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Introduction.

Les bactéries lactiques sont un groupe bien connu des micro-organismes traditionnellement associés
aux fermentations alimentaires. Les bactéries lactiques sont traités avec le statut généralement
considéré comme sir (GRAS) et se révelent bénéfiques et apportent des améliorations a la santé de
I’hote (Deepika et al., 2009), parmi les principales caractéristiques de certaines bactéries lactiques,
la production d'exopolysaccharides qui sont considérés comme des biopolymeéres synthétisés dans le
milieu intracellulaire ou sécrétés dans le milieu extracellulaire (Abarquero et al., 2022), les EPS
produits par les bactéries lactiques constituent un groupe diversifié de polysaccharides produits par
nombreuses especes, leur caractéristiques moléculaires et structurelles y compris les mécanismes de
synthése varient considérablement (Juraskova et al., 2022). Ces derniers temps plusieurs éléments
de preuve ont montré que les EPS produits par les bactéries lactiques sont associées a nombreux réles

fonctionnels et des avantages pour la santé humaine et dans I’industrie (Lynch et al., 2018).

Ces biopolymeéres jouent un role important dans la réalisation de I’adhésion intestinale, qui est
considérée comme un caractére de sélection des souches potentiellement probiotique, il a été
démontré que les souches capables d’adhérer aux monocouches cellulaires présentent également des
caractéristiques d’autoaggregation et d’hydrophobicité déterminées par 1’adhésion microbienne aux
hydrocarbures. Par conséquent, ces deux traits peuvent étre utilisés pour le dépistage préliminaire
afin d'identifier les isolats potentiellement adhérents (Bautista-Gallego et al., 2013). Les Propriétés
de la surface cellulaire, y compris I'nydrophobicité et l'autoagrégation sont deux caractéres
indépendants considérés comme indicatif de l'adhésion des cellules probiotiques aux cellules
épithéliales dans l'intestin humain. Ces caractéristiques une fois trouvé permettre d’inhibé les
microorganismes pathogénes et rétablir I'équilibre écologique du tractus gastrointestinal (Wang et
al., 2021).

L’objectif de notre travail est d'isoler et d'identifier des souches de bactéries lactiques productrices
d’EPS a partir de lait de chevre puis I'étude de la relation de quelques paramétres de surface

bactérienne comme 1'hydrophobicité 1'autoagrégation et 1’adhésion avec la production d’EPS.



Bactéries lactiques.

1.1 Caractéristiques principales

Le terme bacteéries lactiques a été progressivement accepté au début du 20°™ siecle. Autres termes
comme « acidification du lait » et les bactéries « productrices d'acide lactique » avait déja été utilisés
pour les mémes bactéries provoquant une Iégere confusion, cela s'est terminé par la publication d'une
monographie sur bactéries lactiques décrites par Orla-Jensen, 1919, un des travaux qui ont eu un
grand impact sur la systématique des bactéries lactiques (Khalid, 2011). Les bactéries lactiques
forment un groupe hétérogéne compose de coques et de bacilles, dont la principale caractéristique est
la production d’acide lactique a partir de la fermentation des sucres, il regroupe plusieurs genres
bactériens dont les plus étudiés sont Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Pediococcus et Bifidobacterium (Badis et al., 2005). Elles sont classées comme des bactéries a Gram
positif qui ont une faible teneur en Guanine + Cytosine (G + C), sont tolérantes aux acides, non
mobiles, ne forment pas de spores. Ces bactéries constituent une classe importante de
microorganismes procaryotes utilisées dans 1’alimentation, sont considérées comme non pathogenes
et se voient attribuer le qualificatif anglo-saxon d’organismes « Generally Recognized as Safe »
(GRAS) (Drouault et Corthier, 2001).

Les bactéries lactiques sont trés fréquentes dans la nature grace a leur bonne capacité d’adaptation,
elles peuvent se retrouver a 1’état libre dans I’environnement (eau, eaux usées, sol...etc.) (Hasnaoui,
2022). Elles sont ubiquitaires et on les trouve dans différentes niches écologiques comme le lait et les
produits laitiers, les végétaux, la viande, les poissons, les muqueuses humaines et animales et dans le
tractus digestif (Drouault et Corthier, 2001).

Les bactéries lactiques sont généralement mésophiles mais peuvent se développer a des températures
aussi basses a 5°C ou aussi élevées a 45°C, de méme si la majorité des souches se développent a un
pH de 4,0-4,5 certaines sont actives a un pHde9,6 et d’autres a un pHde3,2. Ces souches sont
généralement faiblement protéolytiques et lipolytiques et ont besoin de sources de carbone organique,
d’acides aminés, de bases puriques et pyrimidiques et de vitamines B pour se développer (Caplice et
Fitzgerald, 1999).

1.2 Taxonomie

Les bacteries lactiques se trouvent dans deux phylums distincts, a savoir les Firmicutes et
Actinobactéries. Au sein des Firmicutes, les genres les plus importants de bactéries lactiques sont
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus et Weissella,
qui appartiennent tous a l'ordre des Lactobacillales. Dans les Actinobactéries, on trouve le genre
Bifidobacterium (Konig et al., 2009). L’approche conventionnelle de la classification des bactéries

lactiques etait basée sur des caracteristiques phénotypiques tel que la morphologie, la croissance a
2



Bactéries lactiques.
différentes températures, le mode de fermentation de glucose, I’isomére de 1’acide lactique produit et

la fermentation des différents hydrates de carbone (Holzapfel et al., 2001).

La caracterisation moléculaire est devenue un outil important pour la classification et I'identification
des bactéries lactiques. La caractérisation moléculaire comprend 1’amplification aléatoire d’ADN
polymorphe (RAPD), le séquencage du gene de I'ARNr 16S, la prise d'empreintes digitales basée sur
la PCR et les modéles de protéines solubles et la différenciation des espéces par test PCR multiplex
en utilisant des amorces spécifiques. L’application de techniques de la biologie moléculaire comme
la comparaison des séquences de I’ARNrl6S est utile a la classification phylogénétique et a
I’identification bactérienne puisqu’il est présent dans toutes les bactéries. Il comporte des séquences
conservées (stables) communes a des unités de taxon élevés et des sequences variables spécifiques
d’especes (Ayivi et al., 2020) (figure 1).

Lb. delbrueckii group

Weissella
Lb.casei-
Leuconostoc Pediococcus
group
QOenococcus
Tetragenococcus Laits-
Vago- coccus
coccus
Entero-
coccus
Strepto-
Carno- coccus
bacterium

Bacillus
Staphylococcus
Aero- Listeria

coccus

Figure 1 : Arbre phylogénique des bactéries lactiques (Axelsson, 2004).

Les changements majeurs dans la taxonomie bactérienne ont commencé avec la possibilité de
déterminer les relations de nucléotides (contenu G + C) de I'ADN bactérien. A I'exception de la
Bifidobacterium, les bactéries traditionnellement considérées comme bactéries lactiques ont un
pourcentage molaire de G+C inférieur a 55%. Les bactéries lactiques d'importance dans les aliments

appartiennent aux genres : Carnobcterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,



Bactéries lactiques.
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagoccus et Weissella (Stiles et
Holzapfel, 1997).

Actuellement, la famille des Lactobacillaceae contient Lactobacillus, Paralactobacillus,
Pediococcus et 23 nouveaux genres : Holzapfelia, Amylolactobacillus, Bombilactobacillus,
Companilactobacillus, Lapidilactobacillus, Agrilactobacillus, Schleiferilactobacillus,
Loigolactobacilus, Lacticaseibacillus, Latilactobacillus, Dellaglioa, Liquorilactobacillus,
Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus, Furfurilactobacillus, Paucilactobacillus, Limosilactobacillus,
Fructilactobacillus, Acetilactobacillus, Apilactobacillus, Levilactobacillus, Secundilactobacillus et
Lentilactobacillus (Zheng et al., 2020).

1.3 Métabolisme

1.3.1 Voie homofermentaire

Les bactéries lactiques empruntent la glycolyse dans sa totalité (du glucose-6-phosphate jusqu’au
pyruvate), est genéralement associée aux bactéries des genres Streptococcus, Lactococcus,
Pediococcus et Lactobacillus. La glycolyse conduit, en condition optimale de croissance a la
production de deux molécules de lactate et deux molécules d’ATP par molécule de glucose. Le
métabolisme est qualifi¢ d’homolactique lorsqu’au moins 90% du glucose consommé est converti en
lactate. En condition de croissance non optimale (en limitation de carbone ou sur certains sucres), le
métabolisme des bactéries homofermentaires peut se diversifier vers un métabolisme appelé mixte,
avec production, en plus du lactate, de formiate, de CO», d’acétate et d’éthanol (Loubiere et Cocaign-
Bousquet, 2008) (figure 2).

1.3.2 Voie hétérofermentaire

Certaines bactéries des genres Leuconostoc, Lactobacillus ne possedent pas de fructose-1,6-
bisphosphate (FBP) aldolase, ni de triose phosphate isomérase, et sont également dépourvues d’un
systeme phosphotransférase phosphoénolpyruvate dépendant (PTS). Elles empruntent une voie
hétérofermentaire qui conduite a la production d’un lactate, d’un éthanol, d’un CO; et d’un ATP par
mole de glucose. Le glucose-6-phosphate emprunte la partie oxydative de la voie des pentoses-
phosphate qui conduit a la formation de xylulose-5-phosphate. La D-xylulose-5-phosphate
phosphocétolase, enzyme spécifique de la voie hétérofermentaire, catalyse la dissociation du
xylulose-5-phosphate en acétyle phosphate et glycéraldéhyde-3-phosphate. L.’acétyle phosphate est
converti en éthanol ou acétate selon les besoins en ATP ou en NAD- et le glyceraldéhyde-3-
phosphate rejoint la glycolyse pour étre converti en acide lactique (Loubiere et Cocaign-Bousquet,
2008) (figure 2).
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Figure 2 : Voies homofermentaire et hétérofermentaire de la dégradation du glucose (Wright et

1.4 Applications des bactéries lactiques

1.4.1 Domaine industriel

Axelsson, 2019)

Les bactéries lactiques sont utilisées empiriquement depuis des siecles dans la fabrication de

nombreux aliments fermentés comme les produits laitiers (yaourts et fromages) par exemple la

fabrication du fromage est basée sur I'application de bactéries lactiques sous qui les donne un réle

trés important, 1’acidification rapide du lait par la production de I'acide lactique, avec la diminution

conséquente du pH, affectant ainsi un certain nombre d'aspects du processus de la fabrication du

fromage et finalement la composition et la qualité du fromage, ces bactéries interviennent également

dans la fabrication des salaisons, du vin et des ensilages (Drider et Hervé, 2009).



Bactéries lactiques.
L’action de la flore lactique sur la conservation d’un aliment est liée a 1’abaissement du pH consécutif
a la production d’acide lactique. Elles peuvent aussi produire de nombreux agents antibactériens tels
que les bactériocines qui contribuent a inhiber la croissance de la flore indésirable. Enfin elles ont
une action déterminante sur la qualité organoleptique des produits fermentés (texture et aréme par
exemple) (Drouault et Corthier, 2001).

Ces bacteéries produisent également plusieurs enzymes importantes pour l'industrie : glycosylase,
peptidases, amylases et des vitamines comme le folate, B12, K2, la riboflavine et la thiamine
(Anshula Sharma et al., 2020). Puisqu’elles sont utilisées en combinaison avec la levure est
couramment utilisées pour fermenter les produits de céréales tels que la pate, I'application des
bactéries lactiques avec le contréle simultané des facteurs qui affectent la croissance fongique peut

aider a minimiser la détérioration des aliments (Bangar et al., 2021).

La sélection et I'ajout de nouveaux isolats de bactéries lactiques peuvent étre la clé pour réduire
I'utilisation de produits chimiques, améliorer les nutriments et prolonger la durée de conservation des
produits de boulangerie. Les bactéries lactiques ont également la capacité de produire des métabolites
de valeur industrielle ayant des applications potentielles en tant que nutraceutiques, pharmaceutiques,
les produits chimiques de base, les ardbmes et les composés aromatiques, ainsi que dans les industries

de fermentation et de traitement des déchets (Anshula Sharma et al., 2020).

1.4.2 Domaine thérapeutique

Selon le russe Metchnikoff les lactobacilles pouvaient réduire la putréfaction intestinale, en modifiant
la microflore intestinale et ainsi prolonger la vie. Depuis, un grand nombre d’études sur 1’effet
potentiel des bactéries lactiques sur la santé ont été publiées (Drouault et Corthier, 2001). Les
avantages potentiels de bactéries lactiques en tant que probiotique pour la santé humaine comprennent
la régulation du systéme immunitaire, la réduction du taux de cholestérol, I'équilibre stable des micro-
organismes intestinaux et la réduction du risque de tumeurs (Ayivi et al., 2020), également
I'amélioration de la digestion du lactose et le traitement des désordres diarrhéiques. Certains
probiotiques produisent des facteurs antibactériens qui les aident a supplanter les organismes
indésirables, les bactériocines sont 1’un de ces facteurs, ces petits peptides thermostables inhibent la

croissance d’autres bactéries y compris les agents pathogénes entériques (Gareau et al., 2010).

Des preuves scientifiques étayent 1’utilisation des bactéries lactiques dans le traitement des maladies
cardiovasculaires. Il a été établi que 1’utilisation des lactobacilles probiotiques et de sous-produits
métaboliques conferent potentiellement des avantages pour le cceur, ce qui concerne également la
prévention et la thérapie de divers syndromes cardiaques ischémiques et la réduction du cholestérol

sérique. Les bactéries lactiques sont considérées comme de puissants antidotes pour de nombreuses
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infections virales. De plus, ’émergence d’infection virales telles que la récente COVID-19 a
représenté un défi de taille pour les scientifiques qui s’efforcent de trouver un médicament puissant
pour combattre cette menace mondiale. Une alternative naturelle de traitement des infections virales,
telle que I’utilisation de bactéries lactiques est donc hautement justifiée car les médicaments
antiviraux prophylactiques conventionnels sont souvent accompagnés de nombreux effets

secondaires indésirables (Ayivi et al., 2020).

1.4.3 Domaine cosmetique

Les lactates sont utilisés comme agents hydratants, émulsifiants et stabilisants dans de nombreux
produits cosmétiques. Et ont été présentés comme améliorant la texture de la peau et sont utilisés dans
les produits de soins de la peau. Dans de nombreux produits de soins de la peau, les acides lactiques
sont utilisés pour hydrater la peau et dans les maladies de la peau (Bangar et al., 2022). Le lactate
d'éthyle est un ingrédient actif dans les traitements contre I'acné. L'acide lactique est également utile
dans l'industrie cosmétique car il entre dans la composition de produits d'hygiéne et d’esthétique (Wee

et al., 2006).



Exopolysaccharides.

2.1 Exopolysaccharides microbiens

Les exopolysaccharides sont des biopolymeéres largement répandus dans la nature. Leur présence est
bien documentée dans tous les microorganismes notamment les bactéries, ils sont impliqués de
maniére adéquate dans diverses fonctions biologiques. La cellule bactérienne peut synthétiser un
certain nombre exopolysaccharides qui sont définis par leur emplacement par rapport a la cellule,
certains sont intracellulaires situés dans le cytosol et utilisés comme source d’énergie, d’autres sont
des constituants de la paroi cellulaire tels que le peptidoglycane et les acide téichoiques et un troisieme

groupe est situé I’extérieure de la paroi cellulaire (Cerning, 1990).

2.2 Exopolysaccharides bactériens

Parmi les bactéries fortement productrices d’exopolysaccharide on cite des souches de Leuconostoc
mesenteroides (productrice de dextrane) avec certaines souches de Gluconobacter oxydans (Naessens
et al., 2005) Xanthomonas campestris (productrice de xanthane) (Palaniraj et Jayaraman, 2011) et

Sphingomonas paucimobilis (productrice de gellane) (Colliec-Jouault et al., 2004).

Les propionibactéries laitiéres sont producteurs trés faibles d’EPS par rapport a d’autres
microorganismes, c’est-a-dire que le rendement en EPS est de 1’ordre du milligramme. Cela rend
I’approche analytique et I’isolement des EPS a partir de milieu de fermentation par ces

microorganismes complexe (Jan, 2014).

Divers criblages effectués sur des échantillons récupérés lors des compagnes océanographiques ont
mis en évidence la découverte et la présence de nouvelles bactéries du genre Alteromonas
productrices d’EPS qui se caractérise par des teneurs en acide uronique a haut poids et la souche
Vibrio diabolicus productrice exopolysaccharides a haut poids moléculaire (Colliec-Jouault et al.,
2004).

Les EPS d’origine algale représentent une tres grande variété de structure chimique a haute valeur
moléculaire, leur production en réponse a des conditions défavorables est I’un des caractéristiques
importantes de ces organisme, elles jouent des fonctions de protection et sont importantes pour leur
survie dans les habitats stresses exposes aux radiations. Les microalgues de genre Rhodella et
Porphridium sont des microalgues rouges donnent des solutions tres visqueuses a faible concentration

en solution aqueuse (Cerning, 1990).

2.3 Exopolysaccharides des bactéries lactiques
Les exopolysaccharides sont des macromolécules extracellulaires excrétés sous forme de capsules

étroitement liées ou de couches visqueuses faiblement attachées chez les bactéries lactiques. Ce sont



Exopolysaccharides.
des composés de poids moléculaire élevé composes de glucides (résidus de sucre), substitués par des
protéines, de I'ADN, des phospholipides et des substituant non glucidiques tels que l'acétate, le
glycérol, pyruvate, sulfate, carboxylate, succinate et phosphates (Angelin et Kavitha, 2020). De
nombreuses bactéries lactiques ont la capacité de synthétiser des polysaccarides extracellulaires et de
les excréter hors de la cellule sous forme soluble ou insoluble. Ils sont composés de métabolites
secondaires produits lorsque certains microorganismes ne sont pas dans des conditions favorables de

leur prolifération (Dave et al., 2016).

Les exopolysaccharides microbiens synthétises par les bactéries lactiques jouent un réle majeur dans
la fabrication des produits laitiers fermentés. 1l existe une grande variabilité dans la production en
termes de composition chimique, de quantité, de taille moléculaire, de charge, la présence de chaines

latérales et de rigidité des moléculaires (Jolly et al., 2002).

De nombreuses espéces de bactéries lactiques sont capables de produire des EPS : les lactocoques,
les leuconostoques, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus et
Lactococcus lactis ssp cremoris, ainsi que les lactobacilles hétérofermentaires facultatif. Sont des

bactéries utilisées dans la fabrication de divers laits fermentes (Ruas-Madiedo et al., 2002).

2.4 Classification

2.4.1 Homopolysaccharides

Les homopolysaccharides sont des polyméres d'un seul monosaccharide, soit le glucose ou le
fructose, et sont appelés glucans ou fructanes, respectivement. Ils sont synthétisés de maniere
extracellulaire a partir du saccharose par l'action d'une seule enzyme appelée glycansucrase (Laubach
et al., 2021). lls sont produits par un certain nombre de genres de bactéries lactiques, dont
Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Oenococcus et Weissella. La production
d'homopolysaccharides n'a pas été identifiée chez les bifidobactéries. Les homopolysaccharides
peuvent étre classés en fonction de leur caractére glucosidique ou fructosidique qui se produit dans
le squelette du polymere. Le dextrane et le reuterane sont des a-glucanes HoPS, alors que le dextrane
contient principalement des liaisons a-(1—6) entre les unités glycosylées, le reuterane contient
principalement des liaisons a-(1—4). De méme, I'inuline et le Iévane sont des HoPS de fructane mais

sont constitués de liaisons B-(2—1) et B-(2—6), respectivement (Lynch et al., 2018) (figure 3).
Hétéropolysaccharides

Les hétéropolysaccharides contiennent plus d'un type de monosaccharide dans la chaine de polymeére
de sucre, typiquement le D-glucose, D-galactose, et L-rhamnose, mais d'autres monosaccharides (par
exemple, le fructose, le fucose, le mannose, N-acétyl glucosides et acide glucuronique) et des

fragments non glucidiques (par exemple, des groupes phosphate ou acétyle) peuvent étre présents. En
9
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genéral, le nombre de monosaccharides différents dans les HePS peut varier de deux a huit
(Sanalibaba et Cakmak, 2016). Les hétéropolysaccharides sont produits par des membres des genres
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, et Bifidobacterium. A linverse de HoPS, les
Hétéropolysaccharides sont synthétisés de maniére intracellulaire et polymérisés a 1’extérieur de la
cellule (Torino et al., 2015) (Figure 3).

BACTERIAL

EXOPOLYSACCHARIDES

HOMOPOLYSACCHARIDES HETEROPOLYSACCHARIDES

a-D-GLUCANS FRUCTANS COMMON RARE SUGARS
(Glucosyl (Fructosyl POLY- SUGARS L-Rhamnose,

transferases) B-D-GLUCANS transferases) GALACTANS D- GLUCOSE Arabinose,
D-GALACTOSE Mannose, Xylose,
L-Fucose and
occasionally,
N-acetyl
glucosamine
N-acetyl
galactosamine

NON-
CARBOHYDRATE
CONSTITUENTS
Acetate, Glycerate,
Propionate
Pyruvate, Succinate ,
Amino acids, L-
glutamate
Phosphate

Sulfate

MUTANS LEVAN TYPE
DEXTANS INULIN
REUTERANS

ALTERNANS

Figure 3 : Classification d’exopolysaccharides bactériens (Angelin et Kavitha, 2020)

2.5 Structure et composition

La composition chimique des EPS des bactéries lactiques a longtemps été controversée, tout d’abord
ils ont étudié la nature des matieres visqueuses de bactéries lactiques, qui se sont avérées étre des
maticres de type protéique. Cependant certains chercheurs ont émis I’hypothése que des
glycoprotéines ou des complexes glucides-protéines étaient produits lors de la fermentation de lait,
tandis que d’autres chercheurs ont isolé une matiére exo-polymére qui est enrichi en hydrate de
carbone apres une purification ultérieure, finalement un accord est atteint que les exo-polymeres de
bactéries lactiques sont des polysaccharides composés d’éléments répétitifs et que de nombreuses
catégories différentes sont sécrétées, cependant les compositions des résidus de monosaccharides sont
trés similaires. Fréquemment, D-galactose, D-glucose et L-rhamnose sont présents mais dans des

proportions différentes (Ismail et Nampoothiri, 2010).

Les EPS sont largement variées en structures moléculaires et en masses moléculaires, la taille
moléculaire, la charge et par conséquent leurs propriétés rhéologiques. Les EPS de bactéries lactiques
sont des polymeres trés variés et peuvent étre classés selon différent critéres de classification, les plus

utilisés est basé sur leur composition en monomeres. Ils sont repliés de facon aléatoire, et donc leur
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conformation n’est pas fixe, ce qui conduit a une structure tertiaire fluctuant aléatoirement

(Sanalibaba et Cakmak, 2016).

2.6 Applications des bactéries lactiques productrices d’EPS

2.6.1 Applications alimentaires

Les EPS sont des bioproduits importants produits par certains genres de bactéries. Les EPS sont
célebres pour leurs propriétés d'amélioration de la durée de conservation, leurs capacités
d'amélioration techno-fonctionnelle dans les industries alimentaires et laitieres. Dans I'industrie
alimentaire, les bactéries lactiques produisent des EPS par fermentation in situ, et ces EPS jouent un
role important dans les propriétés organoleptiques des aliments (expériences sensorielles des attributs
ou qualités distinctives des aliments). Il existe de nombreuses applications industrielles potentielles
pour les EPS produits par les bactéries lactiques, telles que leur réle en tant que gélifiants,
épaississants, émulsifiants, stabilisateurs, agents de liaison a I'eau et agents viscosifiants, de plus, les
EPS produits par les bactéries lactique sont un role potentiel dans la préparation de produits laitiers
tels que le yaourt, le kéfir, les desserts a base de lait et le fromage et de produits a base de céréale.
Bien que les quantités d'EPS produites par les bactéries lactiques soient relativement faibles, ils
peuvent répondre a la demande des consommateurs pour des additifs et de graisses plus saines dans
leurs produits laitiers, et ce, sans altérer les propriétés générales des produits (aréme, texture et
saveur) (Daba et al., 2021).

Les EPS peuvent texturer les produits a base de lait fermenté. Les EPS peuvent diminuer la synérése,
ce qui est également une propriété avantageuse dans les aliments laitiers, améliorer la structure et la
texture des produits alimentaires, et également augmenter leur viscosité sans qu'il soit nécessaire
d'ajouter des ingrédients. Plusieurs études ont indiqué que les EPS in situ ont influencé la qualité des
produits de viande fermentée ce qui élargit sans aucun doute les possibilités de leur application, en
particulier dans la viande a teneur réduite en matieres grasses produits puisque leur consommation
est actuellement en croissance. Par conséquent, plusieurs études ont montré que la production d'EPS
par bactéries lactiques peut trouver une application pour améliorer la texture des produits carnés, en

particulier ceux qui sont faibles en gras (Korcz et Varga, 2021).

2.6.2 Applications médicales

Il existe un intérét croissant pour les bactéries lactiques produisant des EPS en raison de leurs effets
pré biotiques anticoagulants, antioxydants, anti-inflammatoires, antiviraux, hypocholestérolémiants
et méme anticancéreux. Les EPS de bactéries lactiques ont démontré un role fonctionnel essentiel
dans la prévention de la coagulation sanguine. Une forte activité anticoagulante des EPS dans les

dérivés sulfatés a été démontrée. Les EPS de bactéries lactiques peuvent étre utilisées par les souches
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probiotiques et ont la capacité de stimuler la croissance des bactéries lactiques et de maintenir
I'équilibre de la microflore intestinale. De nombreuses recherches récente sont été menées pour
montrer la biodisponibilité antivirale des EPS. Une étude a démontré que les EPS extraits de Lb.
plantarum LRCC5310 étaient capables de résister aux rotavirus humains in vitro (Nguyen et al.,
2020). Les EPS des bacteries lactiques ont plusieurs effets antimicrobiens contre les agents
pathogenes. Elle peut exercer leur action antimicrobienne indirectement, soit par la stimulation des
réponses immunitaire adaptative, ou en favorisant la croissance et la formation des biofilm, aussi ils
sont adhérés aux cellules épithéliales intestinales, empéchant ainsi 1’adhésion des agents pathogene

et stimuler les cellules sous-jacentes du systeme immunitaire (Werning et al., 2022).

Une autre fonction de promotion de la santé des EPS produits par les bactéries lactiques est la
réduction du cholestérol, dans un test in vitro, les EPS produits par Lb. plantarum BR2 montrent des
propriétés de réduction du cholestérol, sur la base d'expériences animales et in vitro, plusieurs
hypotheéses pour expliquer le mécanisme de réduction du cholestérol des EPS ont été proposées,
notamment I'élimination de la bile, I'anabolisme et la conversion du cholestérol, les effets de
coprécipitation...etc. Les EPS sont considérés comme des candidats prometteurs dans la production
des médicaments non toxiques ayant de puissants effets antioxydants in vivo et in vitro. Ils sont
utilisés dans diverses applications pharmaceutiques et médicales, telles que I'administration de
médicaments et d'adjuvants de vaccins (Erginkaya et Konuray-Altun, 2022).
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3.1 Isolement et purification des bactéries lactiques

Différents isolats bactériens ont été sélectionnés a partir du lait de la chevre sur gélose MRS
préalablement coulée et solidifiée dans des boites de Pétri, en portant quelques gouttes des dilutions
préparées a la surface de milieu suivi d’un étalement, I’incubation est faite a 37°C pendant 24h a 48h.
La purification consiste a réaliser des repiquages successifs sur le milieu MRS avec une incubation
37°C pendant 24h jusqu'a 1’obtention des colonies bien distinctes et homogenes. L ’identification des
isolats purifiés est établie pour les bactéries lactiques en se basant sur des caractéres morphologiques
et biochimiques tel que la coloration de gram et test catalase (Idoui et Karam, 2008; Idoui et al.,
2009).

Les caractéristiques microscopiques des bactéries ont été réalisées par coloration de Gram pour
sélectionner les bactéries a Gram positif. En marquant leur morphologie et leur mode de groupement
(Bouzaid et al., 2012).

Le test de détection de la catalase dans une souche bactérienne, consiste a déposer une goutte d’H>O>
(eau oxygénée) sur une lame et ajouter a 1’aide de I’anse de platine une colonie prélevée du milieu

gélosé. Le résultat est immédiat et se caractéerise par un dégagement gazeux (O.) (Reiner, 2010).

3.2 Production des exopolysaccharides

3.2.1 Screening des souches productrices d’exopolysaccharides

Le screening des isolats productrices d’exopolysaccharides est réalisé sur deux milieux différents, la
gélose hypersaccharosée et le milieu MRS modifié (saccharosé) (annexes). Les cultures bactériennes
sont ensemencées a la surface des boites par stries et incubées a 37°C pendant 24 h, a la fin de
I’incubation les isolats productrices d’EPS ont été déterminée par 1’aspect visuel (Abdellah et al.,

2014).

3.2.2 Extraction des EPS

L’acide trichloracétique (TCA) a été ajouté a la culture a une concentration finale de 4% (p/v) et le
mélange a été agité et laisser pendant 30 min a température ambiante, les cellules et les protéines sont
précipitées et éliminées par centrifugation (Hettich zentrifugen EBA 20) a 5000 rpm pendant 15min.
Les EPS brut ont été précipité par 1’addition 2 volume d’éthanol froid a 1 volume de surnageant et
laissée a 4°C pendant 24h, puis ils sont récupérés et recueilli par une centrifugation (Hettich
zentrifugen EBA 20) a 5000rpm pendant 20 min et le culota été dissous dans3 ml de 1’eau distillé
(Laietal., 2014).

13



Matériel et méthodes.
3.2.3 Quantification des EPS
La quantité produite d’EPS a été estimée par la méthode de phénol-acide sulfurique en utilisant le
glucose comme étalon. En bref, dans des tubes en verre trés propres, on ajoute : 800 pl d'échantillon
(solution d'EPS dialysée) avec 40 pl de phénol (80%), mélanger au vortex puis 2 ml d'acide sulfurique
sont ajoutées, le tout est mélangé au vortex puis incubé a 1’obscurité pendant 30 min. Un blanc est
préparé en utilisant 800 pl d'eau distillée a la place de I’échantillon. Lire I'absorbance a 490 nm. Les
résultats sont exprimés en milligrammes (mg) d'EPS par litre (DuBois et al., 1956). Une courbe

d’¢étalonnage a été réalisée en utilisant différentes concentrations de glucose (annexe).

3.3 Propriétés de la surface cellulaire

3.3.1 Hydrophobicité

L'hydrophobicité a été déterminée selon la méthode décrite par lyer et al., (2010). Aprés la croissance
des isolats dans les bouillons MRS et bouillons MRS modifiés (bouillon MRS saccharose) a une
température de 37°C pendant 24h. Le culot a été récolté par centrifugation (Hettich zentrifugen EBA
20) a 6000 rpm pendant5 min, lavé deux fois et remis en suspension dans 1,2 ml de tampon PBS (pH
6, 5). L'absorbance initiale (DO initiale) de la suspension cellulaire a été ajustée a environ 1.0 a 450
nm. A 3 ml de suspension bactérienne, 0,6 ml de xyléne a été ajouté lentement. La suspension a été
pré-incubée a 37°C pendant 10 min suivie d'un vortex pendant 2min, laisser reposer pendant 15
minutes, la phase aqueuse a été soigneusement prise avec une micropipette et I'absorbance finale (DO
final) a été mesurée a l'aide d'un spectrophotometre (Analytikjena). La diminution de I'absorbance a
été prise comme mesure de I'nydrophobicité de la surface cellulaire (%H) calculée par I'équation

suivante :
Hydrophobicité (%) = ((DOinitiale - DOfinale) /D Oinitiale) X 100
Ou DO initial et DO finale sont I'absorbance avant et aprées 1’addition du xyléne.

3.3.2 Autoagrégation

L’autoagrégation a été évaluée selon la technique décrite par Juarez Tomas et al., (2005). En bref,
aprés la croissance des isolats dans les bouillons MRS et bouillons MRS modifié (bouillon MRS
saccharosé) a une température de 37°C pendant 24h. La culture a été centrifugée (Hettich zentrifugen
EBA 20) (6000rpm/15min), lavée avec du tampon PBS et remis en suspension dans le méme tampon,
puis la culture est ajustée a une DO de 0,6 a 600 nm. La variation de DO a 600nm des suspensions
cellulaires a été suivie pendant 4h et 18h. Le pourcentage d'autoagrégation a été calculé selon
I'équation suivante :

Autoagrégation (%) = ((DOinitiate - DOfinate) / DOinitiate) X 100

Ou DO initiale est la DO au temps initial (t=0), et DO finale est la DO aprés 4h et apres 18h.
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3.4 Adhésion aux cellules épithéliales
Des segments de l'iléon provenant du jabot de poulet ont été ouverts et lavés avec phosphate-buffer
saline stérilise (PBS, pH 7,2), maintenu dans la PBS a 4°C pendant 30 min pour éliminer le mucus
de surface et ensuite lavée plusieurs fois avec du PBS. Les cellules épithéliales ont été raclées dans
du PBS stérilisé. Puis elles ont été examinées au microscope pour veérifier que tous les contaminants
ont été éliminés. Les cultures jeunes de bactérie lactique ont été centrifugées (Hettich zentrifugen
EBA 20) et le culot cellulaire a été remis en suspension jusqu'a environ 1x108 cellules/ml dans PBS
(pH 7,2). Un millilitre de cette suspension bactérienne a été mélangée avec 1 ml de la suspension de
cellules épithéliales. Le mélange incubé a 37°C pendant 30 minutes. L'adhésion a été observée par
microscopie (grossissement x100) apres avoir été colorée avec le violet de Gentiane. Les souches
isolées présentant une efficacité¢ d’adhésion d’au moins 15 bactéries par cellule ont été considéres

comme positive. Au moins 10 cellules épithéliales ont été examinées par analyse (Lin et al., 2007).

3.5 Traitement statistique
Les résultats sont exprimés en moyenne + écart type (n=3) et le facteur de corrélation est calculé en

utilisant le logiciel SPSS 22 (version d’évaluations), le facteur de corrélation varié entre (-1) et (1).
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Résultats et discussion.

4.1 Isolement et purification des bactéries lactiques
Dix-neuf isolats ont été sélectionnés et obtenus a partir de lait de la chévre. L’observation
microscopique indique que les cellules sont des bacilles a gram positif (Figure 4), et catalase negative

donc sont des isolats appartenant au groupe des bactéries lactiques (Bouacha et al., 2021).
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Figure 4 : Observation microscopique des bactéries lactiques aprés coloration de Gram (x100).

Tableau 1: Caractéristiques des isolats des bactéries lactiques.

Isolats Coloration de gram Test de catalase Morphologie
Isolat 1 Gram+ Catalase- Bacille
Isolat 5 Gram+ Catalase- Bacille
Isolat 9 Gram+ Catalase- Bacille
Isolat 16 Gram+ Catalase- Bacille
Isolat 17 Gram+ Catalase- Bacille
Isolat 18 Gram+ Catalase- Bacille
Isolat 19 Gram+ Catalase- Bacille

4.2 Production d’exopolysaccharides

4.2.1 Screening des souches productrices exopolysaccharides

A partir de dix-neuf isolats sélectionnés, seulement sept bactéries sont présentées sous forme de
colonies blanchéatres a jaunatres et visqueuses sur la gélose hypersaccharosée, ce qui indique la

capacité de la production des EPS par ces bactéries (Figure 5).
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Figure 5 : Exopolysaccharides produits par des bactéries lactiques sur la gélose hypersaccharosée.

4.2.2 Quantification d’Exopolysaccharides

Dans notre étude, la quantité d’EPS produit varie 1égérement d’un isolat a I’autre. Les quantités
produites d’EPS par les septes isolats ensemencées sur milieu MRS sont entre 14,20 et 16,29 mg/1.
L’isolat 19 était le meilleur isolat producteur d’EPS avec une production maximale de 16,29 mg/I,
I’isolat 18 est la faible productrice d’EPS (14,20 mg/l). Sur MRS modifié les quantités d’EPS
produites sont entre 15,10 et 16,77 mg/1, ou I’isolat 17 est la meilleure productrice d’EPS (16,77 mg/1)
(Tableau 2). Les résultats montrent que tous les isolats sont capables de produire les EPS mais avec

des proportions différentes.

Tableau 2 : Production d’EPS dans le milieu MRS et MRS modifié!.

Pourcentages des EPS (%)

EPS
Isolats EPS MRS (mg/l)
MRSM1(mg/l)

Isolat 1 15,73 +0.23 15,47 + 0,00
Isolat 5 15,70 £ 0,06 16,34 + 0,30
Isolat 9 15,61 + 0,26 15,61 + 0,26
Isolat 16 15,89+ 0,93 15,10 £ 0,04
Isolat 17 15,60 + 0,44 16,77 £ 0,23
Isolat 18 14,20 £ 0,82 15,35+ 0,28
Isolat 19 16,29 + 0,38 16,59 + 0,16

Y(MRSM), MRS modifiée : MRS contenant du saccharose au lieu du glucose.

Ce taux de production se rapproche a des donnés d’une étude réalisée par Korcz et al., (2021), qui
ont trouvé que la quantité produite par Streptococcus thermophilus est de 36,6 mg/l. Cependant

Buksa et al., (2021) ont obtenu une production importante d’EPS atteignant 47000 mg/1 par des
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souches de Weissella confusa et Weissella cibariace taux de production est tres supérieur a celui
obtenu dans notre étude. On peut dire que la production des EPS différe d’une espece a I’autres ou
méme d’une souche a I’autre chez la méme espéce. Nos résultats montrent que dans les deux milieu
différent (MRS et MRSM) on a des taux de production d’EPS presque semblable, donc il n’y a pas
un grand effet de la source de carbone des deux milieu (glucose et saccharose sur la production des
EPS par les sept isolats. Ce taux de production peut étre dépend de la composition de milieu ou des
conditions de culture dans lesquels ces bactéries croitre comme la température, temps d’incubation,
pH...etc., mais aussi peut étre dii aux souches qui ne sont pas hyper productrice (Yuksekdag et
Aslim, 2008). L’influence de type de source de carbone sur la production d’EPS a été confirmé par
(Shene et al., 2008), qui trouve que le taux de production d’EPS par la souche Streptococcus
thermophilus Th4 dans le milieu saccharose et plus élevé par un taux de 117 mg /ml tandis que le
taux de production dans le milieu glucosé est de 76 mg/ml. Aussi (Yuksekdag et Aslim, 2008),
trouve que la souche Streptococcus thermophilus (w22) utilise le glucose comme la source de carbone
la plus efficace pour la production d'EPS par un taux de 120 mg/l par rapport au saccharose 34 mg/I.
Des observations ont été fait par (Kanmani et al., 2011), que la quantit¢ d’EPS produite par
Streptococcus phocae sont proches en utilisant le glucose et le saccharose comme source de carbone

(8260 mg/I, 8400 mg/l respectivement).

4.3 Propretés de la surface cellulaire

4.3.1 Hydrophobicité

A partir des résultats mentionnés dans le Tableau 3 on remarque que le pourcentage d'hydrophobicité
des sept isolats cultivés dans le milieu MRS modifié varie entre 0.00 et 8.30% dont 1’isolat 9 avait
une hydrophobicité de surface cellulaire la plus élevée (8.30%) par rapport aux autres isolats, Alors
que dans le milieu MRS les pourcentages d'hydrophobicité varient entre 2.56% et 14.61% ou

I'hydrophobicité la plus élevée est enregistrée chez I’isolat 16 (14.61%).

Selon Burgain et al., (2014), « une bactérie est hydrophobe lorsque le pourcentage d’hydrophobicité
est supérieur a 50% et hydrophile lorsqu’il est inférieur a 20% et moyennement hydrophobe si le
pourcentage est compris entre ces deux valeurs » donc nos isolats sélectionnés ne sont pas

hydrophobes.

Les bacteries lactiques hydrophobes adhéraient mieux aux cellules épithéliales intestinales, comme
les cellules bactériennes modifient leur fluidité de la membrane dans diverses conditions
environnementales, les conditions de croissance peuvent avoir un effet profond sur la composition
des acides gras de leurs lipides et par la suite sur la capacité d'’hydrophobicité et d'adhésion des
souches bactériennes (Karimi Torshizi et al., 2008). Les probiotiques efficaces doivent étre capables
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de coloniser le tube digestif pour fournir une protection contre les microbes pathogenes et conférent
leurs effets bénéfiques. Les bactéries lactiques avec des surfaces de cellules hydrophobes peuvent le
faire lorsqu'ils se fixent au tractus gastro-intestinal de I'hdte. L hydrophobicité de surface cellulaire
élevée de la bactérie pourrait indiquer son potentiel pour se fixer sur les cellules épithéliales de

I'intestin et résister au mouvement de tube digestif (Melia et al., 2018).

Tableau 3 : Hydrophobicité des isolats cultivés sur bouillon MRS et MRS modifiée!

Pourcentage d’hydrophobicité (%0)

Isolats Milieu MRS Milieu MRS modifié!
Isolat 1 6,01 + 0,68 7,11 +1,49
Isolat 5 5,99 + 0,67 4,41+0,84
Isolat 9 2,56 = 2,06 8,30 £ 0,57
Isolat 16 14,61 £ 2,08 7,321,774
Isolat 17 9,73+2.21 2,63x1,10
Isolat 18 11,16 £3,71 6,73 £ 1,65
Isolat 19 10,48 £ 1,08 0,00

MRS modifié : MRS contenant du saccharose au lieu du glucose.

Ces résultats sont en accord avec les résultats de Meryandini et al., (2020), qui indiquaient que les
isolats de bactéries lactiques (Lactobacillus MA15, MC1 et MC7) et L. rhamnosus R23 ne sont pas
hydrophobes. Contrairement a 1’étude menée par Sadeghi et al., (2022), ou ils ont montré que des
souches de L. plantarum S57 (67,4+1,3%), L. plantarum S70 (63,9+1,4%) et L. casei S81(62,8 + 1,6
%) présentaient des propriétés d'hydrophobicité remarquables, faisant de ces souches des candidats
intéressants pour des applications probiotiques. Alors que, les souches Enterococcus durans S10 et
L. brevis S105 ont montré les taux d'hydrophobicité cellulaire les plus faibles avec des pourcentages
de 2,2+ 0,9 % et 3,1 + 1,4 % respectivement. Du méme Anjali Sharma et al., (2021), ont démontré
que les souches Enterococcus lactis cam 14, L. plantarum cam15 et Lactococcus lactis cam12 ont
une forte hydrophobicité avec le xylene.

D’une autre part les résultats obtenus (Tableau 3) montrent que la source de carbone exerce une
influence remarquable sur I'nydrophobicité des sept isolats des bactéries lactiques et que le glucose

est la meilleure source de carbone par rapport au saccharose.

Selon Branger, (2007), « La variation de I'nydrophobie de surface est due a la capacité des sucres a
capturer plus ou moins d'eau et a interagir ou non avec les sites lectiniques des bactéries. Cette

fonctionnalisation permet de former une couche d'eau plus ou moins épaisse, limitant I'adhérence des
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bactéries ». De plus, I'nydrophobie des bactéries peut varier entre les espéces selon I'état
physiologique des cellules et la composition des milieux de culture surtout que, la nature et la
concentration adéquates de la source de carbone dans le milieu peuvent moduler I'nydrophobie des

souches (Nwanyanwu et al., 2012).

Des études similaires réalisées par Kimoto-Nira et al., (2010), ont montré que le pourcentage
d'’hydrophobicité de la souche Lactococcus lactis G50 était plus élevé en présence du glucose (4,20%)

par rapport au saccharose (2,80 %).

D'autre part, Hernandez-Hernandez et al., (2012), ont trouvé que le pourcentage d'hydrophobicité
pour les souches de Lactobacillus (L. bulgaricus ATCC7517, L. casei ATCC11578, L. delbrueckii
subsp. lactis ATCC4797, L. plantarum ATCC8014, L. plantarum WCFS1 et L. sakei 23K) atteint
80,09% dans le milieu riche en saccharose, alors que dans le milieu riche en glucose, il ne dépasse
pas 46,76%.

4.3.2 Autoagrégation

Le tableau 4 montre les résultats d’autoagrégation des isolats. On remarque que le pourcentage
d’autoagrégation est relativement faible et compris entre 0 et 41,15% sur le milieu MRS pendant 4h
d’incubation (Tableau 4), la valeur de I’isolat 16 est la valeur maximale (41,15+ 2,66%) par rapport
aux isolats 17, 18 et 19. Donc les isolats ont un faible pourcentage d’autoagrégation (< 20%) selon
les critéres décrits par Rodriguez-Sanchez et al., (2021). Aprés 18h d’incubation, La plupart des
1solats ont montré un pourcentage plus €élevé a celui de4h d’incubation, pour la majorité des cas le

pourcentage est supérieur a >20%.

Tableau 4 : Autoagrégation des isolats cultivés sur milieu MRS et MRS modifié?

Pourcentage de I’autoagrégation (%)

Isolats MRS (4h) MRS modifie (4h) MRS (18h) MRS modifiél (18h)
Isolat 1 18,77 + 2,05 29,13+ 7,19 70,88 +2,01 77,59 + 3,49
Isolat 5 22,10 £ 4,78 29,54 + 4,36 69,34+ 1,88 79,07 £4,36
Isolat 9 18,56 + 6,40 27,18 + 4,36 70,81 +1,26 84,03 2,26
Isolat 16 41,15+ 2,66 26,24 £ 5,75 54,42 + 1,44 81,09 +£1,12
Isolat 17 2,61+296 05,39 + 3,02 18,32 + 2,28 25,55 + 0,27
Isolat 18 0,00 27,89 £ 6,10 53,49 + 3,92 78,85 £ 2,04
Isolat 19 0,00 02,13 £ 0,60 18,98 + 4,37 7,69

MRS modifié : MRS contenant du saccharose au lieu du glucose
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Des valeurs d’autoagrégation élevés ont été observées apres la culture des isolats sur MRS modifie,
les meilleures valeurs sont enregistrées avec les isolats 1, 5, 9,16 et 18 avec un pourcentage supérieur
a 20%. Cependant les isolats 17 et 19 présentent un faible pourcentage (<10%). Aprés 18h
d’incubation on observe que tous les isolats présentent un pourcentage supérieur a 20%, a I’exception

de I’isolat 19 (Tableau 4).

Les résultats ont montré que le temps est un parametre important et peut influencer 1’autoagrégation
des isolats. La capacité d’autoagrégation est considérée comme étant une propriété importante pour
la sélection des isolats bactérienne a utiliser comme probiotiques, pour pouvoir coloniser la muqueuse
épithéliale de 1I’hote et exercer leurs effets. Nos résultats indiquent que dans certaines conditions de
culture comme (temps, la nature du milieu), les isolats présentent des valeurs d’autoagrégation

variable.

Les mémes résultats sont trouvés par Breyer et al., (2021), ou ils sont isolés deux souches de bactéries
lactiques : Lb. rhamnosus LB1.5 et Lb. Paracasei LB6.4 avec un taux d’autoagrégation relativement
faibles, inférieure a 33.2% et 19.40% respectivement aprés 4h incubation. Contrairement, Juarez
Tomas et al., (2005) ont trouvés une bonne autoagrégation de souche de Lb. Johnsonii CRL1294
avec un pourcentage supérieur a 60%. Du méme Suwannaphan, (2021) a trouvé également une
bonne agrégation des souches d’Enterococcus thailandicus et de Lb. fermentum ou les pourcentages
étaient compris entre 93,40 et 94,83%, 94,57 et 95,01% respectivement. Globalement, nous pouvons
dire que le parametre d’autoagrégation des bactéries lactiques varie d’une souche a I’autre et peut €tre

influencé par le temps.

Nos résultats montrent également que les pourcentages d’autoaggregation sont différents entre les
deux milieux de culture (MRS et MRS maodifi€) avec un meilleur pourcentage observé sur le milieu
saccharosé. Ces résultats sont en accord a celles trouvé par Tareb et al., (2013), qui montrent que le
pourcentage d'autoaggregation de la souche L. farciminis 3699 était plus élevée en présence du
saccharose (49%) par rapport au glucose (30%). Tareb et al., (2013) ont expliqué ces résultats « Nos
données suggerent que l'autoagrégation de L. farciminis 3699 peut étre di a la présence d'interactions
carbohydrate—lectine et/ou des composants protéiques présents a la surface ».

4.4  Adhésion aux cellules épithéliales

Les résultats de 1’adhésion au tissu épithélial sont présentés par la figure 6. L’observation
microscopique a montré clairement une bonne capacité d’adhésion des isolats a 1’épithélium
intestinale. Avec une meilleure adhésion observée chez des isolats 5, 9, 16 et 17. Tandis que le reste
des isolats ont montré une capacité d’adhésion acceptable. Selon les critéres de (Lin et al., 2007) Nos

résultats ont montré en générale une bonne adhésion au tissu épithélial.
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Isolat 16

Tissu épithélial

22



Résultats et discussion.

Isolat 17 Isolat 18

Figure 6 : Adhésion des isolats bactériens aux cellules épithéliales (x100).

La capacité d’adhésion aux surfaces de la muqueuse intestinale de I’h6te est 1’un des caractéristiques
cruciales des microorganismes probiotiques est considérée comme un critere de sélection importante

pour les bactéries lactiques (Tallon et al., 2007).

Des études similaires ont démontré la capacité des bactéries lactiques de s’adhérer au tissu épithélial.
Chen et al., (2021) et Tuo et al., (2013), ont isolé des souches de bactéries lactiques avec une forte
adhésion. De méme Anjali Sharma et al., (2021) ont isolé des souches Lb. plantarum et

Enterococcus lactis avec une bonne adhésion aux cellules épithéliales.

Une explication possible de notre étude est que toutes les souches possedent des molécules de surface
cellulaire spécifique pour ’adhésion, ces molécules peuvent faire un attachement a la muqueuse
intestinale. Lozano et al., (2022) ont souligné que la spécificité de I’adhérence des bactéries lactiques
a I’hote est étroitement liée a la présence de certaines molécules spécifiques sur les cellules héte. Ces
molécules peuvent étre des protéines, d’exopolysaccharides, des glycoprotéines, des acides

téichoiques et les acide lipoteichoiques a la surface de la paroi cellulaire des bactéries.

4.5 Corrélation entre la production des EPS et les propriétés de surface des isolats

D’apres les résultats affichés dans les tableaux 5 et 6, on remarque qu’il n’y a pas une relation directe
entre la quantité d'EPS produite et I'nydrophobicité des isolats cultivés dans les deux milieux MRS et
MRS modifié a I'exception de I’isolat 16 dont le facteur de corrélation est de 0,897 et 0,509 dans le
milieu MRS et MRS modifié respectivement.
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Tableau 5 : Corrélation entre I’hydrophobicité et la production d’EPS des isolats cultivées sur milieu

MRS.
Isolat Isolat Isolat Isolat Isolat Isolat Isolat
1 5 9 16 17 18 19

EPS EPS EPS EPS EPS EPS EPS
MRS! MRS! MRS! MRS! MRS! MRS! MRS!

Isolatl HMRS? -0,791

Isolat5 HMRS? 0,180

Isolat9 HMRS? -0,723

Isolat16 HMRS? 0,897

Isolatl7 HMRS? 0,162

Isolat18 HMRS? -0,983

Isolat19 HMRS? -1,000

!EPSMRS : Exopolysaccharides produits sur milieu MRS.
ZHMRS : Hydrophobicité des isolats cultivés sur milieu MRS.

Tableau 6 : Facteur de corrélation entre 1’hydrophobicité et la production d’EPS des isolats cultivées

sur milieu MRS modifié.

Isolat Isolat Isolat Isolat Isolat Isolat Isolat
1 5 9 16 17 18 19
EPS EPS EPS EPS EPS EPS EPS
MRSM! MRSM! MRSM! MRSM! MRSM! MRSM! MRSM!

Isolat 1 HMRSM? Cl

Isolat 5 HMRSM? -0,977

Isolat 9 HMRSM? -0,970

Isolat 16 HMRSM? 0,509

Isolat 17HMRSM? -0,724

Isolat 18HMRSM? Cl

Isolat 19HMRSM? Cl

!EPSMRSM : Exopolysaccharides produits sur milieu MRS modifié (MRS contenant du saccharose au lieu du glucose).

HMRSM : Hydrophobicité des isolats cultivés sur milieu MRS modifié (MRS contenant du saccharose au lieu du

glucose).

Cl : Calcule impossible.
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Ces résultats sont en accord avec 1I’é¢tude de Skrzypczak et al., (2020) qui montrent qu'il n’y avait
aucune relation entre 1’hydrophobicité et la production d’exopolysaccharides de toutes leurs isolats
(Lactiplantibacillus plantarum EK12, EK55 et EKS5). Les résultats concordent aussi avec les résultats
de Zavala et al., (2016) qui ont indiqué qu’aucune corrélation n’a été observée entre la quantité d’EPS
et I’hydrophobicité. Contrairement a ces résultats Adesulu-Dahunsi et al., (2018) ont trouvé une
corrélation significative entre la production d’exopolysaccharides et I’hydrophobicité de cinq isolats
des bactéries lactiques (Lactobacillus plantarum YO175, Lactobacillus plantarum OF101,

Lactobacillus pentosaceus OF31, Weissella confusa OF126 et Weissella confusa WS90).

Les résultats présentés dans le Tableau 7 montrent qu’aucune relation n’est enregistrée entre
I’autoagrégation et la production d’EPS chez toutes les isolats (1, 5, 9, 17, 18 et 19) cultivées sur

MRS a I’acception de I’isolat 16 dont le facteur de corrélation est de 0.992.

Le tableau 8 représente les valeurs de facteurs de corrélation d’autoaggregation et la production des
EPS par les isolats cultivés sur milieu MRS modifié, ils montrent qu’il n’y a aucune relation directe
entre les deux parametres a I’exception chez I’isolat 5 avec un facteur de corrélation de 0.947 et qui

a un pourcentage acceptable d’autoagrégation et une production d’EPS modéré.

Tableau 7 : Facteur de corrélation entre I’autoagrégation et la production d’EPS des isolats cultivées

sur milieu MRS.

Isolat  Isolat  Isolat  Isolat Isolat  Isolat Isolat
1 5 9 16 17 18 19
EPS EPS EPS EPS EPS EPS EPS
MRS! MRS MRSt MRS MRS! MRS!  MRS!

Isolat 1 AGMRS? -0,944

Isolat 5 AGMRS? -1,000

Isolat 9AGMRS? -1,000

Isolat 16AGMRS? 0,992

Isolat 177AGMRS? Cl

Isolat 18AGMRS? Cl

Isolat 199AGMRS? Cl

'EPS MRS : Exopolysaccharides produits sur milieu MRS.
2AGMRS : Autoagrégation des isolats cultivés sur milieu MRS.

Cl : Calcule impossible.
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Tableau 8 : Facteur de corrélation entre 1’autoagrégation et la production d’EPS des isolats cultivées

sur milieu MRS modifié.

Isolat Isolat Isolat Isolat Isolat Isolat Isolat
1 5 9 16 17 18 19
EPS EPS EPS EPS EPS EPS EPS

MRSM!  MRSM!  MRSM! MRSM! MRSM! MRSM! MRSM!

Isolat 1 AGMRSM? Cl

Isolat 5 AGMRSM? 0,947

Isolat 9 AGMRSM? 0,181

Isolat 16 AGMRSM? -0,671

Isolat 17 AGMRSM? -0,824

Isolat 18 AGMRSM? Cl

Isolat 19 AGMRSM? Cl

'EPSMRS : Exopolysaccharides produits sur milieu MRS.
2AGMRSM : Autoagrégation des isolats cultivés sur milieu MRS

modifié. CI : Calcule impossible.

Des résultats similaires ont été trouvés par Khalil et al., (2018) ou, sur les sept souches de
Lactobacillus isolées aucune corrélation n’a été enregistrée entre la production des EPS et
I’autoagrégation bien qu’elles produisent une quantité acceptable d’EPS, 850 mg/l produite par
Lactobacillus pentosus DUR20 et 100 mg/l produite par la souche de Lactobacillus plantarum DUR5
et un pourcentage d’autoagrégation de 39,98% et 48,10% respectivement. Mercan et al., (2015) ont
trouvé également une corrélation négative chez des souches de Lactobacillus isolées sauf pour une
souche de Lactobacillus salivarius ou ils ont constaté que cette derniére avait un pourcentage
d’autoagrégation élevé (89.01 + 0.23%) avec une production importante d’EPS. Ils ont expliqué
également le taux élevé d’autoagrégation par la présence d’autres molécules sur la surface cellulaire

(protéines) et qui peuvent contribuer avec les EPS a une bonne agrégation cellulaire.

L'étude de la corrélation entre les valeurs d'hydrophobicité et I'autoagrégation avec la production

d'exopolysaccharides montre qu'il n'y a pas de relation entre ces derniers, mais l'observation

microscopique représentée par la figure 6 montre clairement que les isolats de bactéries lactiques ont

la capacit¢ d’adhérer aux cellules épithéliales. On peut donc dire que la production

d'exopolysaccharides peut étre n'a pas d'incidence directe sur I'adhésion de nos isolats de bactéries

lactiques aux cellules épithéliales. Ainsi, I'adhésion des isolats de bactéries lactiques aux cellules
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épithéliales peut étre influencée par d'autres composants présents sur la surface des cellules et peut

étre en combinaison avec I'EPS.
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Conclusion.

Notre présent travail a été consacré pour isoler les bactéries lactiques productrices
d’exopolysaccharides a partir du lait. Dans la premiére partie pratique nous avons isolé, purifié¢ et
identifié les bactéries lactiques a partir de lait de chévre et grace au screening mis en place dans ce
travail nous avons pu sélectionner sept isolats productrices d’exopolysaccharides. La deuxiéme partie
est dédiée a 1I’étude de la capacité d’autoagrégation, d’hydrophobicité, et d’adhésion suivi par
I’extraction et la quantification des EPS. Nous avons étudi¢ également la relation des EPS avec le

pouvoir adhésif des souches.
Nous avons constaté que :

¢+ Les sept isolats ne sont pas hydrophobes ;

¢ La capacité d’autoagrégation des isolats montrés qu’il y a un pourcentage d’autoagrégation
modéré ;

¢ Le rendement de production des sept isolats a montré qu’il y a une capacité de production des
exopolysaccharides modeéré ;

% Concernant la corrélation entre la production des EPS avec 1’autoagrégation et
I’hydrophobicité dans les 2 milieux, MRS normal et MRS modifié est une corrélation négative
(pas de corrélation) pour la plupart des isolats.

¢ D’autres études approfondies sont nécessaires pour connaitre les meilleures conditions de

production des EPS et la relation avec le pouvoir adhésif des isolats des bactéries lactiques.

28



Références bibliographiques.

Références bibliographiques

Abarquero, D., Renes, E., Fresno, J. M., and Tornadijo, M. E. (2022). Study of exopolysaccharides
from lactic acid bacteria and their industrial applications: a review. International Journal of
Food Science and Technology, 57(1), 16-26.

Abdellah, M., Ahcne, H., Benalia, Y., Saad, B., and Abdelmalek, B. (2014). Screening for
exopolysaccharide-producing strains of thermophilic lactic acid bacteria isolated from
Algerian raw camel milk. African Journal of Microbiology Research, 8(22), 2208-2214.

Adesulu-Dahunsi, A. T., Jeyaram, K., and Sanni, A. I. (2018). Probiotic and technological properties
of exopolysaccharide producing lactic acid bacteria isolated from cereal-based nigerian
fermented food products. Food Control, 92, 225-231.

Angelin, J., and Kavitha, M. (2020). Exopolysaccharides from probiotic bacteria and their health
potential. International Journal of Biological Macromolecules, 162, 853-865.

Axelsson, L. (2004). Lactic Acid Bacteria: Classification and Physiology. In S. Salminen, A. V.
Wright and A. Ouwehand (Eds.), Lactic Acid Bacteria, Microbiological and Functional
Aspects (Third Edition ed.). 270 Madison Avenue, New York, NY 10016, U.S.A.: Marcel
Dekker, Inc.

Ayivi, R. D., Gyawali, R., Krastanov, A., Aljaloud, S. O., Worku, M., Tahergorabi, R., Silva, R. C.
d., and Ibrahim, S. A. (2020). Lactic acid bacteria: Food safety and human health applications.
Dairy, 1(3), 202-232.

Badis, A., Laouabdia-Sellami, N., Guetarni, D., Kihal, M., and Ouzrout, R. (2005). Caracterisation
phenotypique des bacteries lactiques isolees a partir de lait cru de chevre de deux populations
caprines locales™ arabia et kabyle" Sciences and Technologie, 30-37.

Bangar, S. P., Sharma, N., Kumar, M., Ozogul, F., Purewal, S. S., and Trif, M. (2021). Recent
developments in applications of lactic acid bacteria against mycotoxin production and fungal
contamination. Food Bioscience, 44, 101444.

Bangar, S. P., Suri, S., Trif, M., and Ozogul, F. (2022). Organic acids production from lactic acid
bacteria: A preservation approach. Food Bioscience, 46, 101615.

Bautista-Gallego, J., Arroyo-Lépez, F. N., Rantsiou, K., Jiménez-Diaz, R., Garrido-Fernandez, A.,
and Cocolin, L. (2013). Screening of lactic acid bacteria isolated from fermented table olives
with probiotic potential. Food Research International, 50(1), 135-142.

Bouacha, C., Alouache, S., Benkhaled, A., and Zaidat, L. M. (2021). Etude du potentiel probiotique
des bacteries lactiques isolees a partir d’Artemia sp. Algerian Journal of Arid Environment
“AJAE”, 11(1), 15-23.

29



Références bibliographiques.

Bouzaid, M., Chatoui, R., Hasib, A., and Mennane, Z. (2012). Qualité hygiénique du lait de
colportage prélevé des points de vente de la ville de Rabat. Les technologies de Laboratoire,
7(26).

Branger, A. (2007). Microbiochimie et alimentation. Paris: Educagri Editions.

Breyer, G. M., Arechavaleta, N. N., Siqueira, F. M., and de Souza da Motta, A. (2021).
Characterization of Lactic Acid Bacteria in Raw Buffalo Milk: a Screening for Novel
Probiotic Candidates and Their Transcriptional Response to Acid Stress. Probiotics and
Antimicrobial Proteins, 13(2), 468-483.

Buksa, K., Kowalczyk, M., and Boreczek, J. (2021). Extraction, purification and characterisation of
exopolysaccharides produced by newly isolated lactic acid bacteria strains and the
examination of their influence on resistant starch formation. Food Chemistry, 362, 130221.

Burgain, J., Scher, J., Francius, G., Borges, F., Corgneau, M., Revol-Junelles, A., Cailliez-Grimal,
C., and Gaiani, C. (2014). Lactic acid bacteria in dairy food: surface characterization and
interactions with food matrix components. Advances in Colloid Interface Science, 213, 21-
35.

Caplice, E., and Fitzgerald, G. F. (1999). Food fermentations: role of microorganisms in food
production and preservation. International Journal of Food Microbiology, 50(1-2), 131-149.

Cerning, J. (1990). Exocellular polysaccharides produced by lactic acid bacteria. FEMS Microbiology
Letters, 87(1-2), 113-130.

Chen, D.-w., Chen, C.-m., Qu, H.-x., Ren, C.-y., Yan, X.-t., Huang, Y .-j., Guan, C.-r., Zhang, C.-c.,
Li, Q.-m., and Gu, R.-x. (2021). Screening of Lactobacillus strains that enhance SCFA uptake
in intestinal epithelial cells. European Food Research and Technology, 247(5), 1049-1060.

Colliec-Jouault, S., Zanchetta, P., Helley, D., Ratiskol, J., Sinquin, C., Fischer, A. M., and Guezennec,
J. (2004). Les polysaccharides microbiens d’origine marine et leur potentiel en thérapeutique
humaine. Pathologie Biologie, 52(3), 127-130.

Daba, G. M., Elnahas, M. O., and Elkhateeb, W. A. (2021). Contributions of exopolysaccharides from
lactic acid bacteria as biotechnological tools in food, pharmaceutical, and medical
applications. International Journal of Biological Macromolecules, 173, 79-89.

Dave, S., Vaishnav, A., Upadhyay, K., and Tipre, D. (2016). Microbial exopolysaccharide-an
inevitable product for living beings and environment. Journal of Bacteriology and Mycology,
2(4), 109-111.

Deepika, G., Green, R. J., Frazier, R. A., and Charalampopoulos, D. (2009). Effect of growth time on
the surface and adhesion properties of Lactobacillus rhamnosus GG. Journal of Applied
Microbiology, 107(4), 1230-1240.

30



Références bibliographiques.

Drider, D., and Hervé, P. (2009). Bacteries lactiques: physiologie, métabolisme, génomique et
applications industrielles: Economica.

Drouault, S., and Corthier, G. (2001). Effets des bactéries lactiques ingérées avec des laits fermentés
sur la santé. Veterinary research, 32(2), 101-117.

DuBois, M., Gilles, K. A., Hamilton, J. K., Rebers, P. A., and Smith, F. (1956). Colorimetric Method
for Determination of Sugars and Related Substances. Analytical Chemistry, 28(3), 350-356.

Erginkaya, Z., and Konuray-Altun, G. (2022). Potential biotherapeutic properties of lactic acid
bacteria in foods. Food Bioscience, 46, 101544,

Gareau, M. G., Sherman, P. M., and Walker, W. A. (2010). Probiotics and the gut microbiota in
intestinal health and disease. Nature Reviews Gastroenterology Hepatology, 7(9), 503-514.

Hasnaoui, 1. (2022). Etude de I'impact du lactosérum électro-activé sur la croissance des bactéries
lactiques Streptococcus thermophilus et Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus et leur
pouvoir antibactérien contre Salmonella enterica. Maitrise en sciences des aliments,
Université de Laval, Québec, Canada.

Hernandez-Hernandez, O., Muthaiyan, A., Moreno, F. J., Montilla, A., Sanz, M. L., and Ricke, S. C.
(2012). Effect of prebiotic carbohydrates on the growth and tolerance of Lactobacillus. Food
Microbiology, 30(2), 355-361.

Holzapfel, W. H., Haberer, P., Geisen, R., Bjorkroth, J., and Schillinger, U. (2001). Taxonomy and
important features of probiotic microorganisms in food and nutrition. The American Journal
of Clinical Nutrition, 73(2), 365s-373s.

Idoui, T., Boudjerda, J., Leghouchi, E., and Karam, N.-E. (2009). Lactic acid bacteria from™ Sheep's
Dhan", a traditional butter: Isolation, identification and major technological traits. Grasas y
aceites, 60(2), 177-183.

Idoui, T., and Karam, N.-E. (2008). Lactic acid bacteria from Jijel’s traditional butter: Isolation,
identification and major technological traits. Grasas y Aceites, 59(4), 361-367.

Ismail, B., and Nampoothiri, K. M. (2010). Production, purification and structural characterization of
an exopolysaccharide produced by a probiotic Lactobacillus plantarum MTCC 9510.
Archives of Microbiology, 192(12), 1049-1057.

lyer, R., Tomar, S. K., Kapila, S., Mani, J., and Singh, R. (2010). Probiotic properties of folate
producing Streptococcus thermophilus strains. Food Research International, 43(1), 103-110.

Jan, G. (2014). Les bactéries propioniques laitieres: une source de probiotiques encore inexplorée?
Cholé-Doc.

Jolly, L., Vincent, S. J. F., Duboc, P., and Neeser, J.-R. (2002). Exploiting exopolysaccharides from
lactic acid bacteria. In R. J. Siezen, J. Kok, T. Abee and G. Schasfsma (Eds.), Lactic Acid

Bacteria: Genetics, Metabolism and Applications: Proceedings of the seventh Symposium on
31



Références bibliographiques.
lactic acid bacteria: genetics, metabolism and applications, 1-5 September 2002, Egmond
aan Zee, the Netherlands (pp. 367-374). Dordrecht: Springer Netherlands.

Juarez Tomas, M. S., Wiese, B., and Nader-Macias, M. E. (2005). Effects of culture conditions on
the growth and auto-aggregation ability of vaginal Lactobacillus johnsonii CRL 1294. Journal
of Applied Microbiology, 99(6), 1383-1391.

Juraskova, D., Ribeiro, S. C., and Silva, C. C. G. (2022). Exopolysaccharides Produced by Lactic
Acid Bacteria: From Biosynthesis to Health-Promoting Properties. Foods, 11(2).

Kanmani, P., Satish kumar, R., Yuvaraj, N., Paari, K. A., Pattukumar, V., and Arul, V. (2011).
Production and purification of a novel exopolysaccharide from lactic acid bacterium
Streptococcus phocae PI80 and its functional characteristics activity in vitro. Bioresource
Technology, 102(7), 4827-4833.

Karimi Torshizi, M., Rahimi, S., Mojgani, N., Esmaeilkhanian, S., and Grimes, J. (2008). Screening
of indigenous strains of lactic acid bacteria for development of a probiotic for poultry. Asian-
Australasian Journal of Animal Sciences, 21(10), 1495-1500.

Khalid, K. (2011). An overview of lactic acid bacteria. International Journal of Biosciences, 1(3), 1-
13.

Khalil, E. S., Abd Manap, M. Y., Mustafa, S., Alhelli, A. M., and Shokryazdan, P. (2018). Probiotic
Properties of Exopolysaccharide-Producing Lactobacillus Strains Isolated from Tempoyak.
Molecules, 23(2), 398.

Kimoto-Nira, H., Suzuki, C., Sasaki, K., Kobayashi, M., and Mizumachi, K. (2010). Survival of a
Lactococcus lactis strain varies with its carbohydrate preference under in vitro conditions
simulated gastrointestinal tract. International Journal of Food Microbiology, 143(3), 226-
229.

Konig, H., Unden, G., and Frohlich, J. (2009). Biology of Microorganisms on Grapes, in Must and in
Wine. Germany: Springer-Verlag Berlin Heidelberg.

Korcz, E., and Varga, L. (2021). Exopolysaccharides from lactic acid bacteria: Techno-functional
application in the food industry. Trends in Food Science & Technology, 110, 375-384.

Korcz, E., Varga, L., and Kerényi, Z. (2021). Relationship between total cell counts and
exopolysaccharide production of Streptococcus thermophilus T9 in reconstituted skim milk.
LWT-Food Science and Technology, 148, 111775.

Lai, Y.-J.,, Tsai, S.-H., and Lee, M.-Y. (2014). Isolation of exopolysaccharide producing
Lactobacillus strains from sorghum distillery residues pickled cabbage and their antioxidant
properties. Food Science and Biotechnology, 23(4), 1231-1236.

32



Références bibliographiques.

Laubach, J., Joseph, M., Brenza, T., Gadhamshetty, V., and Sani, R. K. (2021). Exopolysaccharide
and biopolymer-derived films as tools for transdermal drug delivery. Journal of Controlled
Release, 329, 971-987.

Lin, W. H., Yu, B., Jang, S. H., and Tsen, H. Y. (2007). Different probiotic properties for
Lactobacillus fermentum strains isolated from swine and poultry. Anaerobe, 13(3-4), 107-
113.

Loubiere, P., and Cocaign-Bousquet, M. (2008). Metabolisme des bacteries lactiques. In D. Drider
and H. Prevost (Eds.), Bacteries lactiques Paris: Economica.

Lozano, J., Fernandez-Ciganda, S., Gonzalez Revello, A., Hirigoyen, D., Martinez, M., Scorza, C.,
and Zunino, P. (2022). Probiotic potential of GABA-producing lactobacilli isolated from
Uruguayan artisanal cheese starter cultures. Journal of Applied Microbiology, PMID:
35699653.

Lynch, K. M., Zannini, E., Coffey, A., and Arendt, E. K. (2018). Lactic Acid Bacteria
Exopolysaccharides in Foods and Beverages: Isolation, Properties, Characterization, and
Health Benefits. Annual Review of Food Science and Technology, 9, 155-176.

Melia, S., Yuherman, J., and Purwati, E. (2018). Selection of buffalo milk lactic acid bacteria with
probiotic potential. Asian Journal of Pharmaceutical and Clinical Research, 11(6), 186-189.

Mercan, E., Ispitli, H., Sert, D., Yilmaz, M. T., and Dertli, E. (2015). Impact of exopolysaccharide
production on functional properties of some Lactobacillus salivarius strains. Archives of
Microbiology, 197(9), 1041-1049.

Meryandini, A., Karyawati, A. T., Nuraida, L., and Lestari, Y. (2020). Lactic Acid Bacteria from
Apis dorsata Hive Possessed Probiotic and Angiotensin-Converting Enzyme Inhibitor
Activity. Makara Journal of Science, 24(1), 50-57.

Naessens, M., Cerdobbel, A., Soetaert, W., and Vandamme, E. J. (2005). Leuconostoc dextransucrase
and dextran: production, properties and applications. Journal of Chemical Technology and
Biotechnology, 80(8), 845-860.

Nguyen, P.-T., Nguyen, T.-T., Bui, D.-C., Hong, P.-T., Hoang, Q.-K., and Nguyen, H.-T. (2020).
Exopolysaccharide production by lactic acid bacteria: the manipulation of environmental
stresses for industrial applications. AIMS Microbiology, 6(4), 451-469.

Nwanyanwu, C., Alisi, C., Nweke, C., and Orji, J. (2012). Cell surface properties of phenol-utilizing
bacteria isolated from petroleum refinery wastewater. Journal of Research in Biology, 2, 383-
391.

Palaniraj, A., and Jayaraman, V. (2011). Production, recovery and applications of xanthan gum by
Xanthomonas campestris. Journal of Food Engineering, 106(1), 1-12.

Reiner, K. (2010). Catalase test protocol. American Society for Microbiology, 1-6.
33



Références bibliographiques.

Rodriguez-Sanchez, S., Fernandez-Pacheco, P., Sesefia, S., Pintado, C., and Palop, M. L. (2021).
Selection of probiotic Lactobacillus strains with antimicrobial activity to be used as biocontrol
agents in food industry. LWT-Food Science and Technology, 143, 111142.

Ruas-Madiedo, P., Hugenholtz, J., and Zoon, P. (2002). An overview of the functionality of
exopolysaccharides produced by lactic acid bacteria. International Dairy Journal, 12(2), 163-
171.

Sadeghi, M., Panahi, B., Mazlumi, A., Hejazi, M. A., Komi, D. E. A., and Nami, Y. (2022). Screening
of potential probiotic lactic acid bacteria with antimicrobial properties and selection of
superior bacteria for application as biocontrol using machine learning models. LWT-Food
Science and Technology, 162, 113471.

Sanalibaba, P., and Cakmak, G. A. (2016). Exopolysaccharides production by lactic acid bacteria.
Applied Microbiology, 2(115), 10.4172.

Sharma, A., Gupta, G., Ahmad, T., Kaur, B., and Hakeem, K. R. (2020). Tailoring cellular
metabolism in lactic acid bacteria through metabolic engineering. Journal of Microbiological
Methods, 170, 105862.

Sharma, A., Lavania, M., Singh, R., and Lal, B. (2021). Identification and probiotic potential of lactic
acid bacteria from camel milk. Saudi Journal of Biological Sciences, 28(3), 1622-1632.

Shene, C., Canquil, N., Bravo, S., and Rubilar, M. (2008). Production of the exopolysacchzrides by
Streptococcus thermophilus: Effect of growth conditions on fermentation Kinetics and
intrinsic viscosity. International Journal of Food Microbiology, 124(3), 279-284.

Skrzypczak, K., Gustaw, K., Jablonska-Rys, E., Stawinska, A., Gustaw, W., and Winiarczyk, S.
(2020). Spontaneously Fermented Fruiting Bodies of Agaricus bisporus as a Valuable Source
of New Isolates of Lactic Acid Bacteria with Functional Potential. Foods, 9(11), 1631.

Stiles, M. E., and Holzapfel, W. H. (1997). Lactic acid bacteria of foods and their current taxonomy.
International Journal of Food Microbiology, 36(1), 1-29.

Suwannaphan, S. (2021). Isolation, identification and potential probiotic characterization of lactic
acid bacteria from Thai traditional fermented food. AIMS Microbiology, 7(4), 431-446.

Tallon, R., Arias, S., Bressollier, P., and Urdaci, M. C. (2007). Strain- and matrix-dependent adhesion
of Lactobacillus plantarum is mediated by proteinaceous bacterial compounds. Journa of
Applied Microbiology, 102(2), 442-451.

Tareb, R., Bernardeau, M., Gueguen, M., and Vernoux, J.-P. (2013). In vitro characterization of
aggregation and adhesion properties of viable and heat-killed forms of two probiotic
Lactobacillus strains and interaction with foodborne zoonotic bacteria, especially

Campylobacter jejuni. Journal of Medical Microbiology, 62(4), 637-649.

34



Références bibliographiques.

Torino, M. 1., Font de Valdez, G., and Mozzi, F. (2015). Biopolymers from lactic acid bacteria. Novel
applications in foods and beverages. Frontiers in Microbiology, 6, 834-834.

Tuo, Y., Yu, H., Ai, L., Wu, Z., Guo, B., and Chen, W. (2013). Aggregation and adhesion properties
of 22 Lactobacillus strains. Journal of Dairy Science, 96(7), 4252-4257.

Wang, X., Wang, W., Lv, H., Zhang, H., Liu, Y., Zhang, M., Wang, Y., and Tan, Z. (2021). Probiotic
Potential and Wide-spectrum Antimicrobial Activity of Lactic Acid Bacteria Isolated from
Infant Feces. Probiotics and Antimicrobial Proteins, 13(1), 90-101.

Wee, Y.-J., Yun, J.-S., Kim, D., and Ryu, H.-W. (2006). Batch and repeated batch production of L
(+)-lactic acid by Enterococcus faecalis RKY1 using wood hydrolyzate and corn steep liquor.
Journal of Industrial Microbiology, 33(6), 431.

Werning, M. L., Herndndez-Alcéntara, A. M., Ruiz, M. J., Soto, L. P., Duefias, M. T., L6pez, P., and
Frizzo, L. S. (2022). Biological Functions of Exopolysaccharides from Lactic Acid Bacteria
and Their Potential Benefits for Humans and Farmed Animals. 11(9), 1284.

Wright, A. v., and Axelsson, L. (2019). Lactic acid bacteria: An introduction. In G. Vinderola, A. C.
Ouwehand, S. Salminen and A. v. Wright (Eds.), Lactic Acid Bacteria, Microbiological and
Functional Aspects (Fifth Edition ed.): CRC Press, Taylor and Francis.

Yuksekdag, Z. N., and Aslim, B. (2008). Influence of different carbon sources on exopolysaccharide
production by Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (B3, G12) and Streptococcus
thermophilus (W22). Brazilian archives of Biology Technology, 51, 581-585.

Zavala, L., Golowczyc, M. A., Hoorde, K. v., Medrano, M., Huys, G., Vandamme, P., and Abraham,
A. G. (2016). Selected Lactobacillus strains isolated from sugary and milk kefir reduce
Salmonella infection of epithelial cells in vitro. Beneficial Microbes, 7(4), 585-595.

Zheng, J., Wittouck, S., Salvetti, E., Franz, C. M., Harris, H. M., Mattarelli, P., O’toole, P. W., Pot,
B., Vandamme, P., and Walter, J. (2020). A taxonomic note on the genus Lactobacillus:
description of 23 novel genera, emended description of the genus Lactobacillus Beijerinck
1901, and union of Lactobacillaceae and Leuconostocaceae. International Journal of
Systematic Evolutionary Microbiology, 70(4), 2782-2858.

35



Annexes.

Annexes
Gélose hypersaccharosée
Extraitde viande..............coooiiiiiiiiiii e 109
Extraitde levure...........oooviiiiiiii e, 39
Bactopeptone ........cceiiiiiiii e, 2,59
SaCChArOSE. ...ttt 150 g
KoHPO4 ..o 20
NaCL. .o 19
MQSOs, TH20. ... 0,29
N 159
Eau distillée gsp ...ovvnveei e 1000 ml
PH=6,8-7
Sterilisation 20 min 120°C
Milieu MRS
POlypeptone. ......ooviieiiii 109
Extraitde viande...............ooiiiiiiiiii e 10 g
Extrait autolytique de levure..............c.ooiiiiiiiiiii. 59
GIUCOSE. .ot 209
TWEEIN 80 . ettt 1,08 ¢
Phosphate dipotassique..........ccovviviiiiiiiiiiiiiiiiieeenn, 29
Acétate de sodium.........c.ooviiiiiiiiii e 50
Citrate d’ammoOnium. ..........ooeiiriiniineiiieireeieenieaneennnnn 29
Sulfate de magnésium..............ccooviviiiiiiiiiiiiiiiineenn.n. 0,29
Sulfate de manganese..............ocevieiiiiiiiiiiiii, 0,05¢g
Eau distillée gsp 1000 mi

Stérilisation 20 min 120°C

Phosphate Buffers Saline (PBS)
8 g NaCl
0,2g KCI
1,449 Na;HPO4
0,249 KH2PO4
Eau distillée 1000 ml
AjusterlepHa 7,5
Stérilisation 20 min 120°C

Milieu MRS modifié

POLYPEPLONE. ..o 1049
Extraitde viande.............cooiiiiiiiiiii e 10¢g
Extrai tautolytique de levure..............coooiiiiiiiiiiiiiii 59
SaCCRATOSE. ...ttt 20 g/l
TWEEN B0, ..ot 1,08¢g
Phosphate dipotassique. .........ocovvveiiiriiniiiieineennn, 29

Acétatede sodiume............oooiiii 50



Citrate d’ammonium............
Sulfatede magnésium............
Sulfatede mangangése............

Eau distillée gsp
Stérilisation 20min a 120°C

0.18
0,16
0,14
0,12

0.1
0.08
0,06
0,04
0,02

DO 4 490 nm

.................................... 29
.................................. 0,29

................................... 0,059

1000 ml

y =0,0002x
R*=0,964

+*

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Concentration du glucose pg/l

Figure 7 : Courbe d’étalonnage

Annexes.



oo S Jie ga deall 1 e Budl a8l siaie (e Aalises gl 2 oY dae 2880 Sl AL LSl .:Mh
LSl e cpe Wgsall cdladl ol @3 )l clsuaie calizes L) (e 8yuall L &19 3ol coplo (ye 2l LSl
Al Ay e Sl syate 7 Ll 2USTs B gkl L (6568l Blaid W1y e Lall 2l S Aol ¢ 1) (goliedl paed] Aaalyd
LSl Aeadlly Lpke Lilams a1 gbudl cpdsl Juall MRS Jlg galadl MRS JI cralises classg § w¥l) pasbasl sda o
3§ g3l ¥l %8,309 0 ¢y 14,61% 92,56 ¢ 7945 ¢ Lall 2oy ISI1 Auoliell 49l Aeddl 3] galadl MRS (3 &eg53L)
9 &I MRS JI 3 de g 5301 ¥l &l %41,155 %2,6 o 791459 Ugudn (g8 1 ozl &9l &l Lol Jall MRS
V301420 oo dmull 20801 zglind wylSadl dgaad Leadlly. JualIMRS (& g 3Ll cdl) deudlly %29,515 %13,2
Lyl Jual I MRS U 3 e g 5311 ¥leeld &y AY/20 16,77 9 50/p0 15,109 63 Ladl MRS JI G 3e g 5501 ¥dl) 51/3416,209
&3 pailazdly Lxtll w) Sl ayie 208 o e 6T uz g3 ¥ il iy
Lol Aa ), S Ban 15 ¢y Sl smie Al LSl 1A golied) ozt ¢ Slarl¥l s Lial | Lol

Abstract
Lactic acid bacteria are important microorganisms to produce different types of

exopolysaccharides, we are interested to isolating, identifying lactic acid bacteria from goat milk
producing EPS. We are studied the hydrophobicity, autoaggregation, production exopolysaccharides
and adhesion of bacterial cells to epithelial tissue. A correlation between these parameters was studied
on two different media, MRS and modified MRS. The results found show that the hydrophobicity
percentages were between 2,56% and 14,61% for strains grown on MRS and between 0,00% and 8,30%
for strains grown on modified MRS. The percentage of autoaggregation was acceptable and was
between 18,56% and 14,15% for the strains cultured on MRS and 2,13% and 29,13% for the strains
cultured on modified MRS. The exopolysaccharide production was between 14,20% mg/l and 15,73
mg/l on MRS, 15,10% mg/I and 15,73 mg/I for strains cultured on modified MRS with a strong ability
to adhere to epithelial cells. On the other hand, there was no significant correlation between adhesion
bacterial cells and the other parameters.

Keywords: Adhesion, autoaggregation, lactic acid bacteria, exopolysaccharide, hydrophobicity.

Résume

Les bactéries lactiques sont des microorganismes importants pour la production de différentes types
d’exopolysaccharide (EPS). Dans le cadre de ce travail, nous sommes intéressés a isoler et a sélectionner
des bactéries lactiques provenant & partir du lait de chevre, productrices d’EPS. Nous avons étudié
I’autoagrégation, I’hydrophobicité et 1’adhésion bactérienne aux cellules intestinales et la production
des EPS. Une corrélation entre ces parameétres a été étudié pour ces isolats, cultivées sur deux milieux
différents (MRS et MRS modifiée). Les résultats trouvés montrent que 1’hydrophobicité est comprise
entre 2.56 % et 14.61% pour les isolats cultivés sur MRS et entre 0.00 % et 8.30% pour les isolats
cultivés sur MRS modifié. Le pourcentage d’autoagrégation est acceptable varie entre 18,56% et
41,15% pour les isolats cultives sur MRS et entre 2,13% et 29,13% pour les isolats cultivés sur MRS
modifié. La production d’exopolysaccharide comprise entre 14,20 mg/l et 15,73 mg/l sur MRS et 15,10
mg/l et 15,73 mg/l sur MRS modifié avec une forte capacité adhésion aux cellules épithéliales. L'étude
a également montré qu'il n'y avait pas de corrélation entre les valeurs d'hydrophobicité et d'autoagrégation
avec la production d'exopolysaccharides.

Mots clés : adhésion, autoagrégation, bactéries lactiques, exopolysaccharides, hydrophobicité.



