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Introduction

De nos jours, la fermentation lactique est une activité grandissante tant industrielle
qu'artisanale. Plusieurs microorganismes participent a la fabrication de produits laitiers
fermentés (Johnson et Steele, 2001).

Depuis 1‘antiquité, les bactéries lactiques ont été utilisées pour la fabrication et la
conservation des aliments (Chammas et al., 2006 ; Zamfir et al.,2006), car elles sont
généralement reconnues comme étant saines, de statut "GRAS"(Generally Recognized As
Safe) (O'Sullivan et al.,2002).

Dans I’industrie laitiere, les souches lactiques sont sélectionnées sur la base de leur
propriétés technologiques (production d’acide lactique, production d’aromes, activité
protéolytique et cinétique de croissance), et leur caractéristiques fonctionnelles (activité
antibacterienne) (Tamime, 2002 ; Molin, 2008). Ce qui permet de satisfaire les besoins de
point de vue sanitaire en industrie alimentaire et d’inhiber la prolifération des

microorganismes pathogeénes (Ross et al., 2002).

Les lactobacilles sont ajoutés dans le but d’accélérer le processus de fermentation,
d’améliorer les qualités organoleptiques et de réduire les accidents de fabrication (Larpent
et Bourgeois, 1989).

Des efforts considérables ont été consacrés pour affermir la compréhension de la
physiologie, de la biochimie et de la génétique des bactéries lactiques (Bourel et al.,
2001 ; Djadouni et Kihal, 2013). Toutes ces recherches ont permis aux microbiologistes
et aux industriels de sélectionner les meilleures souches et d’améliorer le rendement de la

productivité, la qualité, et la sécurité des produits finis.

Notre travail s’inscrit dans ce contexte qui consiste a isoler des souches de
lactobacilles a partir de différents produits laitiers et d’étudier quelques caractéristiques
morphologiques, culturales et biochimiques et d’en sélectionner les souches les plus
performantes en étudiant leurs croissance a différents pH et a différentes concertation de

NaCl, leur propriétés protéolytiques et antibactériennes.
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1. Description générale des bacteéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des cellules vivantes, procaryotes, hétérotrophes et
chimiotrophes (de Roissart et Luquet ,1994). Elles sont ubiquistes, sont retrouvées dans
différentes niches écologiques, et peuvent étre isolées de certains aliments tel que le lait et le

fromage (Hogg, 2005).

Ce groupe de bactéries a été définit par Orla-Jensen (1919) et réunit plusieurs genres
caractérisés par leur capacité a fermenter les glucides en produisant de I’acide lactique
(Leveau et Bouix, 1993).

Du fait des exigences nutritionnelles des bactéries lactiques, leurs milieux de cultures
doivent étre riches en sucres, en matieres azotées et facteurs de croissance (acides aminés,

peptides et vitamines) (Aguirre et Collins, 1993 ; Federighi et al., 2005).
Selon le type de fermentation préférentiellement utilisée, les bactéries lactiques sont dites :

homofermentaires ou hétérofermentaires (Leveau et Bouix,1993; Sutra et al., 1998 ;
Federighi et al., 2005 )

Les bactéries lactiques sont des bactéries a Gram positif, oxydase négative,
généralement nitrate réductase négative. Leur capacité de biosynthese est faible, elles sont
anaérobies facultatives : microaérophiles, elles sont capables de réaliser la fermentation en

anaérobiose comme en aérobiose (Leveau et Bouix ,1993 ; de Roissart et Luquet, 1994).

Du point de vue phylogénétique, les bactéries lactiques ont un pourcentage de G+C% inférieur
a 55% (Federighi et al., 2005).

Selon le Bergey’s manuel de la taxonomie (2009), les bactéries lactiques sont classées
dans le phylum des Firmicutes, la classe des Bacilli et ordre des Lactobacillales et renferment

trente-cing genres (Devos et al., 2009).

Au sein des bactéries lactiques, les lactobacilles forment un ensemble trés disparate.
(De Vos et al., 2009).

-
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2. Les Lactobacilles

2.1. Généralités

L’historique de Lactobacillus (Lb) commence par la proposition de ce genre par
Beijerink (1901). Ensuite Horla-Jensen (1919) avait proposé de classer les espéces de ce
genre, selon leurs métabolismes et leurs température de croissance, en trois sous genres
(Holzpfel et al., 2001 ; Gatti et al., 2004 ). Néanmoins, les travaux de taxonomie et de la
phylogénétique menés par Kandler et Weiss (1989) ont poussé la communauté scientifique a
abandonné cette classification en sous genres tout en maintenant la subdivision en trois

groupes.

Le genre Lactobacillus fait partie du phylum des Firmicutes, classe des Bacilli, la
famille des Lactobacellaceae, ordre des Lactobacillales. 1l regroupe des especes présentant
des caracteres phénotypiques tres hétérogenes, cette hétérogénéité est due a un GC% allant de
32-55% (Axelsson, 2004 ; Felis et Delaglleo, 2007).

A partir de 1980, la systématique du genre Lactobacillus (Lb) a connue beaucoup de
modifications (Felten et al., 1999).

En 2009 le genre Lb a été divisé en sept groupes phélogénétiques : Lb. casei, Lb.
debrueekii, Lb. buchleri, Lb. plantarum, Lb. reuteri, Lb. sakei et Lb. salivarius (Hammes et
Hertel, 2009).

Les lactobacilles présentent le groupe des bactéries lactiques le plus ubiquitaire qui
colonisent tous les habitats : cavité buccale, tractus digestif, organes génitaux chez 1’homme,
produits végétaux, les produits laitiers, poissons marinés ou fumés, produits carnés, sol, eaux
usées... (Federighi et al., 2005).

L’Homme, les animaux et les plantes sont quotidiennement en contact avec les
lactobacilles, soit parce qu’ils sont leurs hdtes naturels, ou parce qu’ils produisent et
consomment une gamme étendue d’aliments d’origine animale ou vegétale fermentés par les

lactobacilles (de Roissart et Luquet, 1994).

-



Partie I: Synthéese bibliographique

2.2. Caractéres morphologiques et culturaux

Les lactobacilles sont des bactéries asporulées, généralement immobiles, en forme
bacille souvent allongées, groupées en paires ou en chaines (Laprent, 2000 ; Guiraud et
Rosec, 2004).

Les colonies des lactobacilles sont généralement de petites tailles, lisses, brillantes non
pigmentées et souvent opaques. Dans les cas rares, certaines especes comme Lb. plantarum
donnent des colonies jaunatres ou rougeétres. Les lactobacilles cultivent également, bien que
plus difficilement, sur gélose enrichie en sang frais ou cuit donnent de petites colonies sans
zones d’hémolyse (Denis et al., 2007).

IIs sont anaérobies facultatifs, mais poussent mieux sous atmospheére enrichie de 5 a
10% de CO, (Laprent, 2000), leur pH optimum de croissance est de 5,5 mais ils poussent
aussi a pH neutre contrairement a Carnobacterium. Leur température optimale de croissance
est généralement comprise entre 30et 40°C, elle est de 37°C pour la plupart des especes.
Néanmoins, une culture peut étre observée a des températures allant de 2 a 53°C chez
certaines espéces. Le caractére Gram positif peut étre perdu dans les cultures agées (Collins et
al., 2009).

La longueur des cellules peut varier a I’extréme, allant des formes longues jusqu’au
formes coccoides. Cette particularité rend parfois difficile la distinction entre les lactobacilles

hétérofermentaires et les Leuconostoc (Euzeby, 2006).

Le milieu de culture et d’isolement de base le plus connu est le milieu Man Rogosa et
Sharpe (MRS) (Guiraud et Rosec, 2004), sur ce milieu, ils donnent généralement des
bacilles longs et fins (parfois Iégerement incurvés) ou des coccobacilles isolés ou en chainette.
leur longueur et leur degré de courbure dépend de 1’age de la culture, de la composition du

milieu et du taux d’oxygene (Axelsson, 2004).

Ces bactéries ont des exigences nutritionnelles complexes, variables d’une espece a

une autre (de Roissart et Luquet, 1994).

-
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3. Exigences nutritionnelles

En plus de la source de carbone et d’azote, les lactobacilles sont caractérisés par des
exigences nutritionnelles nombreuses qui peuvent étre classées selon (De Man et al., 1960 ;

De Vos et al., 2009) comme suite :
3.1. Exigences en vitamines

Toutes les espéces ont un besoin absolu en vitamine. Les déficiences en vitamines
(B12) peuvent induire une diminution a la synthése de I’ADN et entrainer des changements
morphologiques et les cellules deviennent filamenteuses. Une telle élongation cellulaire a éteé
observée avec Lb. helveticu sssp jugurti lors de déficience en cobalamine (B12) ou en acide
folique (De Man et al., 1960 ; De Vos et al.,2009).

3.2. Exigences en bases azotes

Les ions Mg®* ou Fe?* sont nécessaires pour la croissance de Lb. Il a été démontré que
le manganése et le magnésium interviennent comme activateurs d’un grand nombre de
réactions enzymatiques et comme stabilisateur de la structure des acides nucléiques, de
I’intégrité des ribosomes et de la membrane cellulaire de Lb (De Man et al., 1960 ; De Vos et
al., 2009).

4. Caractéeres biochimiques et physiologiques

Le métabolisme énergétique des lactobacilles est exclusivement saccharolytique et le
lactate, généralement non fermenté, représente au moins, 50% des métabolites finaux

produites a partir des sources de carbone assimilées (Hammes et Hertel, 2009).

Le genre Lactobacillus a été subdivisé par Orla-Jensen en trois groupes (Guiraud et
Rosec, 2004) :

Groupe | : comprend les espéces homofermentaires obligatoires thermophiles, qui se
développent a 45°C mais pas a 15°C. Produisent uniquement de 1’acide lactique a partir du
glucose et qui sont incapables de fermenter les pentoses ou le gluconate. Ce groupe est
constitué majoritairement d’espéces présentes chez I’homme et les animaux et qui participent

a I’équilibre de la microflore de 1’organisme.

-
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Groupe |1 : ce sont des especes hétérofermentaires facultatives, c'est-a-dire capable
d’utiliser la voie hétérofermentaire a partir du glucose, dans certaines conditions comme une

concentration du glucose limitée.

Ces lactobacilles sont mésophiles qui se développent a 15°C et comportent 1’espece

Lb. casei qui est également le lactobacille dominant du lait.

Groupe 111 : comprend les Lactobacilles hétérofermentaires obligatoires qui forme des

quantités équimolaires de CO,, d’acide lactique et acétique et /ou éthanol

Ce groupe rassemble des especes relativement hétérogénes, surtout mésophiles, dont
certaines font partie de la flore des levains de panification (Guiraud, 2003 ; Guiraud et
Rosec, 2004 ;Federighi et al., 2005; De vos et al., 2009). La figurel, annexe | illustre les

principales voies métaboliques des lactobacilles.

Dans les conditions standards les espéces de ce genre sont anaérobies facultatives ou
aérotolérantes. Elles sont catalase négative a I’exception de Lb. kunkeei, et quelques souches
de Lb. mali, mais possédent une peroxydase, leur permettant de pousser en présence d’O,
(Amantidou et al., 2001).

Ces caractéres biochimiques sont fortement influencés par les conditions de culture.
Ainsi, en présence d’héme (gélose au sang) certaines especes de Lb peuvent synthétiser une
vrai catalase et tous les cytochromes de la chaine respiratoire, tout en se comportant comme

des aérobies-anaérobies facultatives (Coudeyras et al., 2008) (Tableaul).

-
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Tableau I : Quelques especes de lactobacilles utilisées en industrie laitiere (Kandler et

Weiss, 2013)

Fermentation  du | croissance
Espéces lactose A 15°C | A45°C
Lb.helviticus Hmofermentaire - +
Lb.acidophilus § " Thermophile
Lb.casei + -
Lb.brevis Hétérofermentaire + - Mesophile
Lb.fermentum - + Thermophile

5. Identification des lactobacilles

L’identification d’espéce de Lb peut étre difficile a réaliser par les méthodes
biochimiques en raison du trés grand nombre d’espéces existantes. Elle repose essentiellement

sur des tests de fermentation des sucres.

La galerie APIC50 CH avec [I’utilisation du milieu pour Lb, est la méthode
biochimique la plus utilisée et probablement la plus fiable (de Roissart et Luquet, 1994 ;
Ozgan et Vural, 2011).

L’utilisation des outils de taxonomie moléculaire comme hybridation quantitative
ADN/ADN et le séquencage des genes d’ADNr 16s ont permis de lever des ambiguités et de
nommer précisément les espéces de Lb d’intérét en santé et en alimentation humaine
(Déllaglio et Felis, 2005).

6. Propriéteés et criteres de sélection des lactobacilles a potentiel probiotique

et technologique

6.1. Pouvoir antimicrobien

Les lactobacilles, peuvent produire des substances antimicrobiennes, actives in vivo et

in vitro vis a vis des pathogénes. Ces substances sont les acides organiques (acide lactique,

-
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acide acétique et le diacétyle), le peroxyde d'hydrogéne et des substances de nature protéiques
appelées bactériocines (Servin, 2004).

»  Production d'acides organiques

Les lactobacilles sont les microorganismes les plus fréquents pour la production d'acide
lactique (Djdel, 2007).

Les acides lactiques et acétiques sont produits lors de la fermentation lactique. Leurs

activités antimicrobiennes contre les germes pathogénes s’expriment de deux manieres:

Le premier effet de l'acide lactique correspond a une diminution du pH, qui est
préjudiciable a de nombreux microorganismes, le second effet est lié aux activités spécifiques

dissociés et non dissociés des acides organiques (Raibaud, 1994).
»  Production de H,0,

Le H,O, est un agent majeur de l'activité antibactérienne des bactéries lactiques, en
particulier celle de Lb, son effet inhibiteur peut s’exercer méme sur les bactéries a catalase
positive comme Pseudomonas aerogenosa et Staphylococcus aureus (S. aureus) (Ammor,
2004).

Le principal effet antimicrobien du H,O; est la contribution au blocage de la glycolyse.
(Ouwehaud et Vesterlund, 2004 ; Zalan et al., 2010).

»  Dioxyde de carbone (COy)

La formation de CO, crée un milieu anaérobie et son accumulation dans la bicouche
lipidique provogue un dysfonctionnement de la perméabilité membranaire. Les bactéries a
Gram négatif sont plus sensibles au CO, que les bactéries a Gram positif (Ouwehaud et
Vesterlund, 2004 ; Zalan et al., 2010).

>  Production de bactériocines

Le mode d’action des bactoriocines de Lb est bactericide et leur spectre d’activité est

restreint a des especes voisines (Leveau et Bouix, 1993).

-
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Les bactériocines agissent généralement sur la membrane cytoplasmique par la

formation des pores membranaires (Luquet et Courrieu, 2005).
6.2. Effet probiotique

Les bacteries lactiques sont utilisées dans de nombreuses fermentations et les
lactobacilles qui sont souvent cités pour leur caractere non pathogene, leur absence de

toxicité, ... (Leveau et Bouix, 1993).

-1l ressort de certaines études de la diarrhée des voyageurs, que la souche Lb. GG est efficace

en prévention des diarrhées survenant chez les touristes (Fedorak et Madsen, 2004).

Dans la diarrhée associée aux antibiotiques, il y’a une forte évidence d’efficacité pour Lb.

rhamnosus GG chez I’adulte et I’enfant avec thérapie antibiotique (FAO/OMS, 2001, 2002).

- L’ingestion de lait contenant Lb. acidophilus par des personnes intolérantes au lactose

améliorerait la digestion chez ces derniers (Leveau et Bouix, 1993).

-Les lactobacilles probiotiques inhibent I’adhésion des pathogénes aux cellules intestinales
(Kim et Ho, 2010). Certains lactobacilles auraient la capacité de bloquer physiquement

’acces des pathogénes aux entérocytes (Lebeer et al. 2010).
6.3. Role des lactobacilles dans I’industrie agroalimentaire

Les lactobacilles sont trés utilisés dans I’industrie, en laiterie, fromagerie, dans la
fabrication de choucroutes et interviennent dans les saumures et charcuteries (Giraud et
Rosec, 2004 ; Giraffa et al., 2010).

> Les lactobacilles dans I’industrie laitiére

Dans les yaourts Lb. delbreuckii subssp bulgaricus forme des peptides utilisés par
Streptococcus thermophilus qui forme de 1’acide formique qui est capable de le stimuler
(synergie). L’arome du yaourt est di a 1’acétaldehyde formé a partir de thréonine par
I’aldolase de Lb. delbreuckii subssp bulgaricus. Divers lactobacilles (Lb.casei,
Lb.plantarum...) interviennent pendant 1’affinage des fromages (Giraud et Rosec, 2004,
Giraffa et al., 2010).

-
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» Les lactobacilles dans les végétaux fermentés

Le role de Lb est également important dans les végétaux fermentés. Dans les ensilages,
il y’a d’abord intervention des coliformes qui utilisent 1’0xygeéne, puis de leuconostocs et
d’enterocoques, enfin de pediocoques et de lactobacilles (Lb.plantarum, Lb.casei, Lb.brevis)

Dans les cornichons, on trouve Lb.plantarum, Lb.brevis a c6té de Leuconostoc
mesenteroides, Entrococcus fecalis, Pediococcus cerevisiae. (Giraud et Rosec, 2004 ;Giraffa
et al., 2010).

> Les lactobacilles dans le vin et le pain

Dans certains pains les lactobacilles homofermentaires et hétérofermentaires
(Lb.delbreuckii, Lb.acidophilus,Lb.plantarum...) interviennent & c6té des levures.

Dans le vin, les lactobacilles participent a la fermentation malolactique (Lb.plantarum,
Lb.brevis, Lb.casei,.....) et a la dégradation de I’acide tartrique : Lb.plantarum, Lb.brevis
(Guiraud et Rosec, 2004; Giraffa et al., 2010).

7. Les lactobacilles comme agents contaminants des aliments

Dans toutes les denrées ou la flore lactique est présente, son activité métabolique peut
également se manifester par des effets négatifs sur la qualité des aliments du fait des

altérations provoquées par la production de métabolites.

Certaines souches de Lb hétérofermentaires ont un effet sur la qualité des viandes
conservées sous vide, ou la production de CO, par ces bactéries provoquent des défauts
d’aspect (gonflement des conditionnements) (Federighi et al., 2005). Elles provoquent aussi

le verdissement des viandes par action de H,O; qui transforme I’hémoglobine en choléglobine.

Dans le cidre, un mauvais gout di a D’acétate est provoqué par Lb.brevis,
Lb.plantarum, Lb.mali... (Guiraud et Rosec, 2004).

-
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8. Les lactobacilles dans la bioconservations des aliments

Beaucoup de travaux ont été menés dans le but de trouver des applications

agroalimentaires potentielles de Lb douées d’activités antibactériennes.

L’ajout de Lb. plantarum FST1.9 au Levin de panification Saccharomyces cerevisiae,
inhibe la prolifération de Fusarium culmorum et Penicillium roqueforti ; sur le pain, aussi
permet d’obtenir un pain de qualité supérieure et d’une durée de conservation plus longue

(Dalié et al., 2010).

Dans le domaine des produits laitiers, Lb rhamnosus LC705, associé a Propioni
bacterium freudenréichii subsp. shermanii JS, inhibe la prolifération de Rhodotorubra RHO
dans le yaourt et augmente de 5 semaines la durée de conservation de ce dernier

(Suomalainen et Mayra-Makinen, 1999).

L’utilisation de Lb.plantarum, Lb.reuteri et Lb.brevis associées a Saccharomycess
cerevisiae a permis de diminuer de 50% la quantité du propionate de calcium utilisée comme
antifongique dans les produits de panification tout en augmentant de huit jours la durée de

conservation du pain (Grez et al., 2009)

L’inoculation superficielle de concombre par Lb. plantarum CUK501 augmente de huit
jours la durée de stockage (Sathe et al., 2007). D’un autre c6té, Lb.acidophilus ATCC 20552 a
été proposée comme un bioconservateur de graines de céréales, du fait de son effet

antifongique contre Aspergilus fumigatus (Elsanhoty, 2008).

g
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1-Objectif et lieu de travail :

L’étude a été réalisée au sein du laboratoire de microbiologie 1 bloc 9 de
I’universit¢é Abderrahmane Mira Bejaia, durant la période, du mois de Février jusqu’au
mois de Mai 2017.

Cette étude a pour objectif d’isoler des souches de lactobacilles et d’en

sélectionner les plus performantes.
2. Matériels biologiques

> Echantillonnage

L’isolement des souches a été effectué a partir de différents produits laitiers : deux
échantillons artisanaux de Lben de chevre, un échantillon de Lben artisanal de vache, un
échantillon de Raib artisanal de vache, un échantillon de lait de vache, fromage frais

industriel et un échantillon de fromage artisanal nommé « Alatig »(Tableau I, annexe I1).

» Souches pathogénes

Les souches pathogénes utilisées appartiennent a la collection du laboratoire LMA.

Cing souches ont été utilisées pour 1’étude de ’activité antibactérienne (Tableau I1)

Tableau I1: I’origine des bactéries pathogénes

Souches L’origine Code
Staphylococcus aureus Lait cru S5
Escherichia coli ATCC 25922 Souche de réference ATCC25922
Proteus sp Urine 157 BB
Klebsiella pneumoniae Urine 6060 TT
Enterobacter cloacae Urine 5168 TT

3. Isolement et purification des isolats

> Isolement :

L’isolement des souches a été effectué sur le milieu MRS a pH 6,5 incubes a

différentes températures pendant 48h a 72h.

1 ml (ou 1g/fromage) du produit a été transfére dans un tube stérile contenant de

I’eau physiologique.
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A partir de cette solution et a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile, des isolements en stries

ont été réalisés sur boites de Pétri contenants le milieu MRS.

Au terme de I’incubation, un prélévement d’une colonie de chaque boite est déposé
dans un tube contenant le bouillon MRS puis chaque tube est réincubé pendant 48h
(Figure 1).

T~

/ Produit

Une goutte

Ecemencement et
Incubation a 30° et
37°/48h
e ——
O

Aprés incubation

Eau physiologique

Une colonie

f

Déposer une goutte
sur lalame

l coloration de Gram Bouillon MRS
Incubation a
Observation microscopique G X 100 30° et 37°C

Figure 1: Schéma illustratif des étapes de I’isolement.

.
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> Purification :

Des repiquages successifs et alternes bouillon/gélose sont effectués pour purifier les

souches et des colorations de Gram sont réalisées afin de vérifier leurs puretés.

Les souches considérées comme pures et qui possédent les caractéristiques des

lactobacilles (petite colonies blanchatres, Gram +, forme bacilles) sont conservées.

Les souches qui n’ont pas été pures ont été réisolées sur boite et les mémes étapes

citées précédemment ont été suivies.

Aussi, les cultures purifiées seront conservés pour des études macroscopique et

microscopique (coloration de Gram, catalase).
» La conservation a court terme :

La conversation des bactéries a été réalisée dans des tubes de gélose MRS inclinée.
Apreés incubation a 30 °C et 37 °C selon leur température optimale de croissance pendant
48h, les tubes sont conservées a +4 °C (Saidi et al., 2002).

4. ldentification

4.1. Caractéres morphologiques et culturaux

L’étude macroscopique a permis de décrire 1’aspect, la forme, le contour, la surface

et la couleur des colonies.

Les prélevements ont été réalisés sur gélose MRS solide pour les lactobacilles.
Apres coloration de Gram, une observation microscopique a été realisée afin d’examiner

la forme, le mode d’association et le Gram de ces bactéries.
4.2. Caractéres biochimiques :
4.2.1. Test catalase

L’enzyme catalase permet la dégradation de I’eau oxygénée (H2O) qui résulte de

I’oxydation mise en évidence par contact de la culture bactérienne avec 1’eau oxygénée.

Une goutte de H,0; est déposée sur une lame qui contient une colonie prélevée a
partir de la gélose MRS. La décomposition de H,O; est traduite par un dégagement gazeux

sous forme de mousse et de bulles, selon la réaction suivante (Guiraud, 2003):

=
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2H,0, catalase ,2H0 + O,

4.2.2. Production de gaz

Le but de ce test est de classer les bactéries selon le type respiratoire ; homofermentaires

et hétérofermontaires.

Les tubes de 10ml de bouillon MRS, contenant une cloche de Durham ont été

ensemencés avec une colonie bien distincte, puis incubés a 30° et a 37°C pendant 48h.

Au terme de cette étude macroscopique et microscopique seules, les souches a Gram

positif de forme bacille et a catalase négative sont retenues pour le reste du travail.

4.2.3. Fermentation des sucres

Les lactobacilles possedent la capacité de dégrader différentes sources de carbone
et ceci constitue un critére indispensable dans I’identification. Le test est réalisé en
cultivant les souches (une colonie) dans 2ml de bouillon MRS sans extrait de viande et

sans glucose additionné d’un indicateur de pH (le rouge de phénol).

Le glucose est remplacé par le sucre a tester introduit en solution a une
concentration finale de 1%. Les carbohydrates utilisés sont : le mannose, le L. arabinose, le
fructose, le maltose et le sorbitol. Le choix et le nombre des sucres ont été effectués selon

leur disponibilité.

Les solutions de sucres sont préparées en ajoutant 1gramme de sucre dans 100 ml
d’eau désilée, ensuite les solutions sont stérilisées au bain marie pendant 30 minutes a
100°C.

Apreés inoculation du milieu MRS & 1% de sucre, il est recouvert d’une fine couche

de I’huile de paraffine afin d’assurer les conditions d’anaérobiose.

Apres incubation pendant 48h, la fermentation des sucres se traduit par un trouble

du milieu accompagné par le virage de couleur du pourpre vers le jaune. Dans le cas

.
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d’absence de virage de couleur, on en déduit que le sucre testé n’est pas fermenté par la
souche (Tourneur, 1972; Samelis et al. ,1994).

4.3. Caractéres physiologiques
4.3.1Croissance a différentes températures

Ce test permet de distinguer les lactobacilles thermophiles des lactobacilles
mésophiles (Man et al., 1960; Leveau et al ., 1991). Les différentes cultures sont incubées
a des températures différentes : 30 °,37° et a 44°C pendant 48h sur bouillon MRS. La
croissance est appréciée par 1’apparition d’un trouble en comparaison avec un tube témoin

non ensemenceé (figure 4) (Hassaine, 2013).

Figure 2 : Présentation d’une Série de tubes ensemencés.

4.3.2. Croissance a différents pH

Trois milieux MRS ont été préparés dont le pH est ajusté a 4, 5 et a pH 9,6. La
présence d’un trouble signifie une croissance (Guiraud, 1998).

Pour chaque souche, une série de tubes contenant 5 ml du milieu MRS a
différents pH ont été ensemencés par une colonie de 48h sur milieu MRS, puis incubés a la

température optimale de croissance de cette souche.
4.3.3. Croissance en présence de différentes concentrations de Na Cl

Ce test permet de déterminer la résistance des souches au stress salin. (Larpent et
al., 1990 ; Samelis et al., 1994).
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Pour chaque souche, quatre tubes stériles contenant 5 ml de bouillon MRS a 2%,
4%, 6,5% et 10% de Na Cl ont été ensemencés par une colonie de Lb, incubé a 30 °C ou
37 °C pendant 48h.

La croissance de ces bactéries se manifeste par un trouble du milieu en comparaison

avec un tube témoin non ensemencé (Guiraud, 2003).
4.4. Caracteres technologiques
4.4.1. Thermorésistance

Ce test permet de sélectionner les espéces thermorésistantes. Des colonies de 48h sur
gélose MRS de Lb ont été inoculées dans des tubes contenant le bouillon MRS, ensuite ces
tubes ont été déposés dans un bain marie a une température de 60,5°C pendant 30min.
Puis soumis a un choc thermique, ensuite, incubés selon la température de croissance des
souches pendant 48h (figure 5) (Badis et al., 2004).

Figure 3 : Test de la thermorésistance.

4.4.2. Activité protéolytique

Selon Van den berg et al. (1993), I’activité est recherchée en milieu MRS gélosé

additionné de lait écrémé a 1% et 2% .

En effet 5ul de la culture fraiche (6 colonies/9ml de MRS) de chaque souche a été
déposé en spot sur gélose MRS additionnée de 1% et de 2% de lait écrémé puis incubé a
30°, 37°C pendant 48h (figure 6).
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Milieu MRS avec 1%de
lait écrémé

Milieu MRS avec
2% de lait écrémé

Déposer 5 pl en Déposer 5 pl en

spot spot

Culture fraiches de 18h de chaque
souche de Lb

S

/

Incubation a 30°,37°C selon la température optimale de croissance

de chaque souche de Lb pendant 48h

Observation des zones de protéolyse

Figure 4 : Etude du pouvoir protéolytique.
4.4.3. Activité antibactérienne

Ce test permet d’étudier la capacit¢ des lactobacilles a inhiber les souches

F

pathogeénes par la méthode de double couche.



Partie Il : Matériel et méthodes

Cette activité est mise en évidence par le test de spots. On observe 1’apparition de

zones d’inhibition dont le diamétre est mesuré en (mm) (Fleming et al., 1975).

Au préalable, une revivification des souches pathogénes, et une standardisation des

souches cibles testées a été réalisée.

La revivification des souches consiste a transférer 1ml de chaque culture des souches
pathogenes dans des tubes contenant 9 ml de bouillon nutritif. Ces bouillons ont été
incubés a 37°C pendant 18h a 24h. Le but de cette opération est d’obtenir des cultures

fraiches.
Standardisation des inocula

Le but de la standardisation de 1’inoculum bactérien, est d’avoir le méme nombre

de cellules bactériennes dans 1 ml de culture durant toute 1’expérimentation.

La standardisation a été réalisée par 1’isolement de chaque souche de Lb sur gélose
MRS. Aprés incubation a 30°C et a 37°C selon la souche durant une période de 48h, six
colonies identiques et bien isolées de chaque souche ont été repiquées dans 9ml de bouillon
MRS.

Ces derniéres ont été incubées a 30°C et a 37°C selon la souche durant 18h. La
méme procédure a été répétée avec les souches pathogenes en repiquant une colonie (apres
24h d’incubation sur gélose nutritive) chaque souche dans le bouillon nutritif incubé a
37°C pendant 18h. Au terme de I’incubation des dilutions décimales jusqu’a 10™° ont été

réalisées pour toutes les souches (cibles et testées) dans de 1’eau physiologique.

Un dénombrement des colonies a été réalisé respectivement sur gélose MRS pour

les bactéries testé et sur gélose nutritive pour les bactéries cibles (Figure 2et 3, annexe I).
Réalisation du test des spots

5l de la culture de lactobacilles fraiche (18h) a raison de 10° UFC/ml ont été
déposeés en spot sur la gélose MRS. Les spots sur gélose ont éte séchés 10 min devant le
bec benzéne. Les boites sont incubées a la température de croissance de chaque souche
(30° ou 37°C) pendant 18h.

=
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Au terme de I’incubation les spots sont recouverts par 9ml de gelose nutritive en
surfusion ensemencée a raison de 10° UFC/mI des souches cibles. Une fois solidifiées, les
boites sont incubées a 37°C pendant 18h a 24h (figure 7).

FA ) .
mm 'u Isolement sur gélose

MRS a30°C/48h

Transfert d’une colonie
dans bouillon nutritif

Transfert de 6 colonies

dans bouillon MRS 1ml de la

suspension

Incubation a 30°,37°C/18h
Incubation a 37°C/18h

Dép6t de 5ul de chaque

suspension bactérienne oml \

en spot
Incubation a 30°C/ 18h Gélose nutritive
a 24h en surfusion

Homogénéisation

ﬁ Verser sur la gélose MRS

Incubation a 37 C pendant 18h a 24h

!

Observation des zones d’inhibition

Figure 5 : Schéma de la réalisation du test des spots.
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Résultats et discussion

1. Isolement et purification

Des isolats ont été isolées a partir de sept échantillons de produit laitier (deux
échantillons artisanaux de Lben de chevre, un échantillon de Lben artisanal de vache, un
échantillon de Raib artisanal de vache, un échantillon de lait de vache, fromage frais
industriel et un échantillon de fromage artisanal de Boussaada nommé « Alatig ») sur

milieux MRS (Tableau I, annexe I1).

La purification des souches lactiques isolée par plusieurs repiquages successifs sur
milieux MRS (alternation sur milieux liquide), a permis d’obtenir trente trois isolats pures

de bactéries lactiques dont vingt bacilles et treize cocci.
Les vingt isolats de forme bacilles ont été retenus pour la suite de 1’étude.
2. ldentification

2.1. Etude des caracteres morphologique et culturaux
2.1.1. Aspect macroscopique des lactobacilles
e Sur milieu solide

Les cultures obtenues par isolement sur milieux MRS sont observées a I’ceil nu

pour caractériser la forme, la taille, I’aspect ainsi que la couleur des colonies (Badis et al.,
2005).

Sur milieu MRS solide, les cultures obtenues sur boites Pétri des isolats bacilles,
apparaissent sous forme de petites colonies lisses, plus au moins blanchatres, crémeuses, a

bord arrondi et bombé (Figure 8).

Figure 6 : Aspect macroscopique des isolats bacilles sur gélose MRS.
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D’apres Denis et al. (2007), les colonies de Lb sont généralement de petites taille,
lisses brillantes non pigmentées et souvent opaques. Dans les cas rares certaines espéces

comme Lb. plantarum donnent des colonies jaunatres ou rougeatres.

En effet, ces criteres macroscopiques des isolats bacilles correspondent aux

propriétés culturales décrites pour les lactobacilles (Badis et al., 2005 ; Mami, 2013 ).
e Sur milieu liquide

La croissance des bactéries apparait sous forme de trouble homogene et fumeux
dans le milieu MRS liquide, dans certains tubes ce trouble est concentré au fond du tube a
la recherche des conditions anaérobiques (figure 9). Ce qui a été observé par Kihal (1996)
et Carr et al. en 2002.

Figure 7 : Aspect d’une culture pure dans un milieu liquide (T : témoin ; E :

ensemence)
2.2.2. Aspect microscopigque

L’étude microscopique est basée sur la coloration de Gram qui a rapporté une
forme de bacille en batonnet et parfois coccobacille d’une couleur violette dont le mode

d’association varie d’une souche a une autre.

Ces observations permettent de classer initialement les isolats selon le Gram, leur

morphologie cellulaire et leur mode d’association (Joffin et Leryal, 1996).

L’examen microscopique des isolats, nous a permis d’éliminer les souches aux

formes cocci. Par conséquent, sur les trente trois souches de bactéries lactiques isolées,
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vingt souches seulement étaient de Gram positif et de forme bacillaire. Ces derniéres ont

été retenues pour plus d’investigations (FigurelO, tableau I1).

~ /J
\ / ’
o \ )
- ' I
1 . ]
t 7
!
-
) s | -
k. ” \
- 4
8, . e L oy
16t -
o A
s
4R -
N
1
. ¥ <

Figure 8 : Aspect microscopique de quelques isolats de forme bacille.

D’apreés Axelsson (1993) et Euzeby (2006), les souches de lactobacilles sont
constituées de bacilles longs et fins souvent regroupées en chaine (parfois incurvées), ou de

coccobacilles (coccoide).

Selon Laprent (2000) et Guiraud et Rosec (2004), les lactobacilles sont des bactéries,

en forme bacillaire souvent allongées, groupées en paires ou en chaines.
2.2. Caractéres biochimiques
2.2.1. Test catalase

Sur les vingt isolats de bacilles, quinze souches sont catalase négative (absence
défervescence) (Figure 11, tableau I1) (Carr et al., 2002), ce qui nous laisse déduire que

les souches isolées sont des bactéries lactiques.

Figure 9 : Exemple d’un résultat négatif du test de catalase.

Toutes les souches catalase positives sont éliminées, seule les quinze souches a

catalase négative sont retenues et conservées pour la suite de 1’étude.
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Tableau 111 : Résultats de 1’étude microscopique et du test de la catalase des souches
retenues.
Souche Forme et mode d’association | Gram Catalase
S1 Gros bacilles en amas + -
S2 Diplo coccobacilles + -
S3 Gros bacilles en amas + -
S4 Coccobacilles isolés + -
S5 Gros bacilles isolés + -
S6 Coccobacilles en chainette + -
S7 Bacilles long isolés + -
S8 Coccobacilles en chainette + -
S9 Bacilles fins isolés + -
S10 Bacilles fins en amas + -
S11 Coccobacilles en chainette + -
S12 Diplo coccobacilles + -
S13 Coccobacilles en chainette + -
S14 Coccobacilles en chainette + -
S15 Bacilles en amas + +
S16 Petit bacilles en chainette + +
S17 Bacilles fin + +
S18 Bacilles en chainette + +
S19 Petits bacilles isolés + -
S20 Cocco bacilles isolés + +

Aprés avoir effectué 1°‘examen de la recherche de la catalase et la coloration de
Gram, toutes les bactéries a Gram positif et a catalase négative sont présumées comme
bactéries lactiques (Kihal, 1996 ; Carr et al., 2002).

Certaines souches peuvent accumuler du peroxyde d'hydrogene (Condon, 1996) et
selon le Bergey’s Manuel de la Systématique Bactérienne « les Firmicutes », les

lactobacilles sont catalase négative (de Vos et al., 2009).
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Les résultats de 1’examen macroscopique sont similaires a ceux décrits pour le
genre Lactobacillus par Sutra et al. (1998) et De Vos et al. (2009). D’aprés Mami (2013),
les résultats microscopiques des quinze souches correspondent a ceux du genre

Lactobacillus.

2.2.2. Production de gaz

Un des criteres d’identification des espéces de lactobacilles est I’étude du type

fermentaire. Le meétabolisme énergétique des lactobacilles est exclusivement fermentaire
(Leveau et Bouix ; 1993).

Certaines especes sont homofermentaires (homolactiques) ne produisant que I’acide
lactique, d’autres hétérofermentaires (hétérolactiques) produisant de 1’acide acétique, de
I’acétaldéhyde, de 1’éthanol et du dioxyde de carbone (CO,) a coté de I’acide lactique (De
Vos et al., 2009 ; Nanatani et Abe, 2011).

Le développement d’une souche homofermentaire conduit a [’apparition d’un
trouble sans production de gaz, par contre, dans le cas d’un métabolisme
hétérofermentaire, la croissance se manifeste par I’apparition d’un trouble avec production

de gaz recueilli dans la cloche de Durham (Dicks et Van Vuvren, 1987 ; Axelsson, 2004).

La production de gaz se manifeste par le flottement de la cloche qui est vider du
milieu (Kheddid et al., 2006).

La plupart des souches sont homofermentaires, en effet douze souches parmi les

quinze retenues ne produisent pas de gaz.

Les figures (12 (A-B)) ci-dessous présentent le résultat de la production de gaz.

&
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(A) : Exemple de souche (B): Exemple de souche
hétérofermentaire homofermentaire

Figure 10 : Test de production de gaz (T: témoin, E : ensemence).
2.2.3. Fermentation des sucres

La caractérisation des différentes especes du genre Lactobacillus repose

essentiellement sur leur capacité a fermenter les carbohydrates (Carr et al., 2002).

L’analyse des profils fermentaires révéle une diversité métabolique des
carbohydrates chez les isolats retenus, la figure 12 illustre un exemple de résultat positif.

" E

Figure 11 : Exemple de résultat positif du test de fermentation des sucres

E
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(T : témoin ; E : ensemencé)

Toutes les souches fermentent le fructose, le mannose et le maltose sauf la souche

LbV1 qui ne fermente pas le mannose.

Les cing sucres testés sont tous fermentés par les deux souches S7 et S8.

Le sorbitol est fermenté par huit souches et le L. arabinose est fermenté par cing

souches (Tableau I11).

Tableau IV : Profile fermentaire des isolats.

o — N o < (o))

i (9\] o < Lo (o] N~ (e 0] (o] — — — — — —

) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
Fructose + |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
Manose + |+ [+ [+ |+ |+ |+ |+ [+ [+ |+ |+ |+ [+ [+
Maltose - [+ [+ |+ | [ [+ |+ | [+ |+ |+
L.arabinose | + | - - - + |+ |+ |+ |- - - - - - -
Sorbitol S I I T S I IR I R I S I I I

(+ : dégrade le sucre ; - : ne dégrade pas le sucre)
Cependant, le nombre de sucres utilisés ne permet pas de déterminer 1’espece des

souches étudiées.

L’identification des espéces repose sur la comparaison de divers caractéres
phénotypiques de la souche a étudier vis-a-vis de ceux d’une souche de référence (Carr et

al, 2002) et les caracteres étudiés durant notre travail sont insuffisant pour pouvoir

identifier les souches sélectionnées a 1’échelle espece.

2.3. Caractéres physiologique
2.3.1. Croissance a différentes températures

Ce test permet de faire la différence entre la flore thermophile et mésophile (Carr et al.,

2002).

Dans cette étude, trois températures ont été testées 30°, 37° et a 44°C.
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Les résultats obtenus montrent que toutes les souches poussent a 30 et 37°C.

Cependant, huit souches poussent méme a 44°C :

Les sept souches (S2, S3, S5, S6, S10, S12, S14) qui poussent a 30°, 37° et non a 44°C

sont considérées comme des souches de type mésophiles.

Les huit souches (S1, S4, S7, S8, S9, S11, S13, S19) qui poussent a 30° et 37°C et a

44°C sont qualifiées comme des souches thermophiles (Tableau IV).

Tableau V : Résultats du test de croissance a différentes températures.

Tempera- O |ld | N|m| x| o

— A ™ < o] (o] N~ [o0] ()] i i i i — —

ture n lnlunlunl Hnlunlunl Ol o|lunlnln|ln|nl n
30°C |+ |+ [+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+

+
n
n
n
n
n

37°C |+ |+ |+ |+ [+ [+ |+ |+ |+

44°C |+ |- |- |+ |- |- |+ |+ |+ |- |+ |+ |- |- |+

La température optimale de croissance des lactobacilles est généralement comprise
entre 30et 40°C, elle est de 37°C pour la plupart des espéces (Collins et al., 2009) et selon
Larpent et Bourgeois (1989), les souches du genre Lb se cultivent a 7, 15, 30 et 45°C.

D’aprés de Roissart et Luquet (1994), Collins et al. (2009), une culture de

lactobacille peut étre observée a des températures allant de 2 a 53°C.

L’emploi des tests (croissance a différentes temperatures, recherche du type
fermentaire) nous ont permis d’établir une pré-identification pour les souches, nous avons
subdivisé ces dernieres en deux groupes (groupe 1: homofermentaires et

hétéerofermentaires, groupe 2 : meésophiles et thermophiles).

La classification des lactobacilles pourrait étre mieux menée si nous avions pu
entame la recherche de la production de gaz a partir du gluconate, en plus du test de
production de gaz a partir du glucose. Cela nous aurait sans doute permis de classer plus

facilement les lactobacilles isolés selon leur type fermentaire (lactobacilles
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homofermentaires, lactobacilles hétérofermentaires facultatifs et lactobacilles

hétérofermentaires obligatoires) (Demarigny et al., 1996).
2.3.2. Croissance a différents pH

Toutes les souches de lactobacilles présentent une trés bonne croissance a pH 5,
mais aucune ne croit a pH 9,6. En effet, les lactobacilles ne poussent pas a pH 9 (Larpent,
2000) et le pH optimum de leur croissance est de 5,5 mais poussent aussi a pH neutre
(Collins et al., 2009).

A pH 4, la croissance différe d’une souche & une autre, trois souches (S7, S8, S9)
présentent une trés bonne croissance. Cependant une faible croissance est notée pour les
dix souches (S1, S2, S3, S5, S6, S11, S13, S12, S14, S19) et seule deux souches S4 et S10
qui ne présentent aucune croissance a ce pH. Effectivement, les lactobacilles croient a pH
4,5 (Larpent, 2000) et sont des acidotolérants dont de nombreuses especes sont impliquées
dans des fermentations alimentaires (Federighi et al., 2005). Selon Leveau et Bouix
(1993), les lactobacilles résistent a des pH acides allant jusqu’a 3,5 (Tableau V).

Tableau VI : Résultats du test de croissance a différentes pH

Souche
o — N o™ < (@))
— [9V} o™ <t Ln O N~ o0 [@)] — — — — — —
) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
4 + |+ + - + + |4+ |+ |+ |+ + + + +
+ R T
T 5 e I R e B e B T e T i i T S S
ol + + + + |+ + |+ + + + + + + + +
96 | - - - - - - - - - - - - - - -

2.3.3. Croissance a différentes concentration de NaCl

Les résultats obtenus montrent que toutes les souches étudiées présentent une trés

bonne croissance en présence de 2%, 4% et 6,5% de NaCl.

Cependant, en présence de 10% de NaCl, seules les deux souches S5 et S9
présentent une bonne croissance, les souches S1, S2, S6, S7, S13, S12, S14 présentent une
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faible croissance. Une trés faible croissance est notée pour cing souches (S3, S4, S14, S8,

S11). La souche LbRV1 ne présente aucune croissance a ce taux de NaCl (Tableau V1).

Tableau VII : Résultats du test de croissance a différentes concentration de NaCl.

(e}

—

e gl sls|sls|n 88|87

200 | 4+ [+ [ ++ [+ [+ [ FF [ [ | | | | | A A [+

S + |+ [+ [+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |

5 4% [ ++ [ ++ | ++ | ++ [ ++ [ ++ [ ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ | ++ [ ++ | ++

'g O + [+ [+ [+ [+ [+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ [+

§ chs 6,5 |++ | ++ [ ++ | ++ | ++ | ++ | F+ [+ | [ | | | | |+

e % [+ [+ |+ |+ |+ [+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ [+

8 10 | + + |- -+ |+ ++ [ +H- |- ++ | + + +- |+
%

En effet, les lactobacilles peuvent résister a des concentrations de 4, 6 et 10% de

NaCl (Larpent et Bourgeois ,1989), ce qui induit leur utilisation dans les saumures et

charcuteries (Giraud et Rosec, 2004 ;Giraffa et al .,2010).

dans le tableau I, annexe Il.

3. Caracteres technologiques

Les résultats des caractéres physiologiques étudiés dans cette partie sont résumés

3.1. Etude de la thermorésistance

La majorité des souches sont thermorésistantes (Figure 14), ou nous avons observé une

croissance sur bouillon MRS aprés un traitement thermique pendant 30 minutes a 60,5°C.
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Figure 12: Résultat de la thermorésistance

Cependant, seules deux souches (S5 et S14) parmi les quinze sont dépourvues de la

thermorésistance (Tableau VII).

Tableau 11X : résultats de la termorésistance.

Souche Al o s|w|lo|~xlo o822 Y2 T2

«— «— i «— «— i

wn wn wn (%2} wn wn wn wn wn ) ) ) n n n

Thermoré- | + | + | + | + | + | - | + | + | + | + | + | + |+ | - | +
sistance

Afin de sélectionner des souches de Lb performantes douées de quelques propriétés

technologiques, des tests d’activités ont été réalisés.
3.2. Activité protéolytique

L'activité protéolytique est une caractéristique technologique importante chez les
bactéries lactiques puisqu'elle leurs confére la capacité de croitre efficacement dans le lait
(Maghnia, 2011).

L*activité protéolytique des souches isolées a été traduite par la présence d‘un halo
claire d*hydrolyse de la protéine du lait (caséine) sur boite de MRS additionnée de lait
écrémé a des concentrations de 1% et 2% (Maghnia, 2011 ; Hassaine, 2013 ) (Figure 14).

E
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Figure 13 : Exemple positif d’activité protéolytique

Les résultats obtenus (Tableau 1V, annexe 1) montrent que seules deux souches
(S10 et S5) qui ne présentent pas d’activité protéolytique (pas de zone claire) dans les

deux concentrations (1% et 2% de lait écrémé) (Figure 15).

Figure 14 : Exemple d’absence d’activité protéolytique (absence de zones claires).

Huit souches (S1, S2, S3, S4, S6, S12, S7, S19) possedent une activité
protéolytique dans le milieu MRS a let a 2% de lait écrémé, dont le diamétre de la zone

claire varie entre 2 a 10 mm.

Le diamétre est plus important au niveau du milieu MRS a 2% de lait écrémé ou

la souche LbLC4 a montré le plus important diameétre de protéolyse (10 mm).

Les souches (S1 et S2) présentent une activité protéolytique importante dans les

deux concentrations (1% et 2% de lait écrémé) avec un spectre de 4 a 8 mm.

E
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Ces résultats (Figure 16) nous permettent de confirmer d‘une part le caractére
protéolytique ou non des souches isolées et d‘autres parts la présence d‘une protéase de

paroi comme il a été rapporté par les travaux de Desmazeaud (1992).

12 7 Diamétre (mm)

10

. 1% de lait écrémé

. 2% de lait écrémé

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S19

Souches

Figure 15: Résultats de I’activité protéolytique

Les especes du genre Lactobacillus ont besoin d’un systéme de protéolyse pour

tirer le maximum d’acides aminés de la caséine (Chen et al., 2004).

Selon Castberg et Morris (1976), les lactobacilles produisent généralement des
protéinases neutres actives sur le -a, -8 et -K caséine mais l'intensité de leur activité est
extrémement variable d’une espéce a une autre. Les travaux de Litopoulo —Tzanet et
Tzanetakis (2011), ont montré que les activités d’aminopeptidase sont largement dues aux

lactobacilles.

L’activité protéolytique des bactéries lactiques est essentielle pour leur croissance
dans le lait ainsi que pour le développement des propriétés organoleptiques des différents

produits laitiers (Savoy et Hebert, 2001 ; Hassaine et al., 2007).

3.2, Activité antibactérienne

Pour I’é¢tude de [D’activité antibactérienne des souches de Lb, cing souches
pathogenes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus sp., Klebsiella

pneumoniae, Enterobacter cloacae) ont été utilisées .
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Au préalable, une revivification des souches pathogénes et une standardisation

pour les souches cibles et les souches testées ont été effectuees.
3.2.1. Observation macroscopique des souches pathogenes

L’ensemencement des souches pathogénes sur milieu nutritif solide et liquide nous
a permis d’obtenir des colonies a différents aspects, selon la souche, sur la gélose nutritive
(Figure 18-A), et la croissance apparait sous forme de trouble homogene sur le bouillon
nutritif (Figue 18-B).

A B
Figure 16 : Aspect des pathogenes sur milieu solide (A) et liquide (B).

3.2.2. Observation microscopique des souches pathogénes

Les résultats de 1’observation microscopique des souches pathogenes sont illustrés

dans le tableau V, annexe II.
3.2.3. Standardisation des inocula

Afin de travailler toujours avec un nombre bien déterminé de culture bactérienne,

une standardisation des inocula a été réalisée.

Aprés le dénombrement effectué pour les lactobacilles et pathogénes, le nombre de
cellules viables obtenu aprés ensemencement de six colonies de Lb dans 9 ml de bouillon
MRS est d’environ de10? UFC/ ml. Cependant, les pathogénes donnent un nombre qui se
situe entre 10" et 10° UFC/ml & partir d’une colonie ensemencée dans le bouillon nutritif
(Tableau VI et VII, annexe 1)

Les quinze souches sélectionnées ont été testées pour leur capacité a inhiber des
bactéries pathogénes a savoir (E. coli, Staphylococcus aureus, Kalebsiella pneunoniae,

Proteus sp., Enterobacter cloacae) (Figure 19).
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Figure 17 : Exemple de résultats positifs du test de spots.

Les résultats obtenus (Tableau 11X, annexe II), montrent que les cultures
bactériennes des souches sélectionnées ont des activités antibactériennes trés intéressantes
(Figure 20).

45 - )
Diarmétre (mm)
40
35
30 m E.coli
25 B S. aureus
20 - I i | —— Kalebsiella pneunoniae
15 - B Proteus sp
B Enterobacter cloacae

10 -
5 _
0 - T

Souches

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10S11S125S13S514519

Figure 18 : Résultat de I’activité antibactérienne.

Le plus important diamétre d’inhibition est obtenu par la souche LbLC4 vis-a-Vis

Kalebsiella pneumoniae.
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Les Lb possédent un spectre d’activité inhibiteur trés varié. Neuf souches (S1, S3,
S4, S5, S10, S11, S13, S12, S19) ont présenté une activité inhibitrice vis-a-vis de tous les

pathogenes ou la zone d’inhibition a atteint un diamétre de 40mm.

Les deux souches (S1 et S5) présentent 1’activité inhibitrice la plus importante avec

des zones d’inhibitions qui varient entre 12 et 32mm.

Seule la souche S9 a montré une activité antagoniste a 1’égard d’une seule souche

pathogene (Enterobacter cloacae).

Les souches présentant une zone claire d’extension latérale supérieure a 0,5 mm
sont considérées comme productrices de substances antibactériennes (Fleming et al.,
1975)

L’inhibition est notée positive lorsqu’elle est supéricure a Imm (Schillinger et

Lucke, 1989).

Un diamétre maximal de 30 mm a été obtenu avec la souche S5 a I’égard d E. coli
et de 22 mm a I’égard de S. aureus par la souche LbFR1.

Ces résultats sont supérieurs a ceux rapportés par Belarbi (2011) ou la croissance
de S. aureus et la croissance d’E. coli sont inhibées par le genre Lactobacillus avec un
diametre de 10 mm.

L’inhibition des souches de S. aureus par des souches de Lb. plantarum a été déja
décrite par Mami et al. (2008) qui ont mentionné que des souches de Lb. plantarum
isolées du lait cru de chévre inhibent des souches de S. aureus.

L’inhibition des souches d’E. coli par certaines souches de Lb. plantarum a été

décrite par plusieurs travaux (Todorov et al., 2004 ; Karthikevan et Santosh, 2009).

Hamed et Elattar (2013), ont trouvé des valeurs comprises entre 31 a 38mm en
étudiant 1’effet antibactériens de souches de Lb. plantarum isolées a partir de lait de
chamelle vis-a-vis d’E. coli. Ces résultats sont supérieurs aux notre, ou les diameétres
obtenus se situent entre 6 et 30mm.

Les résultats retrouvés montrent que certaines souches de lactobacilles sont dotées
d’une bonne activité antibactérienne Vvis-a-vis de la souche Proteus sp. Cependant, ces

résultats ne sont pas similaires a ceux publiés par Labioui et al. (2005) qui ont rapporté

o
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que les souches de Lb présentent une faible activité a 1’égard de Proteus mirabilis, cette

différence pourrait étre liée aux especes de Proteus.

L’activité inhibitrice des lactobacilles peut avoir deux origines :

La premiére est la production de 1’acide lactique et/ou acétique; en effet les
lactobacilles sont connues pour avoir une grande résistances au pH acide contrairement aux
autres genres de bactéries lactiques (Wong et Chen, 1988 ; Podolak et al., 1996, Wilson
et al., 2005).

La deuxiéme provient de la production de substances organiques et probablement des
bactériocines ( Oyetayo et al., 2003, Avila et al., 2005, Cocolin et al., 2007).

Généralement, les especes du genre Lb sont catalase-négative et certaines souches
peuvent accumuler du peroxyde d'’hydrogene (Condon, 1987). Le peroxyde d’hydrogene
est toxique et capable d’inhiber de nombreux germes pathogénes qui ne peuvent pas le
dégrader (Otero et Nader-Macias, 2006; Pridmore et al., 2008).

Malgré que les bactéries Gram+ sont généralement plus sensibles a 1’effet
bactéricide des bactéries lactiques (Onda et al., 2003) et les bactériocines sont surtout
actives sur les pathogenes a Gram+ (Biswas et al., 1991), la plupart des souches Lb
retenues possédent une activité antagoniste a 1’égard des bactéries pathogénes Gram
négatives en plus de celles présentées a 1’égard de S. aureus.

D’aprés Federighi (2005), le diacétyl produit du métabolisme du citrate par
plusieurs Lb est capable d’inhiber des bactéries a Gram négatif.

En général, les résultats des caractéres physiologiques et des tests technologiques
de certaines souches sont satisfaisants pour quelques caractéres et non pour d’autres. La
souche S1 est thermorésistante, possedent une bonne activité protéolytique et
antibactérienne et résiste au stress salin. Cette souche pourrait étre utilisée comme ferment
ou auxiliaire de fermentation dans différents produits fermentés et comme bioconservateur.
D’autres souches, tel que S1, S10, S13 présentent une bonne activité antibactérienne mais
une faible activité protéolytique.

&



Conclusion



Conclusion

Au cours de cette étude réalisée au niveau du Laboratoire de Microbiologie
Générale, les objectifs fixés étaient d’isoler et de sélectionner des souches de lactobacilles

performantes.

A D’issue de ce travail, des souches de bactéries lactiques ont été isolées a partir

des échantillons de quelques produits laitiers sur milieu MRS et purifiées.

Les souches isolées ont subies une série de tests biochimiques, physiologiques et
d’activites.

Les résultats de 1’étude des caractéres morphologiques et culturaux (étude
macroscopique et microscopique) et des caractéres biochimiques (recherche de la de
catalase, production de gaz) ont montré que sur trente trois souches isolées, seules quinze
souches correspondent au caractéristiques de lactobacilles (forme bacille ou cocobacille,

Gram+, catalase négative). Ces derniéres ont été retenues pour la suite de 1’étude.

Les tests physiologiques (température, pH, NaCl ) ont révélé que 14 souches (sauf
LbRv10 qui ne poussent pas a pH) poussent a pH 4 et 5 et résistent aux fortes

concentrations de NaCl allant jusqu’a 10%, avec huit souches thermophiles.

Les résultats des tests technologiques ont montré que 13 souches (sauf LbF1 et
LbLC5) sont thermoreésistantes. Les zones de protéolyse obtenues sur gélose au lait
écrémé ont montré que huit souches (S1, S2, S3, S4, S6, S7, S12, S19) présentent une
bonne activité, en présence de 2% de lait écrémé, d’un diamétre qui varie entre 5 et 10 mm.
Les résultats de I’étude de ’activité antibactérienne ont montré que les quinze souches de
Lactobacillus sont douées d’activité antibactérienne vis-a-vis de  1’ensemble des
pathogénes testés (Staphylococcus aureus, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus sp,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae). En effet des zones d’inhibitions de 6 a 40
mm ont été obtenues. Le plus important diamétre d’inhibition est obtenu par la souche (S2)

vis-a-vis Kalebsiella pneumoniae (40 mm).

Pour conclure, les résultats obtenus suggerent [’utilisation des souches
sélectionnées appartenant au genre Lactobacillus dans I'industrie agroalimentaire dans la
fabrication des produits laitiers fermentés. Ces dernieres, peuvent étres utiliser comme

bioconservateurs . Cependant le travail effectué est insuffisant pour confirmer ces résultats.

Il faudrait alors en perspective :

¢
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Repéter ces tests plusieurs fois afin de confirmer les résultats obtenus

Etablir une identification des souches isolées en réalisant plus de tests biochimiques
ou en utilisant des galeries biochimiques (la galerie APIC50 CH).

Etudier d’autres propriétés technologiques tel que: le pouvoir acidifiant,
aromatisant, texturant, épaississant. ..

Elargir la gamme des bactéries cibles de I’activité antibactérienne et chercher
I’origine de cette activité.

Etude des propriétés technologiques des souches isolées en cultures mixtes.

Utilisation de ces souches dans la mise au point de produits laitiers fermentés.

&
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Annexe I

Tableau | : L’origine des échantillons laitiers.
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Tableau 11 : Caractéristiques physiologiques des souches isolées.
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Tableau I11: Diamétre des zones protéolytique des souches isolées.
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Tableau V: Aspect microscopique des souches pathogenes
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Tableau 1V: Résultats de la standardisation des souches de souches testées.

Souche <
bactérienne | » | & | B | D | B | B | B | B3| B g 53 % % n c%
L’inoculum

standard 2 |26 3 123|136/35(32|5 |26 4 312311826 3
10° UFC/ml

Tableau V: Résultats de la standardisation des souches de bactéries cibles.

Souches E. coli Staphylococcus | Kalepsiella | Proteus sp | Enterobacter
bactériennes aureus pneunoniae cloacae
L’inoculum

standard 4,5x108 1,3x10° 1,7x10%° 10° 10°
(UFC/ml)




Tableau VI : Diamétre de zones d’inhibitions des 15 souches isolées vis-a-vis des souches

pathogenes (test des spots)

souches
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Annexe 111

Composition des milieux de culture et des solutions utilisées

Tableau | : Composition de bouillon nutritif (Guirand, 2003)

Composant Quantité
Extrait de viande 50
Peptone 109
Chlorure de sodium 50
Eau distillée 1000 ml
pH final 7,2
Autoclaver a 120°C pendant 20 minutes

%+ La composition de la gélose nutritive : Bouillon nutritif plus15 g d’agar.



Tableau 111 : Composition de bouillon MRS (Guiraud, 2003)

Composant Quantité
Peptone 109
Extrait de viande 10g
Extrait de levure 590
Glucose 20 ¢
Tween 80 1ml
Phosphate bipotassique 290
Acétate de sodium 59
29
Citrate d’ammonium
Sulfate de magnesium, 7H20 0,29
Sulfate de manganése, 4H20 0,059
Eau distillée 1000 mi
pH final 6,5+/-0,1
Autoclaver a 120°C pendant 20 minutes

+¢* La composition de la gélose MRS : Bouillon MRS plus 15 g d’agar

Tableau IX : Eaux physiologie (Guiraud, 2003)

Composant Quantité
NaCl 99
Eau distillé 1000 ml

Autoclaver a 120°C pendant 20 minutes







Résumé

Au cours de cette étude réalisée les objectifs fixés étaient d’isoler et de sélectionner des
souches de lactobacilles performantes .A 1’issue de ce travail, des souches de bactéries
lactiques ont été isolées a partir des échantillons de quelques produits laitiers sur milieu MRS
puis purifiées. Les résultats obtenus par I’étude des caractéres morphologiques et culturaux et
des caractéres biochimiques ont permis de retenir 15 souches présumees appartenant au genre
Lactobacillus. Les résultats fournis par 1’étude des caractéres physiologique semblent plus au
moins intéressant car la plupart des souches résistent aux conditions hostiles (température, pH,
NaCl) avec huit souches thermophiles.

Néanmoins, Seules deux souches (S1 et S2) présentent une activité protéolytique importante (3
al0 mm) dans les deux concentrations (1% et 2% de lait écrémé). Les résultats de 1’étude de
I’activité antibactérienne ont montré que les souches de lactobacilles testées sont capables de
synthétiser des substances inhibitrices. En effet, les quinze souches de Lactobacillus sont
douées d’activité antibactérienne vis-a-vis de 1’ensemble des pathogénes (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus sp, Klebsiella pneumoniae et Enterobacter
cloacae), avec des zones d’inhibitions de 6 a 40 mm.

En résumé, les résultats obtenus suggerent 1’utilisation des souches sélectionnées appartenant
au genre Lactobacillus dans Il'industrie agroalimentaire peuvent étres utilisé comme
bioconservateurs. Cependant, ce travail doit étre poursuivi afin de confirmer ces résultats.

Mots clés : Isolement, lactobacilles, pouvoir protéolytique, activité antibactérienne.

Abstract :

During this study realized in the laboratory of microbiology the objectives set were to isolate
and to select performing strains of lactobacillus. At the end of this work, strains of lactic
bacteria were isolated from some samples of dairy products then purified. Results of the study
of morphological ,cultural and biochemical characteristics Have allowed to select 15 strains
presumed to belong to Lactobacillus’s genus. The study of physiological characteristics has
shown that most of the strains are resistant to hostile conditions (temperature, PH , NaCl) , and
eight of those strains are thermophilic.

However, only two of the strains isolated (S1 and S2) exhibit significant proteolytic activity (3
to 10 mm) in both concentrations (1% and 2% of skimmed milk). The study of the antibacterial
activity showed that the strains of lactobacilli tested can synthesize inhibitory substances.
Indeed, The fifteen strains of Lactobacillus have an antibacterial activity against the pathogens
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus sp, Klebsiella pneumoniae
and Enterobacter cloacae), zones of inhibition vary between 6 to 40 mm.

To recapitulate, the results obtained suggest the use of selected strains belonging to the
Lactobacillus’s genus in the agri-food industry where they can be used as bioconservatives,
however this word has to be continued in order to confirm these results.

Keywords : Isolation, lactobacilli, proteolytic activity, antibacterial activity.
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