres constituants du milidugue l'acide lactique (Hassast
al., 1996 ; Ruas-Madiedetal., 2002).

Les polysaccharides interviennent également d&mnwoduction des fromages

allégés. Par exemple, l'utilisation de souched behelveticugproductrices d'EPS a
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permis de fabriquer un fromage mozzarella allégécades propriétés (fusion et

rétention de 'humidité) améliorées (Lat al, 1998).

Figure 4: Observation au microscope électronique illustt@stePS produits par
Lb.delbruekiisspbulgaricusdans le yaourt (Tamime et Robinson, 2000).

3.2. Importance physiologique

L'effet des bactéries lactiques productrices d’ERE la santé est attribuable
aux activités biologiques de ces biopolymeres. d&griers pourraient contribuer a la
santé humaine comme prébiotique ou grace a leurspriptés, hypo-
cholestérolémiantes, immunomodulatricasiti-tumorales, anti-ulcéreuses, (De
Vuyst et Degeest, 1999 ; Maceelbal, 2002 ).

Une diminution du taux de cholestérol chez des agtnt consommé du lait
fermenté pat.c. lactissspcremorisSBT 0495 a été attribuée a I'EPS produit par cette
bactérie (Nakajimatal., 1992).

Chabotet al. (2001) ont montréin vitro, que les exopolysaccharides produits
par Lb.rhamnosufkRW- 9595M ont des effets immunomodulateurs surcgdisiles de
souris et humaines.

De nombreuses études ont également mis en évidieffed anti-cancérigene
des exopolysaccharides des bactéries lactiqueszd€itaet al (1998) et Ruas-

Madiedoet al. (2002) ont rapporté que les exopolysaccharidedy® parLc. lactis
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sspcremoriskKVS 20 etlLb. delbrueckiisspbulgaricusOLL 1073R-1 ont des effets
anti-tumoraux.

Un effet anti-cancérigene a été observe vitro et in vivo pour des
polysaccharides capsulaires d&ifidobacterium breve YIT4044, 4043 et
Bifidobacterium bifidumYIT 4007. Ces polyméres se composent principalérden
rhamnose. Les polysaccharides contenant plus ded@ddamnose sont plus efficaces
pour le traitement du cancer gastro-intestinal @dkget al, 1994).

Selon Duboc et Mollet (2001), la dégradation detaces polymeres par la
microflore colique génére des acides gras de ptgille (SCFAs :_Bort-chain fatty
acids) dotés d’activité anti-cancéreuse.

Les EPS capsulaires contribuent également a l'anadion de I'adhésion
cellulaire des probiotiquesl;est admis que I'adhérence aux surfaces des nusgse
intestinales contribue a l'efficacité des probiagg, car cela lui confére un avantage
compétitif pour son maintien dans le tractus gaisttestinal. En outre, en bloquant les
sites d’attachement, ces probiotiques prévienn@mgakion et I'implantation des

bactéries pathogenes (Maceztal, 2002).

4. Facteurs influencant la production des exopolysaharides

Comparativement a d'autres microorganismes prodigc@EPS, la synthese
de ces polyméres est faible chez les bactéries|lest, les quantités étant exprimées
en milligrammes plutdt qu'en grammes par litre deem(Cerning, 1995).

Les conditions optimales de croissamee&oincident pas nécessairement avec
une meilleure production d’EPS. Les quantités dggaacharides produits dépendent
d’'un certain nombre de facteurs, notamment desh&syades conditions de culture
(pH du milieu, température, durée d’incubation...)det la composition du milieu

(sources de carbone et d’azote) (Kimmel et al, 1998 ; Frengovat al, 2000).

4.1. Les conditions de culture
4.1.1. La température
La température d’incubation est un paramayent un impact important sur

la production d'EPS, plusieurs auteurs affirmente qla production des
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exopolysaccharides est plus importante aux temp@satub-optimales de croissance
chez les bactéries lactigues mésophiles (Cematirad, 1991 ; Duboc et Mollet, 2001 ;
Jolly et al., 2002)Ce phénoméne s’explique par I'hypothese émise ptreHand en
1972 qui suggere que, lorsque la croissance beotéiest ralentie a des températures
basses ou élevées, la synthése du polymére estiéstiroar la plus part des enzymes
qui interviennent dans la production des polysacdba telles que les glycosyl-
transférases et les polymérases sont égalememinsedpies de la synthése de la paroi
bactérienne (peptidoglycane). Dans des conditioas cbissance optimales qui
stimulent la production de lipopolysaccharides au pkptidoglycane, la synthése
d’EPSest réduite en raison de la non disponibilité desymes et des intermédiaires
lipidiques.

Chez les bactéries lactiqgues thermophiles, la mtimlu d’EPS est liée a la
croissance (Bouzar, 1997 ; De Vugstal, 1998). Ceci est en partie en accord avec la
théorie de Sutherland (1972) puisque la produdli&i®PS est plus élevée lorsque les

bactéries sont en phase stationnaire.

4.1.2. Le pH

Le pH du milieu de culture affecte aussi la productd’ EPS par les bactéries
lactiques ; un pH voisin de la neutralité est falbe a la production d’EPS (Kimmel
et al, 1998 ; Jollyet al, 2002). Le controle du pH lors de la fermentatiavorise la
production d’EPS. La production des EPS Ilpgardelbruekiisspbulgaricusest trois a
quatre fois plus lorsque le pH est controlé (Petrgl, 2000).

4.2. La composition du milieu
4.2.1. Les sources de carbone et d'azote
La source de carbone joue un réle trés importamoaws de la production des
exopolysaccharides ; en plus du type de glucidec(ge, lactose, galactose, etc.), la
concentration peut aussi avoir un effet sur la petidn des EPS (Gamat al, 1997).
Cerninget al (1994) et Degeest al (2001) ont étudié I'effet de difféerentes
sources de carbone sur la production d’'EPS dimzobacillus caseiCG1l1l et

Lactobacillus sakeD-1 ; les souches sont capables de produire dé&s d&vBc les
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différents glucides utilisés (glucose, galactoseNganmoins, I'addition du glucose
dans le milieu permet une meilleure production @gkr rapport au lactose. A une
concentration de 20g/l de glucose, la producti®&P® paiLb. caselCG11 atteint 160
mg/l, alors que pour une méme concentration dedsactia production n’est que de
45mg/l.

L’'addition d’hydrolysats de caséines au lait amélita production d’exopoly-
saccharides (Cernirgf al, 1991).

4.2.2. Les minéraux et les vitamines

Les minéraux et les vitamines stimulent fortemanpioduction des exopoly-
saccharides chez les bactéries lactiques (Cerdi®g5 ; Mozziet al, 1996). Par
exemple, la production d’EPS plab. caseiest deux fois plus importante en présence
du manganese.

Cependant, I'étude menée par Grobbeal. (1998) indique qu'une carence en
vitamines, a I'exception de la riboflavine, deitiacnicotinique et du pantothénate de
calcium augmente la production d'EPS chéz delbrueckiissp bulgaricus NCFB
2772.

5. Instabilité du caractére épaississant

Le caractéere épaississant est d'une egtrénstabilite, ce qui est un
inconvénient majeur pour I'industrie laitiere. Lienghution ou méme la perte de cette
propriétés peut survenir a la suite d’'une sérieegquages ou lors d’'une incubation

prolongée ( Pharat al, 2000).

5.1. Les enzymes
L’instabilité du caractére épaississanitgésulter de la présence d’enzymes de
type glycohydrolases, activees dans certaines tonsi (Mozzi et al, 1995;

Vaningelgenet al, 2004).

18



Syntheése bibliographique

5.2. Les plasmides

Chez les bactéries lactiques le caractareoide mésophiles, est généralement
lié a la présence de plasmides ; lI'instabilité dractere épaississant est due a la perte
d’'un ou de plusieurs plasmides (Cernetgal, 1991 ; Gancel et Novel, 1994). Cette
instabilité n’est pas toujours reliée a la présedeeplasmide car chez certaines
souches de bactéries lactiqgues thermophiles, Liessg@écessaires a la synthése des
exopolysaccharides seraient chromosomiques etdhilgé du caractére pourrait étre
causee par des éléments génétiques mobiles olinssabilité génomique (délétions

et réarrangements) (Stingeleal, 1996).
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1. Isolement et purification des bactéries lactiguethermophiles
1.1. Isolement
Les bactéries lactiques thermophiles ont été eéso&epartir des laits de vache et
de brebis de la région de Béjaia, et d'un lait femi® de type yaourt brasse.
» Streptococcus thermophilus
Un volume de 0,1 ml de lait ou 1ml des dilutionsid@les 1¢ et 10° du
yaourt est ensemencé en masse sur milieu M17 geélosécubé a 45°C pendant
24 heures (figures 5et 6). Aprés croissance, |esms a coloration de Gram positive
et dépourvues de catalase sont retenues.
» Lactobacillus
Un volume de 1ml des dilutions déciesal(® et 10°du yaourt est ensemencé
en double couche sur gelose MRS ; les boites de $0&tt incubées dans une jarre
d’anaérobiose a 45°C pendant 24 heures (figure 6).
Les colonies grisatres a coloration de Gram pasiit dépourvues de catalase sont

également retenues.

1.2. Purification
Les bactéries lactiques isolées sont purifiées milleux solides, M17
(Streptocoques) et MRS (Lactobacilles) par plusieepiquages. En moyenne 6 a 7
repiguages successifs ont été réalisés pour adayvareté des souches. Des examens
macroscopiques (couleur, morphologie et taille dmdonies), microscopiques
(morphologie, mode de regroupement des cellulesletation de Gram) et le test de
catalase sont effectues.

Les souches isolées et purifiees oét repiquées dans du lait écrémé
reconstitué a 10%, a 42°C pendant 24 heures puiseceées au congélateur et au
réfrigérateur.
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0,1ml du lait de vache ou de brebis Une colonie est repiquée sur bouillon M17

Lait de vache ou de brebis Gélose M17 Bouillon M17
Incubation a 45°C/24H

- Coloration de Gram
- Catalase

Conservation Repiquages

Lait écrémé ensemencé, incubé a Souche pure Gélose M17
42°C/24H.

Figure 5: Isolement et purification desuches de streptocoquegpartir du lait de
vache ou de brebis (Devauchelle, 1981).
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Dilutions décimales
10t a 1¢°

1ml de yaourt % %

Yaourt 10° 16 16 10' 16 10

1 ml detutbns 10° et 10° est ensemencé sur la gélose
MRS en doubteiche (anaérobiose) ou sur la gélose M17 en masse

Incubation a
45°C/24H
- Coloration de Gram
- Catalase¢
Géloses MRS ou M17
Repiquages

Bouillons M17
Lait écrémé ensemencé, Souche pure ou MRS incubé
incubé a 42 °C/24H. a 45°C/24H

Figure 6: Isolement et purification des souches de streppoes et de lactobacilles a
partir du yaourt (Devauchelle, 1981).
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2. ldentification

Les souches isolées ont été décongaléespérature ambiante, repiquées sur
les bouillons M17 (Streptocoques) et MRS (Lactolesg) puis incubées a 42°C
pendant 18 heures. Les tests physiologiques ehibniques utilisés pour identifier les
souches sont rassemblés dans le tableau |, erfesanteaux données de Giraud et
Galzy (1980) etDevauchelle (1981). Une souche de référenceStieptococcus
thermophilus fournie par le dboratoire des BioSciences de I'Alimentiversité de
Nancyl est intégrée dans les tests d’identificatem parallele avec les souches de
Streptocoques isolées

Pour assurer les conditions d’anaérobie, de laffpagastérile a été ajoutée a

chaque tube apreés inoculation, dans le cas dexbkaatles.

» Préparation des suspensions bactériennes pour larfieentation des glucides
Apreés culture sur bouillons MRS ou MXhgdant 18 heures, les cellules sont

lavées deux fois avec de l'eau physiologique €térphar centrifugation a
5000 tours/min, pendant 5 min. Le culot obtenurestis en suspension dans 9 mi

d’eau physiologique stérile.

La fermentation des glucides (glucose, ribose,se/ln.) par les souches isolées
est étudiée sur des milieux de fermentation deidgsc en présence d’un indicateur
coloré, le rouge de chlorophénol ; le virage dedaleur du rouge au jaune indique la

fermentation du glucide.

3. Cinétique de croissance

Une pré-culture de chaque souche est réaliséedialast écrémé reconstitué a
10% ensemencé a 3%, a partir des souches consawéégsigérateur, puis incubée a
42°C pendant 18 heures. Cette pré-culture sedauier le lait écrémé pour :
» Suivre la croissance bactérienne et I'activité ifieiate a 42°C en cultures pures.
» Suivre la production des exopolysaccharides etdeogité développée a 35, 40, 42 et

45°C en cultures pures et en cultures mixtes.

Des Erlen Meyer contenant 100ml de lait écrémé soseémencés avec la pre-

culture a raison de 3% (A0FC/ml) (figure 7).
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Tableau | : Identification des Streptocoques et des Lactotezcill

Test

Les streptocoques

Les lactobacilles

Réaction
positive

Type fermentaire

Les bouillons M17 ou MRS (cloche de Durham) esstemencé a 1% et incubé a 42°C/24h.

Apparition de bulles
de gaz

Culture a différentes
températures

Le lait écrémé ensemencé a 1% et incubé a 15°@@arg, 45°C/24h, et 50°C/24h.

Coagulation du lait

Culture a différentes
concentrations de NacCl

Du bouillon MRS ou M17 a des concentrations d
42°C/24n.

e 2% et 6,5% NaCl et ensemencé a 1% et incub

e Brouble du bouillon.

Culture sur lait bleu de
Schermann

9 ml de lait additionné de 1 ml de bleu
méthylene a 1% sont ensemencés et incub
42°C/24h.

de
£S A

Réduction du bleu de
méthyléne.

Réduction de la

Croissance sur lait tournesaldu lait tournesolé est ensemencé et incubg a / teinture de tournesol
42°C/24h. et coagulation.
10,5 ml lait écrémé additionnés de 0,5 ml de @trat
de sodium a 0,25% et de 4 ml de gélose sont / Apparition de bulles

Culture sur lait citraté

ensemences, et incubés a 42°C/1-7 jours.

de gaz dans la gélos

Thermorésistance

60°C/30min puis incubé a 42°C /24h.

Du lait écrémé ensemencé est mis au bain-mal

marie a 60°C/90min et 65°C/30min puis incub
42°C/24h.

iBw lait écrémé est ensemencé et mis au hain-

e¢Goagulation du lait.

Hydrolyse de 'arginine

Du bouillon de culture a l'arginine (annexes)
ensemencé et incubé a 42°C/1-7 Jours.

La production
edtammoniaque est

le réactif de Nessler
(coloration orange).

Fermentation des glucides

Le milieu de fermentation (annexes) pour les latiles et les streptocoques est additionné desuéc L'indicateur coloré
une concentration finale de 0,5%, ensemencé awesuspension bactérienne et incubé a 42°C/24h.

vire au jaune.

mise en évidence par

11}
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ATATA)

Pré-cultures de 18 heures

Ensemencement a raison de 3% @E6C/ml)

|
! v v

LOBOLARAR BOAAARAAS

OH 2H 4H 6H 8H 24H
Incubation a 42°C Incubation a 35°C, 40°C, 42°C et 45°C
» Croissance » Exopolysaccharides
» Activité acidifiante * Viscosité

Figure 7 . Paramétres technologiques analyser
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La croissance des souches 8e thermophiluset de Lb. delbrueckii ssp
bulgaricus est suivie par la méthode décrite par Megeal. (1995) ; 0,5ml de lait
fermenté sont mélangés avec 4,5 ml dacide téirpeet éthylene diamine
(EDTA, 50 mM) et de tetraborate de sodium 0,5 M£BH L'absorbance du mélange

est mesurée a 600 nm.

4. Cinétigue d’acidification

La mesure de I'activité acidifiante consiste a saiig’'une part I'évolution du
pH des cultures pures au cours du temps et d'aqpdre a doser simultanément
I'acidité Dornic.
4.1. Mesure du pH

L’évolution du pH des cultures sur lait est détiese a I'aide d’'un pH-metre.
4.2. Détermination de 'acidité titrable

L'acidité Dornic est mesurée par laitradisation de 10 ml de lait, par

I'hnydroxyde de sodium (N/9), en présence d’un iathar de pH, la phénolphtaléine.
Le mélange est titré jusqu’a I'apparition d’'une leaw rose péale persistante au moins
10secondes. Cette acidité est exprimée en "Degrai@ tel que 1°D correspond a
0,1 g d'acide lactique par litre de lait, ce qui éguivalent a 0,1ml d’hydroxyde de

sodium nécessaire pour assurer le virage de |@gouekrs le rose.

5. Production des exopolysaccharides

5.1. Extraction des exopolysaccharides

Les exopolysaccharides sont extraits selon le pobéode Moreirat al (2003),
modifie. 2ml de lait fermenté sont chauffés a 100p€ndant 10min. Apres
refroidissement, 2ml d’acide trichloracétique (TCAR0% sont additionnés, puis le
mélange est centrifugé a 19 000 g pendant 20 mMi€CaUn volume d’éthanol (750ul)
est ajouté au méme volume de surnageant obtenmélenge est maintenu pendant
une nuit a 4°C, puis centrifugé de nouveau a 19 Q@@hdant 30 min & 4°C. Le culot

de polysaccharides obtenu est dissout dans 1mli diiséllée (figure 8).
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2ml de lait fermenté chauffé a 100°C /10min

2ml d’acide trichloracétique (TCA)

Centrifugation a 19000g / 20min

Culot écarté

Surnageant

750ul de surnageant + 4d@’éthanol

Centrifugation 19 000 g / 30min

Surnageant écarte

Culot dissout dans
1ml d’eau distillée

2ml d’anthrone

Chauffage a 100°C / 10min

Refroidissement (10min)

Lecture des absorbances a 625 nm

Figure 8: Extraction et dosage des exopolysaccharides.
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5.2. Dosage des exopolysaccharides

Le dosage des exopolysaccharides estteffeselon la méthode rapportée par
Samotuset al. (1995). Les dérivés furfuraliques (5-hydroxyméthyttural pour les
hexoses) se condensent avec I'anthrone pour dateseproduits colorés (bleu vert).
2ml d’anthrone sont ajoutés a 1ml d’échantillond@tdissout dans I'eau) ; le mélange
réactionnel est chauffé a 100°C (10min) puis reirgllOmin) et I'absorbance est
mesurée a 625 nm.

Les résultats sont expriméspgnd’EPS/mI de lait, en se référant & une courbe

d’étalonnage (figure 9) réalisée avec du glucosense standard.

1- y =0,0114x
R® = 10,9988

£
o 0.8 -
(9
(o]
e
o 0,6 -
-
g
S04 -
pe
£02-
)

O T T T T 1

0 20 40 60 80 100
Glucose (ug/ml)

Figure 9: Courbe d’étalonnage des exopolysaccharides

6. Détermination du pouvoir texturant

La viscosité développée dans le lait Bresecé avec les différentes souches
isolées est mesurée a I'aide d’'un viscosimetreudectie bille (figure 11). L’appareil
est constitué d’'une cuve a eau (25°C) ou se trplmegé le tube rempli du liquide a
analyser.

La viscosité est déterminée par mesure du tempshde d’'une bille tout au

long du tube (distance a-b).
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La viscosité est obtenue en appliquant la formuieaste :

n=K(pi1-p2)t

n= Viscosité (mPa.s).

t = Temps de chute de bille (exprimé en secondes).

« K = Constante liée a la bille (mPa.sys).

p1 = Densité de la bille (g/cth

p2 = Densité du lait fermenté (g/én

La densité du lait est mesurée a l'aide d’'un pycdiey selon la formule

suivante:

Densité =[(M1 — MO) / V)] / [(M2 — MO) / V)]

¢ MO : Masse du pycnométre a vide.
« M1 : Masse du pycnometre rempli de lait fermenté.

M2 : Masse du pycnometre rempli d’eau distillée.

V : Volume du pychometre.

Bile +—— [@

Distance (a-bh) —

Figure 10 : Viscosimetre a chute de bille
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7. Etude statistique

Toutes les données concernant les parametres svéiugissance, activité
acidifiante, production des exopolysaccharidesaetiscosité développée dans le lait
écrémé) dans la présente étude représentent lanmoge trois essais.

Une analyse descriptive des résultats est réadidéede du logiciel Microsoft
Office Excel 2003, afin de déterminer les moyergtdes écartypes.

Une analyse de la variance (ANOVA) a un facteuraggiliquée a l'aide du
logiciel STATISTICA 5.5 Fr, afin de mettre en éeitte les différences significatives
entre les souches isolées pour les parametredicatidin et pH ; I'effet de la souche
et de la température d’incubation sur la productitas exopolysaccharides a été

déterminé par une analyse de la variance a detéxeasi
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1. Identification des souches de Streptocoques et Hactobacilles

Le tableau Il indique les résultats des observationacroscopiques et
microscopiques des colonies de Streptocoques éadmbacilles isolées, obtenues
apres purification. Les tests préliminaires (catalat coloration de Gram) ainsi que les
caractéristigues morphologiques des colonies etcdligles permettent de confirmer
I'appartenance des souches isolées aux g&treptococcust Lactobacillus

Tableau Il : Caractéristiques macroscopiques et microscopigegsalches de

Streptocoques et des Lactobacilles isolées.

Colonies Cellules
Souches Gram Mode de
Couleur Aspect Forme regroupement
SV1; SV2
SV3,; Sv4 Colonies d¢ Isolées en,
SB1 ; SB2 trés petite diplocoques ou er
SB3 ; SB4| blanchéatre taille a Cocci chainettes
SY1,;SY2 contour
SY3;SY4 régulier
Positif

Colonies
LY1;LY2 grisatre | crémeuses Batonnets En paires ou en
LY3; LY4 a contour « bacilles chainettes

irrégulier allongés »

 SVI1, SV2, SV3, SV4 : Souches de Streptocoquesasala lait de vache.
* SB1, SB2, SB3, SB4 : Souches de Streptocoquessdié lait de brebis.
» SYI1, SY2, SY3, SY4 : Souches de Streptocoquesdasala yaourt.
e LY1,LY2,LY3, LY4: Souches de Lactobacilles ise¢edu yaourt.
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Douze souches de Streptocoques et quatre souchesdacilles purifiees ont
été identifiees sur la base de critéres biochinsgtephysiologiques spécifiques. En
se réféerant aux données de Giraud et Galzy (1980¢eDevauchelle (1981), les
résultats rassemblés dans les tableaux lll, IV @diquent que les souches isolées
appartiennent aux especes &¢reptococcus thermophiluset de Lactobacillus
delbrueckiisspbulgaricus

Les spectres de fermentation des glscidentrent que les souches de
Lactobacillusont une activité fermentaire tres réduite ; ellas fermentent que le
lactose, le glucose et le fructose. Les souchesStdeptococcusont une activité
fermentaire plus large car elles fermentent en mlusglucose et du lactose, le
mélibiose, le raffinose, le ribose et le sacchartamadis que le galactose est fermenté

uniquement par les souches isolées du yaourt.

2. Cinétique de croissance

La croissance des souches isolées astéespar la mesure de I'absorbance a
600 nm, dans du lait écrémé reconstitué. L’alllee courbes de croissance (figure 11)
apres 48 heures d’incubation, montre 3 phasesipaies :
- Une phase de latencequi correspond a la période nécessaire aux bactéri@s po
s’adapter aux conditions de culture. Elle permeaiylathése et I'activation des enzymes
impliquées dans le transport et [l'utilisation dmsbstrats par les bactéries. Pour
S. thermopihlugt Lb. delbrueckiisspbulgaricus,elle permet d’'une part, I'activation
de la lactose perméase et d’autre part, l'induatieria synthése de fagalactosidase,
par le lactose présent dans le milieu.
- Une phase exponentiellecaractérisée par une croissance bactériennecties.a
- Une phase stationnaire:correspond a l'arrét de la croissance, qui est di a
I'accumulation de composeés inhibiteurs, en parigculacide lactique et le galactose.
Le galactose non fermenté s’accumule dans le mgligarovoque un ralentissement de
la croissance en inhibant les enzymes intervenans de transport du lactose ; le
galactose est un inhibiteur compétitif de3tgalactosidase et ralentit donc I'hydrolyse

du lactose.
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Tableau Il : Identification des souches de Streptocoques.

Lait de vache Lait de brebis Yaourt

Caracteres SR
SV1 SV2 SV3 SV4 SB1 SBZ2 SB3 SB4 SY1 SY2 SY3 SY4

Production de

gaz - - - -

Croissance a :

15°C - - - -
45°C + + + +
50°C + + + +

Croissance a:
2 % NaCl + + + +
4 % NacCl - - - -
6,5 %NacCl - - - -

Lait bleu de

Sherman - - -

Lait tournesolé ACr ACr ACr ACr

Lait citraté - - - -

Thermorésistan(

a : 60°C/30min + 4 4 4
« -: Réaction négative ; +: Reéaction positive ; AGcidification, Coagulation,
Réduction.

 SV1a SV4: souches isolées du lait de vache. SE3B4 : souches isolées du
lait de brebis. SY1 a SY4 : souches isolées @duyaSR : souche de référence
(S. thermophilus
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Tableau IV : Profil fermentaire des souches de Streptocoques.

Lait de vache Lait de brebis Yaourt
Fermentation
des glucides SR
SV1 SV2 SV3 SV4 SB1 SB2 SB3 SB4 SY1 SY2 SY3 Sy4

Adonitol - - - -
Arabinose - - - -
Galactose - - + +
Glucose + + + +
Glycerol - - - -
Glycogene - - - -
Lactose + + + +
Maltose - - - -
Mannitol - - - -
Mélibiose + + + +
Raffinose + + + +
Rhamnose - - - -
Ribose + + + +
Saccharose + + + +
Salicine - - - -
Sorbitol - - - -
Tréhalose - - - -

Xylose - - - -

Conclusion Streptococcus thermophilus
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Tableau V : Identification des souches de Lactobacilles isotkegaourt.

Yaourt Yaourt
Caracteres Fermentation des
glucides
LY1| LY2| LY3| LY4 LY1| LY2| LY3| LY4
Production de -
Adonitol -
gaz
Arabinose -
Fructose +
Croissance a : Galactose )
15°C N Glucose +
45°C N Glycerol -
50°C Glycogene -
: . Lactose +
Croissance a :
2% NaCl - Maltose -
4% NaCl - Mannitol -
6.5% NaCl - Mélibiose -
Raffinose -
.. Rhamnose -
Thermorésistanc
. Ribose -
a:
- Saccharose -
60°C/90min
) - Salicine -
65°C/30min
Sorbitol -
Tréhalose -
Hydrolyse de
o i Xylose -
I'arginine
Conclusion Lactobacillus delbrueckisspbulgaricus
e -:Réaction négative ; + : Réaction positive.
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Absorbance a 600 nm

Absorbance a 600 nm

Résultats et discussion
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Figure 11 : Cinétique de croissance des souchesdthermophilussolées des laits
de vache (a) et de brebis (b), du yaourt (c) essdashes deb. delbrueckissp
bulgaricusisolées du yaourt (d).

Température de croissance : 42 °C.
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» Streptococcus thermophilus

Les souches & thermophiluprésentent des courbes de croissance différentes.
Durant les 8 premieres heures d’incubation, lassance des souches isolées du lait
de vache évolue de la méme maniere (figure llape@tant, apres 24 heures
d’incubation, la souche SV1 est plus rapide queldses et atteint une absorbance de
2,3.

Durant les 8 premiéres heures d’'incubation, lassamnce des souches isolées du
lait de vache (figure 11a) est semblable a celk striches isolées du lait de brebis
(figure 11b). Aprés 24 heures d’incubation, lewissance est meilleure que celle des
souches isolées du lait de brebis, avec une absmwlie 2 et de 2,3 pour les souches
SV4 et SV1.

Les souches isolées du vyaourt évoluelis papidement (figure 11c)
comparativement aux souches isolées du lait. Apfesures d’'incubation, les souches
SY1 et SY4 présentent une absorbance voisine dealgrs que les absorbances
atteintes par les souches isolées des laits desbeeldle vache pour la méme durée

d’'incubation est voisine de 0,7.

» Lactobacillus delbrueckisspbulgaricus

Les souches deb. delbrueckiissp bulgaricusisolées du yaourt (figure 11d)
atteignent des absorbances comprises entre 0,68etaprés 8 heures de culture.
Aprés 24 heures, les absorbances sont beaucoup implpertantes ; elles sont
comprises entre 2,4 et 2,6.

La croissance des souchesSl¢hermophiluspendant les 8 premiéres heures
de fermentation est meilleure que cellelde delbrueckiisspbulgaricus; ceci peut
s’expliquer par le fait qu’'un phhitial de 6,4 est plus favorable pour les streptpges
gue pour les lactobacilles. Apres 8 heures d’intiabala croissance deb.delbrueckii
sspbulgaricusest meilleure que celle & thermophilus ceci est probablement dd a

la disponibilité des acides aminés et des pepis$es de leur activité protéolytique.
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3. Activité acidifiante

Le rb6le principal des bactéries lactiques est aelyire de I'acide lactique a
partir des glucides. Selon les espéces et les ssutehvitesse d’acidification et/ou la
production d’acide lactique varient considérablemkeiactivité acidifiante (évolution
du pH et production d’acide lactique) des souckekes est évaluee a 42°C dans le

lait écrémé reconstitué.

3.1 Evolution du pH

» Streptococcus thermophilus
La figure 12 montre I'évolution du pH des souche$dthermophilugt delLb.
delbrueckiisspbulgaricus. Le pH initial du lait est d’environ 6,40. L’évolot du pH
du lait ensemencé avec les souches isolées desléaibrebis et de vache est lente ;
apres 8 heures d’incubation, le pH atteint deswalée 5,4 et 5,6, pour les souches
SV1 et SB1.
Le pH du lait ensemencé avec les sauahe yaourt évolue rapidement
comparativement aux autres souches pour atteimigHude 4,1 et de 4,2 pour les

souches SY1 et SY4, apres 8 heures d’incubation.

» Lactobacillus delbrueckisspbulgaricus

Le pH du lait ensemencé avec les souched bedelbrueckiissp bulgaricus
(figure 12d) diminue lentement avec des valeurspas entre 5,3 (souche LY3) et
5,7 (souche LY4), aprés 8 heures d’incubation.c@atre apres 24 heures d’incubation,
le pH atteint est plus acide que celui du lait emesgcé avec les streptocoques; ceci
s’explique par le fait que les lactobacilles sojglnts acidifiants que les streptocoques.
Ces résultats concordent avec ceux de Xanthopetlak (2001), Badist al (2004)
et Ghammast al (2006).
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Figure 12 : Evolution du pH lait fermenté par les souche$Sdéhermophilussolées
des laits de vache (a) et de brebis (b), du ygoldt des souches dé. delbrueckii
sspbulgaricusisolées du yaourt (d).

Température d’incubation : 42 °C.
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3.2. Evolution de I'acidité titrable

» Streptococcus thermophilus

L’évolution de l'acidité titrable du lait ensemenagec les souches localest
lente ; apres 8 heures d’incubation, l'acidité iatee est voisine de 55°D pour la
souche SV3 isolée du lait de vache et de 37°D fmsouche SB4 isolée du lait de
brebis (figures 13a et 13b).

L'acidité titrable du lait fermenté par les soucliesS. thermophilugprésente
des différences tres hautement significatives QD).

L’'acidité développée par les souches SY1 et SY#ahwrt est respectivement
de 105°D et 95°D, apres 8 heures d’incubation,satpre les souches SY2 et SY3
génerent une acidité titrable proche de 75°D (&glBc).

Les réesultats de l'acidité révelent que les soudcbages du yaourt présentent
un meilleur pouvoir acidifiant par rapport aux sbes isolées des laits de vache et de
brebis.

Les souches isolées du yaourt sont dites activesapides car dans les
conditions utilisées, le temps mis pour atteind@58°D est inférieur ou égal a
220min (Bouillanne et Desmazeaud, 1980). Les saudbeales sont considérées
comme étant lentes.

La faible activité acidifiante des souches locaes. thermophilus’explique
par :

» La vitesse du metabolisme est lente
= L’intervention d’'une activité uréasique aboutissaritalcalinisation du milieu

par 'ammoniaque résultant de la dégradation dédéwontenue dans le lait.

» Lactobacillus delbrueckisspbulgaricus

Le profil d’acidification du lait enseménpar les souchdsh. delbrueckiissp
bulgaricus(figure 13d) est semblable a celui des soucheddeaeS. thermophilus.

Les résultats montrent que l'aptitude Hieidte est un caractére variable, selon
I'espece et la souche. Les lactobacilles sont ghidifiants que les streptocoques. Ceci
est expliqué par la meilleure tolérancelde delbrueckiisspbulgaricuspour les pH
relativement acides.
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Figure 13: Evolution de l'acidité titrable du lait ensemen@# [es souches de
S. thermophilussolées des laits de vache (a) et de brebigi(byaourt (c) et des
souches déb. delbrueckisspbulgaricusisolées du yaourt (d).

Température d’incubation : 42 °C.
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L'acidité titrable élaborée par les souchesLtbe delbrueckiissp bulgaricus
présente des différences tres hautement signifesa(p<0,001).

Dans la présente étude, il ressort que les sousbiées présentent une grande
hétérogéneéité concernant leur pouvoir acidifia@ette diversité dans la vitesse
d’acidification des souches offre un large choixupcatisfaire les différentes

exigences technologiques.

4. Effet de la température sur la production des eppolysaccharides
Les quantités d’exopolysaccharides produits pasteshes d& thermophilus
et deLb. delbrueckiisspbulgaricussont estimées dans du lait écremé a 35, 40, 42 et

45°C, en cultures pures et en cultures mixtes.

4.1. Cultures pures

« Streptococcus thermophilus

Les résultats de la production des exopolysamdsmrpar les souches de
S.thermophilussont indiqués dans les figures 14, 15 et 16. wantjté d’exopoly-
saccharides augmente avec la durée d’'incubatiam,tpates les souches.

A 35°C, la quantité d’exopolysaccharides est redatient faible ; elle est
comprise entre 38 (souche SV3) et 105 pg/ml (souskd), apres 24 heures
d’incubation, tandis qu’'a 40°C et 42°C, la prodoitides exopolysaccharides atteint
une valeur maximale de 301ug/ml (souche SY4). AC4%s valeurs varient entre 85
(souche SV3) et 321 pg/ml (souche SY4), exceptéedahe SB2 qui produit 45ug/ml.

A 45°C, les souches du yaourt synthétisent destijés allant de 144 (souche
SY2) a 321ug/ml (souche SY4), aprés 24 heures d’incubatioss; @oncentrations
sont nettement supérieures a celle des souchetedodaa quantité d’exopoly-
saccharides synthétisée par les souches isolékstdle vache (86 a 181ug/ml) est
supérieure a celle des souches isolées du laitet®sh(45 a 95ug/ml). Zisu et Shah
(2003) ont montré que la concentration en EPS, Shélzermophilugst de 622ug/ml.
Savadogoet al (2004) ont rapporté des concentrations comprisase 219 a
713pg/ml chez des souchesSlethermophilussolées des laits fermentés du Burkina

Faso.
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Figure 14: Production d’exopolysaccharides @rthermophilussolé du lait de

vache.

Les barres verticales représentent les sty
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Figure 15: Production d’exopolysaccharides @garthermophilussolé du lait de brebis.

Les barres verticales représentent les écartypes.
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Figure 16: Production d’exopolysaccharides @rthermophilussolé du yaourt.

Les barres verticales représentent les é@styp

45



Résultats et discussion

La production des exopolysaccharides a 35, 40,t45% par les souches de

S.thermophiluprésente des différences trés hautement sigrfesafp<0.001).

L’activité productrice des EPS dépend non seuleméat la température
d’incubation mais aussi de la souche, au sein d&€lae espéece. L'étude 8& Vuyst
et al (1998) a montré que la température optimale delymtion des EPS par
S.thermophilugst de 42°C. Selon Zisu et Shah (2003), cette teatyré est de 40°C.
Ces résultats sont différents de ceux de la présénide qui indique que la
température optimale de production des EPS eshue. 4

» Lactobacillus delbrueckiisspbulgaricus

La production des exopolysaccharides a 35, 4&t45°C, par les souches de
Lb. delbrueckii ssp bulgaricus isolées du yaourt présente des différences tres
hautement significatives (p<0.001).

A 35°C, apres 24 heures d’incubation, les souched ld delbrueckiissp
bulgaricus produisent des quantités d’'EPS (31 a 90ug/mbenetht inférieures a
celles des souches & thermophilussolées du yaourt, mais supérieures a celles des
souches locales (figure 17).

A 40, 42 et 45 °C, la production est plus imporaanec un maximum a 45°C :
120 (souche LY2) et 163ug/ml (souche LY1). Ces Itésu sont similaires aux
données de Kimmadt al. (1998).

Mozzi et al. (1995) ont rapporté des résultats différentsalexae la présente
étude, concernant I'effet de la température syrdmluction des exopolysaccharides.
En effet, la culture deb.delbrueckiisspbulgaricusa 30°C favorise la production des
polysaccharides, avec un faible taux de croissalecé& souche. Selon ces auteurs,
une croissance faible induirait une plus grandentiigad’enzymes impliquées dans la
synthese des polysaccharides.

Les résultats obtenus a travers cette étude manguen toutes les souches
isolées §. thermophiluset Lb. delbrueckiissp bulgaricug présentent une meilleure

production a 45°C par rapport aux autres tempeératanalysées (figure 18).
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Figure 17: Production d’exopolysaccharides pdr. delbrueckisspbulgaricus

Les barres verticales représentent les écartypes.
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Figure 18 : Effet de la température sur la production des elyspacharides par les
souches d&. thermophilussolées des laits de vache (a) et de brebis (byadurt (c)
et les souches deb. delbrueckisspbulgaricus(d).

Les barres verticales représentent les écartypes.

Temps d’incubation : 24 heures.
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Frengovaet al. (2000) ont montré que les bactéries isolées duwiryao
produisent des quantités qui varient entre 230 7& 2g/ml pour les souches de
S.thermophiluset entre 400 et 450 pug/ml pour les souched ldeelbrueckiissp
bulgaricus a 45°C. Ces données sont nettement supérieuseséaultats obtenus
dans le présent travail, car les souchesSdehermophilugpproduisent entre 44 et
202ug/ml, exceptées les souches SY1 et SY4, eesceleLb. delbrueckii ssp
bulgaricusproduisent 120 a 162ug/ml, apres 24 heures d’ oo

Par ailleurs, les résultats de I'étude menée pani@get al (1990) indiquent
gue les souches épaississanteS.dinermophilugt delLb. delbrueckiisspbulgaricus
produisent entre 50 et 340 mg/l et 60 et 425mgdpectivement. Par conséquent, les
souches isolées du yaourt et la majorité des ssuckales peuvent étre considérées

comme étant épaississantes car la production getment supérieure a 50 pg/mil.

4.2. Cultures mixtes

Les souches SV4, SB1, SY&.(thermophiluset LY1 (Lb. delbrueckiissp
bulgaricug ont été choisies pour les cultures mixtes a \ppog Streptocoques/
Lactobacilles égal a 1.

A 42°C, la culture mixte LY1+SB1 produihe quantité d’exopolysaccharides
legerement plus faible (363 pg/ml) que celle desumes LY1+SV4 et LY1+SY4,
aprés 24 heures d’incubation (figure 19). La préidncdes exopolysaccharides, en
cultures mixtes présente des différences trés heanesignificatives (p<0.001), selon
les souches d8. thermophiluginsi que la température d’incubation.

A 35, 40, 42 et 45°C, la production d'EPS en celsumixtes, est meilleure que
celle des cultures pures. En cultures mixtese et plus importante a 42°C (363 a
505 pg/ml), qu'a 35, 40 et 45 °C (figure 19). L'dimeation de la production des
exopolysaccharides en cultures mixtes serait diexidtence d’'une synergie entre les
souches des deux espeéces.

L’effet de la température sur la productdes exopolysaccharides en cultures
mixtes (figure 20) montre une meilleure product@of2°C, contrairement aux cultures

pures dont la température optimale de productien&feS est de 45°C.
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Figure 19 : Production d’exopolysaccharides en cultures mixtes.

Les barres verticales représentent les écartype
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Figure 20 : Effet de la température sur la production des elyspacharides en

cultures mixtes.

Temps d’incubation : 24 heures.

5. Cinétigue de production des exopolysaccharides

La cinétique de production des polysaccharides darlaiteecrémé par les
souches SYlet SY4, a 45 °C, est présentée ddmyta 21.La production débute
apres 2 heures d’incubation avec une faible pragluctl5 et 56ug/ml respective-
ment pour les souches SY1 et SY4. La concentratioBEPS augmente jusqu’a 248 et
320ug/ml apres 24 heures pour ces mémes souches. Afrésures d’incubation,
une diminution de la quantité d’EPS est observag fmsouche SY1, probablement
suite a une degradation des polymeres par deslagdssynthétisées par la souche.

Récemment, Lin et Chang Chien (2007) ont montré lgugiminution de la
production des exopolysaccharides apres une featiemtprolongée est due a une
activité glycohydrolytique.

Les cinétigues de la production des polysaccharidede la croissance des
souches indiquent que les polymeres sont syntiséteé cours de la phase
exponentielle, donc selon le modele d'un métabolieémaire. Ces résultats
confirment les données de Zisu et Skahl (2003) et de Vaningelgeat al (2004).
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Figure 21 : Croissance et production des exopolysaccharidesauches SY1 et SY2.
Les barres verticales repentent les écartypes.

Température d’incubation : 45°C.
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Les cinétigues de la production des polysaccharidede la croissance des
souches indiquent que les polymeres sont syntlsétaé cours de la phase
exponentielle, donc selon le modele d'un métabolwemaire. Ces résultats
confirment les données de Zisu et Skahl (2003) et de Vaningelgeat al (2004).

Cependant, les bactéries lactiques peuvent éladesepolysaccharides durant
la phase stationnaire de croissance selon le mddelenétabolite secondaire.

A ce titre, des EPS sont produits pamactobacillus rhamnosusR
au début de la phase stationnaire avec un maxineudbd mg/l. Un taux de réduction
de 82 % est observé apres 48 heures de fermen(Btiamet al., 2000).

La figure 22 montre I'existence d’'unésttbonne corrélation (r = 0,9) entre la

croissance et la production des exopolysacchanmes,les souches SYlet SY4.

6. Effet de la température sur le pouvoir texturant

Les polysaccharides exocellulaires élaborés auscdarla fermentation par
certaines souches de bactéries lactiques peuventcagnme agents épaississants
naturels qui ameéliorent la viscosité et la conaistades produits laitiers fermentés. La
viscosité deéveloppée dans le lait par les souchesSdthermophilus et de
Lb.delbrueckiisspbulgaricusest mesurée dans du lait écremeé a 35, 40, 42°€t 4h
cultures pures et en cultures mixtes ; les résulsant exprimés en milli-Pascal-

seconde.

6.1. Cultures pures

» Streptococcus thermophilus

Les figures 23, 24 et 25 montrent I'évolution deviscosité développée par les
souches d&. thermophilus

A35°C, la viscosité développée est faible pour deules souches de
Sthermophilus Le pouvoir texturant des bactéries étudiées estleaur a 45°C. A
35°C, la viscosité varie entre 36 (souche SV2)%ntPa.s (souche SY4), aprés 24
heures d’incubation. A 45 °C, la viscosité dévelpmtteint des valeurs comprises
entre 50 (souche SB4) et 159 mPa.s (souche SY4).
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SY4.
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Figure 23 : Viscosité développée p&: thermophilussolé du lait de vache.

Les barres verticales représententdagypes.
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Figure 24 : Viscosité déeveloppée p&: thermophilussolé du lait de brebis.

Les barres verticales représentent lagyes.
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Figure 25 : Viscosité développée p&: thermophilussolé du yaourt.

Les barres verticales représentent les écartypes.
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La viscosité développée par les souchesSdethermophilusprésente des
différences tres hautement significatives (p<0.0Q&} souches isolées du yaourt ont
un pouvoir épaississant supérieur a celui des ssuldtales ; cette différence serait
liée au fait que les streptocoques du yaourt peeditide grandes quantités d’exopoly-
saccharides (144 et 321ug/ml) relativement auxtsssitocales dont la quantité d’'EPS
produits varie entre 44 et 108 pg/ml.

Selon Cerninget al (1990), les souches épaississantesSdehermophilus
développent des viscosités allant de 40 et 240 snpPaur des quantités d’'EPS
comprises entre 50 et 340ug/ml. D’apres les résuita la présente étude, les souches
isolées des laits de vache et de brebis sont égssiates exceptées les souches SB2 et
SB4 ; les souches isolées du yaourt sont épaisgessdont la production varie entre
85 (souche SY2) et 159 mPa.s (souche SY4).

La viscosité développée ne dépend pas seulemena dgiantité d’exopo-
lysaccharides mais également des interactions degeexopolysaccharides, les
caseines et les bactéries, de la nature (typepdigseres produits et des produits
métaboliques sécrétés dans le milieu, tel qued&dactique (Cerningt al, 1991 ;
Moreiraet al, 2000). C’est le cas des souches LY1 et LY3 qguodpisent la méme
quantité d’exopolysaccharides (130pug/ml) mais gewveloppent des viscosités

différentes, 90 et 123 mPa.s, respectivement.

» Lactobacillus delbrueckiissp.bulgaricus

A35°C, les souches dé& delbrueckiisspbulgaricusdéveloppent, une viscosité
faible, située entre 40 (souche LY1) et 53 mPaaqse LY3). A 40, 42 et 45 °C, le
pouvoir texturant est plus important ; il atteimewaleur de 122 mPa.s (souche LY3)
a 45°C, aprés 24 heures d’incubation (figure 26).

La pouvoir texturant développé par les souchekldéelbrueckiisspbulgaricus
isolées du yaourt présente des différences tresemmamt significatives selon la
température (p<0.001).
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Figure 26 : Viscosité développée pab. delbrueckiisspbulgaricusisolé du yaourt.

Les barres verticales représentent les écartypes.
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6.2. Cultures mixtes

Le pouvoir épaississant des souchesSdéhermophiluset Lb. delbrueckiissp
bulgaricusen cultures mixtes est meilleur que celui desuce#t pures ; la viscosité
développée pour les trois cultures mixtes est cmmpmmtre 139 et 199 mPa.s a 35°C,
apres 24 heures d’incubation, tandis qu'a 40°CoéC4la viscosité atteint des valeurs
comprises entre 283 et 401 mPa.s. La viscositélajgyee a 42°C est plus importante ;
elle est de 423 et 452 mPa.s pour les cultured3¥ et LB1/SY4, respectivement
(figure 27).

La viscosité est trois fois plus élevée dans ldsues mixtes que dans les
cultures pures. La viscosité développée par laiminixte LY1/SY4 est de 460 mPa.s.
En culture pure les souches LY1 et SY4 développmiad viscosités de 85 et
159 mPa.s, respectivement. Ces résultats sontamdaavec ceux de Moreirt al
(2000).

Le coefficient de corrélation entre la viscosit&aléppée et la quantité d’exo-
polysaccharides produits est élevé=(0,9) ;ce coefficient est également important
pour la viscosité et l'acidité développée (r= 0;9299) (figures 28 et 29). La viscosité
dépend de plusieurs facteurs dont lacidité, la ngtea d’exopolysaccharides

produits,...
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Figure 27 : Viscosité déeveloppée par les cultures mixtes.
61

Les barres verticales représentent les écartypes.



Résultats et discussion

SVv4

r=0,95

350
300 -
= 250 7 ~

EPS (ug/mi
EPS (ug/mi

BN

o u o

oS O O
| | |

0
o O

100 200

Viscosité (mPa.s)

o

SV4

r=0,95

140
120
100
80
60 .
40
20

O I I I I 1
0 50 100 150 200

Viscosité (mPa.s)

Acidité Dornic (D)
Acidité Dornic (D)

350 +
300 -
250 -
200 -
150 -
100 +

50 ¢

SY4

r=0,92

140 -
120 -
100 -

100 200
Viscosité (mPa.s)

SY4

r=0,99

50 100 150 200
Viscosité (mPa.s)

Figure 28 : Corrélation entre la viscosité développée, la petidn d’EPS et I'acidité
élaborée par les souches SV4 et SY4
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Conclusion

Au cours de la présente étude, des bactéries uastithermophiles ont été
isolées a partir des laits de vache et de brebiy gaourt. Parmi les souches isolées,
seize ont été identifiées sur la base de caradwebimiques et physiologiques. Les
résultats d’identification indiquent que les souwchappartiennent aux espéces
S. thermophilugtLb. delbrueckiisspbulgaricus Ces souches ont été caractérisées du
point de vue technologique par I'évolution du pHletl'acidité titrable a 42°C et par
I'évaluation de la production des exopolysaccharids I'estimation du pouvoir
texturant par la mesure de la viscosité déveloplpés le lait écrémé reconstitue, a 35,
40, 42 et 45°C.

Les souches dé&. thermophilusisolées du yaourt possédent des activités
acidifiantes meilleures (pH faible et acidité ékeque celles des souches isolées des
laits de vache et de brebis et des souchédbarelbrueckiisspbulgaricus

La production des exopolysaccharides dans de lait Ips souches de
S. thermophilugt deLb. delbrueckiisspbulgaricusen cultures puresst importante a
42 et 45°C avec une meilleure production a 45°G. daiches SY1 et SY4 isolées du
yaourt produisent respectivement, 248 et 320 uglanls le lait, apres 24 heures
d’incubation a 45°C.

En cultures mixtes, la production despmtysaccharides est supérieure a celle
des cultures pures. La culture mixte LY1/SY4 egpllss active, avec une production
de 505ug/ml a 42°C.

L’étude de la cinétique de productiors @xopolysaccharides par les souches
SY1 et SY4 indigue que ces meétabolites sont syistgtau cours de la phase
exponentielle de croissance. La synthése répondaléle classique de synthese des
métabolites primaires.

L’activité texturante est meilleure a 45°C paes tultures pures et a 42°C, pour
les cultures mixtes. La viscosité développée dadail par les cultures mixtes est plus

importante que celles des cultures pures.
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Conclusion

En fin, il serait souhaitable que ce travail soitnplété par :
e L’étude de linfluence des autres paramétres tels g pH, la source de
carbone,..., sur la production des exopolysaccharides
« L’identification de la nature des polymeres syntdex.
« L’analyse des activités biologigues des polyméramdyits (activités

immunomodulatricesgnti-tumorales,...).
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Annexes

Milieux de cultures et réactifs

e Milieu M17 (g/l)
Peptone trypsique de caséines (Tryptone)
Peptone de soja (peptone papainique de soja)
Peptone de viande (peptone pepsique de viande)
Extrait autolytique de levures
Extrait de viande
Acide ascorbique
3-glycérophosphate
Sulfate de magnésium (Z8)
Glucose
pH: 7,2
Stérilisation a 120°C pendant 20 minutes.

* Milieu MRS (De Man Rogosa et Sharpe) (g/l)

Peptone de caséines

Extrait de viande

Extrait de levures

Glucose

Dipotassium hydrogénophosphate
Diammonium hydrogénocitrate
Tween 80

Acétate de sodium (3@

Sulfate de magnésium (76))
Sulfate de manganese (4B)

pH: 6,5

Stérilisation & 120°C pendant 20 minutes.

« Bouillon a I'arginine (g/l)
Tryptone
Extrait de levures

Glucose

2,50

2,50
2,5

0, 50
19
0,25
20

10

20

0,2
0,04

2,5
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Phosphate dipotassique 2
L-arginine chlorhydrate 3
pH: 7

* Milieu de fermentation des glucides pour les Lactadcilles

Peptone 10g
Extrait de levure 19
Tween 80 Iml
Rouge de chlorophénol (0.8% dans I'éthanol) 5ml
Agar 19
Eau distillée 1000ml

Ajuster le pH a 6.

* Milieu de fermentation des glucides pour les Strepicoques

Extrait de viande 5¢
Peptone SJs)
Tryptone 10g
Rouge de chlorophénol 40mg
Eau distillée 1000ml

Ajusterle pH a 7.

o Lait ecreme
Poudre de lait écréme 100g
Eau distillée 1000ml
Stérilisation a 110°C/10min

« Eau physiologique
Chlorure de sodium 85¢
Eau distillée
1000m



Annexes

e Lait citraté
Répartir le lait écrémé en tubes (10,5 ml) et litéria 115°C pendant 10minutes puis

ajouter avant I'emploi dans chaque tube, 0,5 ndittate de sodium (10%) stérile.

« Lait bleu de Sherman
Répartir le lait écrémé en tubes (9ml), stériliaefll5 °C pendant 10minutes ; au

moment de I'emploi, ajouter 1ml de bleu de méthglé&Po) stérilisé par tube.

e Lait tournesolé
Teinture de tournesol a 4% 10m

Lait écrémeé 1000ml

» Réactif d’anthrone
19 du réactif d’anthrone dissout dans 100ml d’asidéurique a 95%
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Tableau | : Tests d’identification d&treptococcus. thermophiles deLactobacillus

delbrueckiisspbulgaricus(Giraud et Galzy, 1980).

Caracteres

S. thermophilus

Lb.bulgaricus

Production de gaz

Croissance a : 15
°g5
°|D

°C

Croissance en présenceNiaCl a:
2%

4%

6,5%

Croissance sur lait bleu de Shernj

an

Lait tournesol

Lait citraté

Thermorésistance a 60°C/30 m
60°C/90 mi
65°C/30 mi

—

1 ~~ ~ Y~ ~ 1

Hydrolyse de 'arginine

Fermentation des glucides :
Adonitol
Arabinose
Fructose
Galactose
Glucose
Glycerol
Glycogene
Lactose
Maltose
Mannitol
Mélibiose
Raffinose
Rhamnose
Ribose
Saccharose
Salicine
Sorbitol
Tréhalose

Xylose

- : plus de 90% de souches présentent des réacibgagives ; + : plus de 90% de
souches présentent des réactions positives.

V.

réactions variables ; ACr; A: AcidificationC : Coagulation; r:

Réduction.



Résumeé

Des bactéries lactiques thermophiles ont été isadépartir des laits de vache et de
brebis, et du yaourt. Seize souches ont été idesggifsur la base de caracteres
biochimiques et physiologiques, et caractériséepalat de vue technologique par
'estimation de [lactivité acidifiante a 42°C etévValuation de la production
d’exopolysaccharides et de la viscosité déveloglades du lait écrémé a 35, 40, 42 et
45°C. Les résultats obtenus mettent en évidenceal@tion de la production
d’exopolysaccharides ainsi que la viscosité dévymeplLa production des
exopolysaccharides et la viscosité développée Staeptococcus thermophilust
Lactobacillus delbrueckissp bulgaricusest meilleure en cultures mixtes par rapport
aux cultures pures ; une meilleure activité texiteaest observée en cultures pures a
45°C et en cultures mixtes a 42°C.

Mots clés : Streptococcus thermophilusactobacillus delbrueckiissp bulgaricus,
température, exopolysaccharides, viscosité, lait.

Summary
Thermophilic lactic acid bacteria were isolatednfroow and ewe milks and yogurt.
Sixteen strains were identified according to bigoloal and physiological characters,
and characterized by technological parameters aadhe evolution of pH, acidity at
42°C, exopolysaccharides production, and viscoddyelopment at 35, 40, 42 and
45°C in skim milk. The results showed a high vaomatin exopolysaccharides
production and viscosity development at 35, 40ad@ 45°C. The exopolysaccharides
production and viscosity development b$treptococcus thermophilusand
Lactobacillus delbrueckisspbulgaricusis improved in mixed cultures compared to
the pure cultures and a better production was dédain pure cultures at 45°C and in
mixed cultures at 42°C.

Key words: Streptococcus thermophilukactobacillus delbrueckissp bulgaricus
temperature, exopolysaccharides, viscosity, milk.
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