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Introduction :

De trés nombreux produits alimentaires subissent une fermentation lactique avant
leur consommation ,ce qui leur assure des caractéristiques bien particuliéres d’ardme et de
texture. Les bactéries qui en sont responsables sont toutes regroupées sous la méme
appellation de bactéries lactiques (Desmazeaud, 1996).

Les bactéries lactiques ont toujours joué un rdle considérable et multiple dans la
conservation et la transformation du lait et des produis laitiers, notamment des laits
fermentés, des crémes, du beurre et des fromages, c’est ainsi quelles jouent maintenant et
d’avantage encore dans le futur un role de locomotive dans les procédés biotechniques de
fabrication des produits laitiers.

C’est dans ce sens d’idées que nous sommes proposés de mener notre étude.

Dans un premier temps, on va faire le point de connaissance sur les bactéries
lactiques, leurs métabolismes et leurs intéréts industriels.

Dans la deuxiémes partie, on va isoler, purifier et pré-identifier des souches de
bactéries lactiques a partir du lait cru, par la suite on va étudier quelques performances
technologiques et pour finir, on va étudier les interactions entre les différents genres.



CHAPITRE I

Notions générales sur les bactéries lactiques :

I-1- Définition :

On considéré comme bactéries lactiques, toute bactéries capable d’excréter ’acide
lactique ( D(-), L{(+) ou DL ).

COOH COOH

HO — C*—— H H— T— OH
CH; CH;
L(+) D(-)

Figure 1 : Différents isomeres de I’acide lactique Cherrak et Keddari( 1999 in &LeéVeal
X al.,19991).

Cette notion peut €tre affinée en désignant le substrat glucidique a partir duquel est
faite cette sécrétion (lactose , glucose...) , en évaluant la quantité d’acide lactique produit
par rapport a la quantité du substrat dégradé . ce qui revient a évoquer les voies
métaboliques empruntées pour cette sécrétion :

o Voie d’EMBDEN MAYERHOF - PARNAS. homofermentation dans laquelle
’acide lactique est le seul produit du métabolisme excrété a partir du substrat.

s Voie de DICKENS — HORECKER et d’ENTER DOUDOROFF ., hétéro
fermentation , conduisant a I'acide lactique , en mélange avec d’autres produits :

éthanol , dioxyde de carbone (CO» ), acide acétique , propionique...( Bourgeois et
leveau , 1980 ) .

I-2- Propriétés générales :

D’apres Bourgeois et Larpent (1996), 1a propriété principale des bactéries lactiques
est la production d’acide lactique mais, il convient de prendre en compte de nombreux
caractéres microbiologiques :

- Elles sont Gram (+) positif.

- Elles ne sporulent pas.

- Elles sont pour la plupart immobiles.

- Elles sont aéroanaerobies facultatives (micro aérophiles).

- Méme en présence d’oxygene (O;), elles sont incapables de respirer. Ceci est
d’ailleurs corrélé a leur incapacité de synthétiser les cytochromes et les enzymes de
noyau héme, mais peuvent seulement effectuer un métabolisme fermentaire.

- Pas de réduction de nitrate en nitrite.

- Elles ont en générale des besoins complexes en facteurs de croissance comme :
vitamine B , acides aminés , peptides . bases puriques et purimidiques .

r)



- Elles peuvent étre sous formes de bétonnets (Lactobacillus) ou sous formes
sphériques (streptocoques).

I-3- Origine :

Selon Lenoir et al, (1992), la présence de bactéries lactiques est revelée dans de
nombreux milieux riches en nutriments , Comme la multitude de produits alimentaires (lait,
viandes et produits végétaux).

Les especes des genres Streptococcus , Lactococcus ou Leucouostoc se rencontreront
plutdt chez les hommes, les animaux et les oiseaux, on peut les isoler de la peau des
animaux, des maticres fécales et des poussieres , mais aussi de I’ensillage du foin ou des
grains .

Les espeéces du genre Lactobacillus sont encore plus répondues dans la nature, on les
trouve dans les végétaux ou elles assurent 1’acidification de 1’ensillage.On les trouve aussi
dans l’intestin des animaux et de I’homme, car Lactobacillus résiste aux biliaires.Peu
d’espéces ont un caractére pathogeéne.

Les espéces du genre Pédiococcus ne ce rencontre pratiquement que sur les plantes.

I-4 Classification :

D’apres Sutra et al., (1998) , la classification des bactéries lactiques vient d’étre
revue et simplifiée , compte tenu des apports modernes de la taxonomie moléculaire qui est
basée sur le séquencage de I’ARN ribosomal (ARNT) .

Les bactéries lactiques appartiennent aux cinq (5) genres :
- Lactococcus (Lc).
- Streptococcus (Sc).
- Leuconostoc ( Ln).
- Pediococcus (Pc).
- Lactobacillus (Lb).

1-4-1 Le genre Streptococcus :

Les especes de ce genre ont une forme ronde et sont assemblées par deux ou en
chaine, trés exigeantes du point de vue nutritionnel. La plupart des espéces sont
thermophiles, leur fermentation est homolactique ( Guiraud, 1998).

L’espéce Sc. thermophilus se différencie des autres par son habitat (lait et produits
laitiers), et son caractére non pathogéne ( Leveau et Bouix, 1993 ; Sutra et al., 1998).

1-4-2- Le genre Lactococcus :

Le genre Lactococcus récemment défini doit €tre considéré dans le genre
Streptococcus .



Ce sont des cellules sphériques, mésophiles, peuvent quelques fois s’allonger, elles
produisent 1’acide lactique L (+) (Leveau et Bouix, 1993).

Les especes de ce genre sont associées a de nombreuses fermentations alimentaires et
ne possedent aucun caractére pathogene, largement présent dans le lait et les produits
laitiers. Certains espéces isolées de poissons et d’eau douce possédent la particularité d’étre
mobile (Sutra et al., 1998).

1-4-3- Le genre Leuconostoc :

Il rassemble les coques lenticulaires en paires ou en chainettes, mésophiles,
généralement capsulés, qui possédent un caractére hétérofermentaire marqué, avec
. . . . iy i .
production de I’acide lactique (isomére D), de CO, et 1’éthanol. Certaines espéces sont
capables de fermenter le citrate, ce qui leur confére une activité aromatique importante, ils

ne sont pas pathogenes.

Ce sont des contaminants fréquents qui produisent des accidents de fabrication dans
les produits acides et sucrés ou les végétaux (Sutra et al., 1998).

1-4-4- Le genre Pediococcus :

Ce sont des cellules sphériques, elles peuvent €tre en paires et en tétrades. Les
Pediococcus sont homofermentaires, produisent de ’acide lactique DL ou L (+), elles sont
mésophiles, et le plus souvent incapables d’utilisés le lactose.

Ce sont des agents de dégradation des brasseries (Pc. damnosus) et causent aussi des
altérations (viscosité) dans les produits végétaux et parfois les viandes et poissons.

La classification de Bergey recense 08 espéces dans ce genre (Leveau et al,
1991):

- Pc. damnosus .

- Pc. parvulus.

- Pc. inopinatus.

- Pc. pentosaceus.

- Pc. dextrinicus.

- Pec. acidilactici.

- Pc. holophilus.

- Pc. urinaeequi.

1-4-5- Le genre Lactobacillus :

Il s’agit de bacilles souvent allongés, parfois group€s en paires ou en chaines.
Certaines espéces sont homolactiques, d’autres hétérolactiques produisant des acides
volatiles, de I’éthanol et CO, a coté du ’acide lactique.

Lactobacillus est le genre principale de la famille des Lactobacillaceae . 1l contient
de nombreuses especes qui sont des agents de fermentation lactique intervenant dans de
nombreuses industries.



D’ apres Guireand,(1998), Le genre Lactobacillus & été subdivisé par Orla-jensen
1919 en 3 groupes :

Groupe I : Thermobactérium : homofermentaire et thermophile, ce groupe comprend
15 especes, les plus fréquents sont : Lb .helveticus ,Lb. jugerti, Lb. bulgaricus, Lb. lactis,
Lb. acidophilus, Lb. leichemnii, Lb. delbrueckii, Lb. kefirofaciens.

Groupe II: Streptobacterium : homofermentaire et mésophile, il comprend 11
especes , permis lesquelles Lb. Casei, Lb. Plantarum, Lb. curvatus, Lb. sake.

Groupe III : Betabacterium : hétérofermentaire, soit mésophile soit thermophile. Les
espéces les plus fréquentes sont : Lb. buchneri, Lb. brevis, Lb. kefir, Lb. Hilgardii.

Tableau N°1 : différents genres de bactéries lactiques et les domaines d’utilisation
(Sutra et al., 1998; Leveau et a/ ., 1991)

Genre Morphologie Type Isomére | Température | Principaux
fermentaire | de I’ acide | de croissance domaines
lactique d’utilisation
Lactococcus Coques Homo L) Meésophiles | Fromages.
Lait et crémes
fermentés.
Streptococcus Coques Homo L) Meésophiles |Laits fermentés
thermophiles |et fromages.
Leuconostoc Coques Hét D(-) Meésophiles | Fromages.
Lait et crémes
fermentés.
Pediococcus Coques en Homo DL Thermophiles |Fromages.
tétrades Lait et crémes
fermentés.
Lactobacillus Bacilles Homo D(-) Thermophiles |Lait fermenté.
Hét DL Meésophiles | Fromages.
Saucissons.
Probiotiques.

Homo : Homofermentaires
Hét : Hétérofermentaire




Chapitre I1

Biochimie des bactéries lactiques :

II-1- Métabolisme des sucres :

D’aprés Desmazeaud (1996), les bactéries lactiques homofermentaires convertissent
le glucose en acide lactique.

Le glucose (ou le lactose dans le cas du lait) est transporté par un systéme actif et selon
les espéces, peut étre phosphoryle lors du transport & travers la membrane cellulaire. Dans
ce cas , par exemple les Lactocoques mettent en jeu un systeme phosphotransférase (PTS)
qui phosphoryle le sucre aux dépend du phospho-enol pyruvate (PEP). Ainsi, chez les
Lactoques et certains Lactobacillus , le lactose du lait apparait dans la cellule sous forme du
glucosyl-f(1,4)-galactoside - 6 -p (ou lactose-P), il est donc prét a étre hydrolysé par une
B-D-phosphogalactosidase. A 1’opposé, les Streptocoques, les Lactobacilles et des
Leuconostoc transportent le lactose sous forme libre.

Le glucose ou le glucose - phosphate en résultant est alors dégradé suivant la voie
glycolytique d’Embdem Meyerhof -Parnas. Le galactose 6-phosphate est catabolisé selon la
voie de D- tagatose -6- phosphate.

Toutes les bactéries lactiques possédent donc une lactate-déshydrogénase.

Les germes hétérofermentaires utilisent les voies du tagatose -6- phosphate. Ainsi,
chez ces bactéries, la fermentation lactique conduit a la formation de quantités

équimoléculaires de lactate, d’éthanol et de CO,.

II-2-Utilisation du citrate :

Le citrate est transporte a I’intérieur des cellules par une citrate perméase, ou il est
scindé en acétate et en oxaloacetate par une enzyme citrate -lyase. Chez Lactococcus lactis,
cette enzyme est inductible par le citrate mais constitutive chez Loctococcus sp.

L’oxaloacetate est ensuite convertie en pyruvate et en CO, par une oxaloacetate
décarboxylase. La deuxiéme étape de décarboxylation donne 1’acetaldehyde-thiamine
pyrophosphate.

Deux voies différentes conduisent au diacetyl ou a I’acetoine par 1’acetoine
réductase, on obtient le 2,3 butylen glycol a partir de 1’acetoine. Le citrate réprime la
synthése de cette enzyme, ainsi que celle du diacetyl-reductase ce qui explique
I’accumulation de diacetyl ou I’acetoine chez Lactococcus sp. (Desmazeaud, 1996).

TI-3- Métabalisme des lipides et des esters :

L’activité lipolytique des lactocoques dans le lait serait faible, cependant ces
bactéries hydrolyseraient plus facilement les mono-et diglycerides que les triglycérides du
lait .
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Au contraire les triglycérides contenant des acides gras a chaines courtes sont les plus
facilement hydrolysées chez Lactobacillus.

Les activités lipasiques et esterasiques ont &té dementrées chez certains Loctobacillus
homofermentaires comme Lb. casei et Lb. acidophilus ou hétérofermentaires comme : Lb.

Jermentum (Leveau et Bouix, 1993 ; Leveau et al., 1991).

I1-4- Métabolisme des protéines :

Les bactéries lactiques dégradent les protéines pour satisfaire leurs besoins en acides
animés par systeme protéolytique complexe , car elles sont , en général incapables d’en
effectué la synthése a partir d’une source azotée minérale simple et ne satisferont qu’une
partie du leurs besoins par les acides animés libres .

Dans différents genres de bactéries lactiques (Lb, Ln, Lc), C’est une protéase liée aux
enveloppes cellulaires grace aux ions Calcium , qui réalisé la premicre étape du processus
de dégradation , les protéines seront hydrolysées jusqu’aux stade acide animé par différentes

peptidases membranaires et cytoplasmiques , apres leurs transport dans le cytoplasme
(Desmazeaud, 1996).

Chapitre IT1

Rales et intéréts des bactéries lactiques :

II1-1- Introduction :

Les bactéries lactiques ont deux réles principaux dans les aliments, liés a leur activité
métabolique :

- Un role positif ou technologique, il s’exerce principalement dans les produits
fermentés avec des conséquences sur 1’ensemble des facteurs de qualité.

- Un role négatif, il se traduit essentiellement par 1’altération des produits concernés,
quelles soient ou non fermentées (Sutra et al ., 1998).

I11-2- Role en industries laitieres :

I1I-2-1- Production de I’acide lactique :

La production d’acide lactique et I’abaissement du pH est nécessaire pour établir des
conditions physico-chimiques indispensables ou favorables a la fabrication de nombreux
produits (Lenoir et al., 1992).

III-2-2- Production des composées carbonylés a partir de citrate :
Le citrate joue un rdle essentiel , a partir de ce composé les bactéries lactiques

produisent le diacetyl , I’acétaldéhyde , 1’acétate et le dioxyde de carbone ( CO,) qui sont
les principaux responsables de I’ardme des produits laitiers fermentés ( Leveau et a/ .,1991)



II1-2-3- production d’acétaldéhyde :

L’acétaldéhyde est réduit par le métabolisme chez les bactéries lactique mésophiles,
donc ils n’en apparait que trés peu dans le milieu.

Mais, il peut en étre autrement chez les bactéries lactiques thermophiles, en effet. les
gérmes du yaourt ne possédent pas 1’alcool Déshydrogénase et 1’acétaldéhyde intracellulaire
de ces microorganismes, ne sera pas réduit en €thanol ,mais sera excréte comme produit
final (Lenoir et al., 1992).

II1-2-4- Le role de la protéolyse dans I’ardme et le goiit :

Dans les fromages a pates pressées , a flore essentiellement lactique , I’activité des
enzymes protéolytiques de bactéries lactiques est fondamentale , car elle compléte I’action
de la présure restant dans le caillé et celle de la plasmine (enzyme naturelle du lait).

La protéolyse due aux bactéries lactiques sera surtout conduite a des peptides courts
et a des acides aminés libres. Ces derniers sont des procurseurs pour de nombreux produits
d’aréme (Lenoir et al., 1992).

III-2-5- Production de polysaccharides :

Certaines souches de bactéries lactiques ont la faculté de synthétisér des
exopolysaccharides , glucanes (dextrane) et fructosanes (levanes) , qui constituent la capsule
cellulaire, ces macromolécules contribuent & modifier la texture des produits dans lesquels
se développent les souches compétentes ( Leveau et al., 1991).

a- cas des bactéries thermophiles :

Pour la fabrication des yaourts, on constate que 1’onctuosité du produit peut étre
améliorer en utilisant les souches produisant un épaississement du lait. Ces souches
augmentent donc la viscosité du produit en améliorant sa texture.

Selon les souches, les concentration produites,varient de 50 a 400 mg/ litre du lait.

Le galactose est le monomére majeur, alors que le glucose et le rhamnose sont
présents en plus petites quantités chez Lb. bulgaricus, ou le glucose, xylose, arabinose,
rhamnose et mannose chez Sc. thermophilus (Lenoir et al., 1992).

b- Cas des bactéries mésophiles :

Certaines bactéries lactiques, notamment les lactabacilles et leuconostoc produisent
des polysaccharides.

IIs sont responsables de la formation de films muqueux en surface des produits
carnés, conservés sous vide ou des produits de salaisons (Jambo).

Des Pediocoques sont également a 1’origine de |’apparition d’une viscosité¢ de la
bierre.



Certaines souches de Lactocoques produisent de grandes quantités de
polysaccharides dans le lait, elles servent a fabriquer des produits laitiers traditionnels dans
les pays scandinaves. :

Les basses températures de fermentation favorisent 1’apparition de la viscosité
(Leneir et al ., 1992).

ITI-2-6- Rales des bactéries lactique dans la production de gaz :

Ce sont les bactéries hétérofermentaires qui sont responsables de la production de gaz
permettant la formation de fissures, dans des fromages a péates persillées ( roquefort).

Devoya et al, (1972) , ont montré que les espéces de Leuconostoc sont les
responsables de formation des « yeux de fromage ».

. 111-2-7- Réle dans la production de facteurs antimicrobiens :
II1-2-7-1- Pacide lactique et le pH :

Les bactéries lactiques ont un rble fondamental dans I’inhibition des flores non
lactiques (Escherichia coli, Salmonelia ........ ) des produits laitiers.

Deux facteurs principaux parfois difficilement dissociables doivent étre pris en
compte : le pH et les acides , notamment 1’acide lactique qui est le facteur toxique pour les
bactéries lactiques qui contribue a diminuer le pH du milieu, augmentant ainsi la toxicité de
’acide acétique ( Lenoir et al., 1992).

IIi-2-7-2- Composés divers :

Les quantités de diacetyl produit par les bactéries lactiques sont en général trop
faibles pour étre inhibitrices.

En présence d’oxygéne (O,) les bactéries lactiques peuvent produire du peroxyde
d’hydrogene (H,0,) qui est toxique pour “ifférentes bactéries, ce composé par lui méme est
capable d’endommager les membranes bactériennes (germes a GRAM négatif). De plus
I’H,0, peut aussi provoquer des altérations au niveau de ’ADN chez Escherichia coli
(Lenoir et al., 1992).

111-2-7-3- Les bactériocines et la nisine :

Ces peptides antimicrobiens sont synthétisés par un trés grand nombre de souches des
bactéries lactiques, ils sont généralement thermorésistants, actifs uniquement sur les
bactéries & Gram positif (Sutra et al., 1998).

En général, les bactériocines sont produites en milieu complexe vers la fin de la
croissance exponentielle lorsque le pH est déja bas.

La nisine produite par Lactococcus lactis ssp lactis est capable d’inhiber la
germination et la croissance de Clostridia, de Bacilius et de Listeria (Lenoir et al. ,1992).

10



Le role de nisine dans la protection des produits laitiers est renforcé, par le fait
qu’elle posséde une solubilité maximale aux pH acides rencontrés dans ces produits, elle est
commercialisée comme additif alimentaire utilisable dans les fromages fondus (Sutra et al.,
1998) .

D’autres bactériocines, comme les pediocines (produites par Pédiococcus) ou la
sakacine A (produite par Lactobacillus sake) sont aussi capables d’inhiber Listeria
monocytogenes (Desmazeaud, 1996).
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Deuxieme Partie

Materiel et Méethodes



II- Matériel et méthodes :

Notre travail a été réalis€ au niveau de laboratoire du centre universitaire de Jijel.
II-1- Matériel :
I1-1-1 Le lait cru :

L’échantillon sur lequel on fait notre travail est d’origine jijiliénne issue d’un lait de
vache de race autochtone (région de CHEKFA).

I1-1-2 Milieux de culture :

C’est I’habitat ou les différentes formes bactériennes peuvent étre cultivées en vue
de leur isolement et identification.

Au cours de notre étude, on a utilisé les milieux de culture suivants :

e Gélose MRS (Man, Rogosa et Sharpe) favorise le développement des Loctabacilles .

e Gélose M17 : Milieu d’isolement des Streptocoques , Lactocoques , Leuconostoc et
Pediocoques .

e milieu Y.M.A : (Yeast Milk Agar) : utilis€ pour la recherche de I’activité
protéolytique des bactéries lactiques.

e Gélose hypersaccharosée : utilisée pour la recherche de la production
d’exopolysaccharides .

e Milieu de Gibson Abdelmalek : utilisé pour la recherche du type fermentaire.

1I-1-3 Autres produits :

Au cours de notre étude, on a utilisé :
- L’eau oxygénée (H,O,).
- Les colorants (violet de gentiane, fuschine).
- L’alcool.
- Bleu de Methylene (0.1% - 0.3%).
- Chlorure de Sodium (Nacl).
- Les sucres (Saccharose, glucose....).
- Phénol phtaleine.
- Soude (NaOH) N/9.



II-2- Méthodes :

I1-2-1 Isolemgng, purification , caractérisation et pré-identification des souches
de bactéries lactiques :

a- I[solement : '

Pour I’isolement des bactéries lactiques, il convient de respecter les conditions
suivantes : utiliser le milieu de culture adéquat, la température d’incubation idéale et les
conditions d’anaérobiose.

—

Pour la préparation des dilutions, la premiére dilution décimale (10™) est
obtenue en ajoutant 1 mi de lait cru au 9 ml d’eau physiologique.

On renouvelle le processus & partir de Ia dilution (10° " pour obtenir la dilution (10 B eta .
partir de cette derniére, on obtient la dilution (107).

On doit changer de pipette apres chaque dilution.
b- purification :

La purification consiste a réalisé des repiquages successifs sur les géloses
(MRS et M17) pour des colonies bien distinctes et homogéenes.

Dés qu’on obtient sur les boites de pétri des colonies bien homogeénes on
arréte la purification.

La figure N°1 présente les techniques qu’on a utilisé pour I’isolement et la
purification des souches.

c- Caractérisation et pré-identification :
Pour I’identification de nos souches on a utilisé les méthodes classiques
d’identification qui sont basées sur la recherche pour chaque souche d’un certain nor
caractéres morphologiques , physiologiques et biochimiques ( Lenoi ~ ~/ 1001),

c-1-Examen macroscopique:

Ce test vise a voir la taille des colonies, leur couleur et forme sur les boites de
pétri apres incubation & 37°c/24 H.

c-2-Examen microscopique :

[’examen de préparation microscopique revelée par la coloration -
permet de faire la distinction entre les Gram' et les Gram™ (Leveau et al. , 1991

i3



Iml Imi Im]

lait cru
de vache Dilution
(solution mere) decemale ¢ S ml d’eau physio-
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Figure 3 : techniques d’isolement et de purification des souches lactiques
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Aprés préparation du frottis bactérien sur la lame est sa fixation a la flamme, on met
quelques gouttes de violet de gentiane pendant 1 minute, aprés lavage au lugol et un ringage
a I’alcool, on met quelque gouttes de fuschine et on laisse agir pendant 1 minute, enfin on
fait un rincage a I’eau suivis par un séchage , et on passe a 1’examination microscopique .

L’observation microscopique permet de distinguer la forme et la disposition
des bactéries.

c-3- Tests physiologiques et biochimiques :
e Recherche de la catalase :

- Elle se fait par émulsion de la culture bactérienne a tester dans I’eau

oxygeénée.
- La présence d’une catalase se manifeste par I’apparition des bulles
d’oxygenes.
Catalase
H,0, ———» H,O+1/2 O,

o Test de croissance a différentes températures

Nous avons incubé les souches a tester cultives sur gélose MRS et M17 aux
températures 45°c, 15°c et 37°c , pendant 24 & 48 H. les bactéries lactiques mésophiles
poussent a 15°¢ alors que les bactéries thermophiles ne le font pas .

e Test de croissance en milieux hostiles :
-Le lait de SHERMAN :

Ce test donne !’aptitude des bactéries & pousser en présence de bleu de
méthyléne, pour obtenir un lait & 0,1% de bleu de méthyléne, on a ajoute au moment de
I’emploi & 9 ml de lait stérilisé en tube, 1 ml de bleu de méthyléne a 0.1%, ce test est surtout
intéressant pour différencier les Strepfococcus et les Lactococcus.

On refait le test avec 0.3% de bleu de méthyléne. Ainsi Lactococcus lactis est
capable de pousser a 0,3% de bleu de méthyléne, les Streptocoques fécaux ne se
développent qu’en présence de 0,1% quant a Streptococcus thermophilus, il est tres sensible
aux colorants utilisés dans ce test.

-Le bouillon hypersalé :

On ensemence les milieux MRS et M17 supplémentes de 4% et 6,5% de
chlorure de sodium (Nacl) par les souches a tester.

L'incubation se fait & 37°c pendant 24 a 48 heures, la croissance est appréciée
par apparition de Colonies. Seul les streptopoques fécaux poussent a 6,5% de Nacl.
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e Recherche de ’Argenine dihydrolase (ADH) :

La mise en évidence de cette enzyme est intéressante pour la caractérisation des
bactéries lactiques , cette enzyme libere ’amoniac , et la citrulline 4 partir de ’argenine.
Pour la détermination proprement dite , on ensemence avec le germe a tester , un tube de
milieu de base et un tube de milieu a ’argenine, la culture dans le milieu de base se

manifeste par un virage au Jaune du milieu du au métabolisme du glucose , la dégradation
de I’argenine et la libération d’amoniac empéche le virage au Jaune .

e Production de polysaccharides (dextrane) :

On utilise le milieu de base qui est le MRS additionné de 5% de saccharose, apres
I’ensemencement, on a incubé a 37°¢ /24 - 48 H.

Les souches déxtranigénes sont caractéris€ées par la formation sur le milieu de
colonies larges et gluantes.

e Recherche de type fermentaire:

Ce test permet d’apprécier le type de métabolisme par lequel le substrat carboné est
transformé, il consiste a mettre en évidence la formation de gaz (CQO,).

On a préparé préalablement le milieu de Gibson-Abdelmalek . Pour réaliser ce test on
ensemence le milieu de base et on fait couler un bouchon de gélose a la surface.

I’incubation est faite a 37°c /24 — 48 H.

II-2-2 Etude de quelques propriétés technologiques :

a-Etude du pouvoir acidifiant : (AFNOR. V04-206,1969)

Chaque souche est ensemencée dans un flacon de 200ml de lait stérile et incubée a
37°c.
Les mesures se font a 2H, 4H, 6H, 8H, 10H et 12H pour chaque deux échantillons de
chaque flacon.

L’acidité est déterminée par dosage titrimétrique de 1’acide lactique a I’aide de
I’hydroxyde de sodium en présence de phénol phtaléine. Cette détermination s’effectue sur
une prise d’essai de 10ml de lait (apparition de coloration rose pale). Pour se faire, on ajoute
5 gouttes de phénol phtaléine pour chaque 10 ml de lait, on homogenise et on titre par la
soude dornic jusqu'a I’apparition d’une coloration violette persistante.

L’acidité en degré dornic est déterminé par la formule suivante :
Acidité (°D) = V05 X 10.
V : Volume de NaOH (N/9) .
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b-Recherche de I’activité protéolytique :

Ce test va mettre en évidence I’hydrolyse des protéines par les bactéries Lactiques
Le test est réalisé sur le milieu Y.M.A (Yeast Milk.Agar) qu’on a préparé au préalable.

Les différentes souches sont ensemencées en touche a la surface du milieu Y.M.A.
On laisse les touches séchées puis on incube a 37°c/24- 48H. La Lecture de résultats
est effectuée par mesure de la dimension des anneaux claires autour des touches (Leveau et

al., 1998).

c-Production d’éxopolysaccharides :

On a ensemencé aseptiquement les différentes suspensions bactériennes sur le
milieu MRS dans lequel on a remplacé le glucose par le saccharose (20g/1) et on incube a

37°c/24-48H.

La production d’exopolysaccharides se manifeste par la présence de colonies larges
et gluantes.(Leveau et al., 1991) .

TI-2-3- Les interactions bactériennes :

Les interactions chez les bactéries lactiques peuvent étre : positives ; (stimulation) ,
négatives (inhibition) ou neutres .

-1l y a symbiose : lorsque deux espéces différentes vivent ensembles.

- Antagonisme : est une lutte réciproque de deux especes) ceci emprunte différents
mécanismes :

* L’antibiose : est ’inhibition par des substances relativement spécifiques trés actives
¢laborées en petites quantité telles que les bactériocines.

* L’isoantagonisme : est ’inhibition entre couple de souches de méme espece.

* I’héteroantagonisme : est I’inhibition entre couple de souches d’éspeces différentes
(Idoui, 1994).

Les souches qu’on a étudié sont ensemenceées en touches par un multipoint stérile a la
surface du milieu solide (MRS ou M17). L'osque les dépots son bien secs , on couvre la
culture avec 5 ml de gélose (MRS ou M17) fondue contenant 1 ml d’une culture jeune de
souches indicatrices .

Apreés solidification du milieux, les boites de pétri sont incubées a 37°c pendant 24H-
48H.

La lecture consiste 4 déterminer la dimension des anneaux d’inhibition autour de -
chaque souche ensemencée en touche.






I1I-1- Isolement purification et pré-identification des bactéries lactiques :

e Examen macroscopique :

on a observé des colonies de différentes tailles , bien isolées , de couleur blanchitre et
jaunétre brillante , & pourtour régulier , certaines ont des formes circulaires et lenticulaires
( convexe) .

e Examen microscopique :

Aprés la purification des souches et la recherche de la catalase, les observations au
microscope optique révelent deux formes de bactéries lactiques .
- Des batonnets disposés en chaine plus ou moins longues , se sont des lactobacilles .
-Des Coques disposés par paire (diplocoques) et en chaine ( strepto-diplocoques ), se sont
les lactocoques .

Toutes les souches isolées (17 souches) sont de couleur bleu-violet .
e Tests physiologiques et biochimiques :

Les résultats du tableau N°02 révelent le suivant :
-Les dix-sept (17) souches sont & catalase négative ( pas d’apparition des bulles d’air)

- Le test de croissance & différentes températures montre que 1’ensemble des souches
sont incapables de croitre a 45°c, mais donnent une croissance aux deux températures
restantes ( souches mésophiles) .

- Huit souches ont donnée un résultat positif sur le lait de SHERMAN a 0,3% de
Bleu de méthyléne c’est a dire , il y a eu réduction de bleu de méthyléne avec coagulation
du lait , de ce fait ces souches appartiennent a Lactococcus lactis sp .

- Avec le bouillons hypersalé , on a éliminé les streptocoques fécaux qui ont donné

un résultat positif avec 6,5% de Nacl , le reste des souches sont des lactocoques .
- Sur le milieu de Gibson-Abdelmalek , il n’y a eu aucun déplacement du bouchon
de la gélose , donc nos souches sont homofermentaires .

- L’aspect des souches bactériennes révele la dominance de la forme sphérique qui
représente 64,70% de la collection , le reste 35,29% est représenté par la forme
batonnet .

Enfin , toutes les souches sont 8 GRAM" , catalase” , mésophiles et homofermentaires

Les résultats que nous avons obtenus apres les tests physiologiques et biochimiques ,
nous permettent d’identifier deux genres :

-Lactobacillus sp : qui représente 35,29% du total .

- Lactococcus lactis sp : qui représente 47,05% .

-Lactococcus sp : qui représente 17,64% .
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III-2_Aptitudes technologiques :

I11-2-1 Pouvoir acidifiant :

Les tableaux N°3- N°4 représentent les résultats de la production d’acide lactique
par les souches de bactéries lactiques .

Les résultats obtenus permettent de dire que nos souches possédent une performance
acidifiante intéressante pour la fabrication des produits laitiers .

D’apres les figures N°2et N°3 | il apparait clairement qu’il y a une hétérogénéité dans
la production de I’acide lactique au sein des souches des deux genres , c’est ainsi , qu'on a
note que chez le genre Lactococcus , une quantité de 7g d’acide lactique /11 de lait est
produit par Lactococcus lactis sp08 , 6,5g/l sont produit par Lactococcus lactis spl3 et la
plus faible conversion de lactose en acide lactique est enregistrée avec la souche
Lactococcus lactis sp17 estimé a 3,1 g/l aprés 12H d’incubation .

Toutefois , les souches du genre Lactobacillus sont moins performantes dont un
maximum de 6,4g d’acide lactique /1 de lait est produit par Lactobacillus sp02, par ailleurs
I’obtention de la coagulation du lait aprés 12H d’incubation , témoigne que nos souches sont
acidifiantes et elles sont dites « Fast Acid Producer » (Leveau et a/ ., 1991) .

I —2-2 Activité protéolytique :

Les résultats de ’hydrolyse des protéines par les souches lactiques sur le milieu
Y.M.A sont représentés dans le tableau N° 5

D’apres Vuillemard ( ir Lenoir et al, 1991), la souche est protéolytique pour un
diametre de I’anneau >5mm.

Au cours de ce test, nous avons observé qu’il y a une croissance des souches
ensemencées en touche, mais sans protéolyse, donc ce milieu fourni les facteurs de
croissance aux bactéries lactiques et ces dernieres sont incapables d*hydrolyser les protéines
présent dans le milieu. Cette inaptitude & I’hydrolyse des protéines chez les souches testées
est probablement liée a la perte ou I’absence du gé€ne ou de plasmides codant pour cette
activité car d’apres Leveau et al, (1991), les propriétés technologiques des bactéries
lactiques sont portées par les plasmides .

Enfin, les résultats obtenus autorisent & dire que nos souches ne posseédent pas
’activité protéolytique qui est ’un des critéres de sélection de cultures destinées a la
production de fromage.



Tableau N°3 : Production de ’acide lactique par les Lactobacillus sp(°D).

2H 4H 6H 8H 10H 12H
Lactobacillus sp 1 19 20 20 22,5 27 55
05 2 20 18 20 22,5 25 60
M 18 19 20 22,5 26 57
Lactobacillus sp 1 20 20 20 20 25 40
03 2 19 20 21 25 22 38
M 19,5 20 20,5 22,5 23,5 39
Lactobacillus sp 1 20 18 22 38 61 62
02 2 17 20 22 38 61 63

M 18,5 19 22 38 61 62.5
Lactobacillus sp 1 23 24 30 39,5 49 59
10 2 22 24 30 36 42 50

M 22,5 24 30 37,7 45,5 54,5
Lactobacillus sp 1 28 29 30 29 34 35
12 2 28 29 30 33 33 34

M 28 29 30 31 33.5 34.5
Lactobacillus sp 1 35 37 39 38 41 47
15 2 36 37,5 39 40 40 47
M 35,5 37,2 39 39 40,5 47

M: Moyenne.
°D :Degré dornic
H :Heure
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Tableau N°4 : Production de ’acide lactique par les Lactococcus lactis sp et

Lactococcus sp (°D)

2H 4H 6H 8H 10H |[12H
Lactococcus sp 06 1 120 21 22 23 25 36
2 {15 17 19 21,5 128 39

M 175 19 20,9 1225 (26,5 |37.)5
Lactococcus sp 04 1 120 20 20 25 40 64
2 19 22 25 25 40 65

M 1195 |21 22,5 125 40 64.5

Lactococcus sp 14 1 |35 41 42,5 43,5 |44,5 |48,5

2 |39 35 38 41 46 51,5

M |37 38 40,5 |42 45 50.5
Lactococcus lactis sp 01 1 16 16 22 26 26 47
2 |155 18 24 20 25 40

M (155 17 23 23 25.5 143.5
Lactococcus lactis sp 07 1 16 23 27 45 51 62
2 |15 30 30 50 51 64
M (15,5 24,5 |28.5 |47.5 |51 63
Lactococcus lactis sp 16 | 19 22 23,5 (32 44 59
2 |17 19 21 32 46,5 |60

M |18 20,5 (22,5 |32 45,5 59,5
Lactococcus lactis sp 17 1 |16 20 20 24 27 27
2 15 16 20 25 28 35
M |155 18 20 24,5 (27,5 |31
Lactococcus lactis sp 08 1 |16 22 26 52 60 60
2 120 24 37 53 62 80
M |18 223 (31,5 (52,5 |61 70
Lactococcus lactis sp 11 1 |20 22 34 47 62 69
2 |21 21 35 48 61 68

M 20,5 [21,5 |34.5 [47.5 |61.5 68,5
Lactococcus lactis sp 09 1 |26 35,5 |45 70 75 76
2 |25 35 45 54 50 51

M 25,5 |35.2 |45 62 62.7 163,5
Lactococcus lactis sp 13 1 128 36 40 46 50 70
2 (35 34 41 44.5 150 60
M (31,5 |35 40,5 140.5 |50 65

M : moyenne .
°D :Degré dornic
H :Heure
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Tableau N°S : activité protéolytique des bactéries lactiques sur le milieu Y.M.A.

Especes code | Diamétre | Evaluation observations
(mm) du test
Lactococcus lactis sp 01 0 - Croissance sans prot€olyse
Lactobacillus sp 02 0 - Croissance sans protéolyse
Lactobacillus sp 03 0 - Croissance sans protéolyse
Lactococcus sp 04 0 - Croissance sans protéolyse
Lactobacillus sp 05 0 - Croissance sans protéolyse
Lactococcus sp 06 0 - Croissance sans protéolyse
Lactococcus lactis sp 07 0 - Croissance sans protéolyse
Lactococcus lactis sp 08 0 - Croissance sans protéolyse
Lactococcus lactis sp 09 0 - Croissance sans protéolyse
Lactobacillus sp 10 0 - Croissance sans protéolyse
Lactococcus lactis sp 11 0 - Croissance sans protéolyse
Lactobacillus sp 12 0 - Croissance sans protéolyse
Lactococcus sp 13 0 - Croissance sans protéolyse
Lactobacillus sp 14 0 - Croissance sans protéolyse
Lactococcus lactis sp 15 0 - Croissance sans protéolyse
Lactococcus lactis sp 16 0 - Croissance sans protéolyse
Lactococcus lactis sp 17 0 - Croissance sans protéolyse

— : test négatif .




I11.2.3 production d’exopolysaccharides :

Le tableau N° 6 montre les résultats du test de la production d’exopolysaccharides par
les bactéries lactiques .

Aucours de ce test, on a observé que nos souches ont donné une croissance sur le
milieu hypersaccharosé, mais les colonies bactériennes étaient de forme réguliere (aucune
colonie n’était large ou gluante) , de ce fait, nos souches sont exempte du pouvoir de la
production des macromolecules qui contribuent a modifier la texture des produits laitiers.

Les résultats obtenus sont probablement dus aux pertes de plasmides car d’apres
Lenoir et al.,(1992) : la formation de polysaccharides épaississants le lait a été rapporte a la

présence de plasmides.

II1-3 Interactions bactériennes :

Le tableau N°7 représente les résultats obtenus concernant les interactions entre les
différentes souches de bactéries lactiques.

Le test va mettre en évidence les caractéristiques que possédent certaines souches de
bactéries lactiques a stimuler ou inhiber d’autres souches une fois mis en contact .

Les résultats obtenus ont relevé le suivant :

e Présence des inhibitions : comme le cas(Lactococcus lactis sp 08 et Lactocillus sp
03), (Lactococcus sp 14 et Lactobacillus sp 03).

e Présence de stimulation : comme le cas de (Lactococcus sp 04 avec Lactococcus sp
01)et (Lactococcus spl4 et Lactobacillus sp 05) et (Lactococcus sp04 et
Lactobacillus sp05 ).

Ces inhibitions s’expliquent par la synthese de substances telles que les antibiotiques
et les bactériocines, ces derniers ont été mises en évidence chez la plupart des bactéries
lactiques, aussi bien chez les lactocoques , que chez les lactobacilles, et chez les
pédiocoques (1doui, 1994).

Par ailleurs, on remarque que le Lactococcus sp 08 ensemencé en touche inhibe les
quatre (04) souches de Lactobacillus sp ensemence en masse.

Enfin, nous pouvons a partir de ces résultats constituer des levains mixtes, qui seront
utiles pour la continuité de cette étude.
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