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Résumeé

Les bactéries lactiques sont des microorganisntéséas dans la fermentation des
aliments, ainsi que pour leurs rbles bénéfiguessdén production des substances
antimicrobiennes. Les souches lactiques appartenagenrd.actobacillus ont été isolées et
identifiées a partir du lait cru de chévre proverdm différentes régions de I'oranie. Les 19
souches de lactobacille ont révélé une activitéraotobienne et se répartissent en 4 souches
de Lactobacillus intestinalis 2 souches delLactobacillus rhamnosys1l souche de
Lactobacillus plantarum 4 souches de.actobacillus casei,2 souches de.actobacillus
delbrueckii subsp delbrueckiil souche dd.actobacillus paracasei subsp paracaséi
souches deactobacillus acidophilugt 2 souches deactobacillus johnsonii

La production de I'acide lactique et la variatiom pH ont été suivie en fonction du
temps et présentent des différences chez les leaciéctiques étudiées.La souche la plus
performante qui présente une production importadetd’acide lactique et une fermentation
rapide du lait est la souchectobacillus johnsoni{Cbl).Leur pouvoir antagoniste résulte
aussi d’'une compétition pour les substrats etlad@ration de bactériocines qui inhibent les
bactéries indésirables.

Les deux bactéries pathogéenes responsable dértfedtions Escherichia coliATCC
25921 etStaphylococcus aureuATCC 25923) sont toute les deux sensibles a Feffe
inhibiteur des 19 souches, I'étude des interacteoonisvélé que les bactériocines produites par
les lactobacilles appartenant aux espetexobacillus johnsonii (Cbl et Cb2) et
Lactobacillus paracasei subsp paracag@b8) ont donné des inhibitions importantes vis-a-
vis deStaphylococcus aurews Escherichia coli

L'effet de I'acide lactique a été éliminé par l'diiich du tampon phosphate dans le
milieu de culture, les tests d’enzymes (trypsineaathymotrypsine) révelent la nature
protéiqgue de la substance antimicrobienne (baciéed impliquée dans linhibition de

Staphylococcus aurewt Escherichia coli.

Mots clés : Lactobacillus,lait cru de chévre, germes pathogénes, intéragtiaride

lactique, bactériocines.



Summary

Lactic acid bacteria are microorganisms used ad fpreservation and human health
by producing antimicrobial substances.

In this work strains of lactic acid bacteria weselated and identified from raw goat’s
milk which were collected from different regionsthre country.All the strains were belonging
to Lactobacillusspecies, 19 strains dhctobacillusshowed an antimicrobial activity against
pathogenic bacteria as the followirfgtgdphylococcus aureuandEscherichia coli and were
divided into 4 strains ofactobacillus intestinalis2 strains ofLactobacillus rhamnosus
one stain ofLactobacillus plantarum 4 strains of Lactobacillus casei 2 strains of
Lactobacillus delbrueckii subsplelbrueckii, 1 strain of Lactobacillugparacasei subsp
paracasej 3 strains ofLactobacillus acidophilusand 2 strains oELactobacillus johnsonii
Production of lactic acid and pH variation weredstuin function to time, results obtained
revealed differences among the strains of lacticid acbacteria isolated.
The highest performance strain which presented iitapb production of lactic acid and a
rapid fermentation of milk is strairactobacillus johnsoni{Cb1).

Moreover, its antagonistic capacity also elabatatethe inhibition of altered germs
by the production of these substances. The 2 pathogbacteria responsible for toxic-
infections Staphylococcus aureuBTCC 25923,Escherichia coliATCC 25921) were very
sensitive to the inhibitory effects of these stsaiff he study of these interactions revealed that
the Lactobacillus strains producing from bactensciand have giving the important
inhibition, against Staphylococcus aureusnd Escherichia colwere belonging to species
Lactobacillus johnsoni{Cbl et Cb2) antlactobacillus paracasei subg@aracasei(Ab8).The
effect of lactate was vanished by the addition afd pphosphate in the medium.
The use of enzymes (Trypsine amdchymotrypsine) revealed the proteic nature of the
antimicrobial substance (bacteriocin) implied ie thhibition of Staphylococcuaureusand

Escherichiacoli.

Keys words Lactobacillus raw goat’s milk, pathogenic bacteria, interacsidactic acid,

bacteriocins.
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NaCl : Chlorure de sodium.
pH : Potentiel hydrogene.
Subsp Sous-espéce.

MRS: Man, Rogosa, Sharp.

BCP: Poupre de bromocrésol.

°C : Degré celsius.

h : Heure
L . Litre
ml  : Millilitre.

mm : Milliméetre.

Min : Minute.
pl . Microlitre.
St : Souche en touche.

T/min : Tour par minute.

ufc : Unité formante colonie.

MH : Milieu Muller Hinton.
G : Grossissement.

Cat : Catalase.

Abréviations

ADH : Arginine déhydrogénase.

Arg : Arginine.

ADN : Acide désoxyribonucléique.

BL : Bactéries lactiques.
Lb. :Lactobacillus

QAL : Quantité de I'acide lactique.

°D : Degré dormic.
g/l : Gramme /litre.
V  :Volume.
N  : Nombre.
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Introduction

INTRODUCTION

En Algérie, I'élevage caprin vient en seconde pasi{14%) apres les ovins. Il se
trouve concentré essentiellement dans les zonanatdagnes, des hauts plateaux et des
régions arides. Il est caractérisé par son adaptatux conditions climatiques du pays et
contribue a la formation du revenu et a la couvertle besoins en lait et viande d’une large
couche de la population dans la plupart des zoifésilds (montagnes, hauts plateaux et
régions arides).

A I'échelle nationale, la production laitiere anhei@u cours de la derniére décennie
est d’environ 1 milliard de litres dont 13% de ld& chevre. La transformation du lait de
chevre en Raib, Lben et Jben (fromage traditiontelplus souvent de qualité sensorielle
variée, se fait par fermentation spontanée.

L’industrie laitiere a pris un essor considérablr pa sélection des souches de
bactéries lactiques qui est basée sur la capagif@ratiuction d’acide lactique, de composés
aromatiques, de bactériocines, de production de €Ode résistance aux phages. Les
caractéres technologiques recherchés sont souvdes @ar des plasmides entrainant donc
une instabilité de ces caracteres.

Les bactéries lactiques sont composées de coquis lecilles et elles sont gram+,
catalase -, anaérobie facultatif, exigeant de nembfacteurs de croissance et se caractérisent
principalement par la production d’acide lactique gsulte de la fermentation des sucres.
Les bactéries x trouvent dans des milieux natwétgtaux, animaux et humains (Valégie
al, 2003, Adams, 1995).

Les bactéries lactiques sont responsables de lugtion de plusieurs substances
antimicrobiennes.

La production de ces substances par les bact@ggues sont responsable d’antagonismes
qui permettent I'inhibition des bactéries pathogeee prolonge la durée de conservation
(Ganzelet al; 2000; Nes et Eijsink, 1999).

II'y a deux cathégories de substances: de faipteds moléculaires tell que le
peroxyde d’hydrogéne @,), le dioxyde de carbone le diacetyl, et de haidgpmoléculaire
comme les bactériocines (Piard et Desmazeaud, 199B2; Ouwehaud, 1998).
Parmi les bactériocines, qui sont utilisées dasgpteduits alimentaires, la nisine est la plus

approuvee (Hansen, 1994).



Introduction

De nombreuses substances a activité antagonistieifge par les bactéries lactiques
ont été mise en évidence et régulierement de ni@sviehctériocines sont décrites (Rodrigues
et al, 2002 et Mansouet al,, 2004).

Notre travail porte sur I'étude des espéeces dugjemrtobacillusisolées du lait cru de
chevre et tester leur pouvoir acidifiant et antioiienne a effet bactéricide vis-a-vis des

bactéries pathogenes tel dbi@phylococcus aurewt Escherichia coli.
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|. Lait De Chévre Synthése bibliographique

|. LAIT DE CHEVRE :
I.1 Données sur le chaptel caprin en Algérie :

1.1 Généralités :

En Algérie, I'élevage caprin vient en seconde pmsi{14%) aprés les ovins (26%)
(Anonyme, 2000 a). Il se trouve concentré dssament dans les zones de montagnes,
des hauts plateaux et des régions arides. Il esttésisé par son adaptation aux conditions
climatiques du pays et contribue a la formationrelenu et a la couverture de besoins en
lait et viande d’'une large couche de la popofatidans la plupart des zones difficiles
(montagnes, hauts plateaux et régions arides).

Au cours de la derniere décennie, la pradoctaitiere annuelle est d’environ 1
milliard de litres dont 13% de lait de chévre (Agme, 2000 b). La transformation du lait
de chevre en Raib, Lben et Jben (fromage tradié), le plus souvent de qualité
sensorielle variée, se fait par fermentatippnsanée.

Le cheptel caprin algérien est représenté par éarehArabe, la plus dominante en
terme d’effectif et qui comprend trois ou quatreeis autrement ce cheptel comprend aussi la
chevre Kabyle (AnGR, 2003).

Bien que la population locale relativement homogéeme homogénéité apparait dans
les sous populations arabes et certains types égbyh peut distinguer quatre grandes sous
populations selon le format et la morphologie: lal#a (sahraouia), la Makatiya, la Mouzabit
et la naine de Kabylie, auxquelles s'ajoute le tdleémporté et entre les quelles on rencontre
les produits de croisements.

Quatre ressources génétiques sont l'origine desegpapulations majores existantes
en Algérie: syrien, nubien, méditerranéen et kanylices populations algériennes sont en
majorité de type traditionnel, le type Kurde et Mubyrien aux poils noirs, gros et résistant
mélangé aux rameaux du Nord d'Afrique. Mais il ex@ans certaines régions, des métissages
avec les races meéditerranéennes, comme la MaltEs®amasquine, la Murciana, la
Toggenburg et plus récemment avec I'Alpine et lar®a, qui ont fait I'objet aussi de
tentatives d’élevage en race pure, spécialiséeaiuption laitiere dans la région de Kabylie
(AnGR, 2003).
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1.2 Les races caprines Algériennes et leurs prin@pes caractéristiques:
1.2.1 La chévre Arabe :

* La race Arabe baida:

Elle domine sur les hauts plateaux et les régiepsesitrionales du Sahara ou elle est
conduite avec des troupeaux de moutons qu’elleegia taille atteint 70 cm et sa robe est
polychrome et présente frequemment du blanc asaadieroux, du noir et du gris; elle est a
poils longs. Cette race est trés sensible a laatmygpomiase et ne peut étre
élevée que dans les zones qui ne sont pas infe€@éesont des animaux trés rustiques qui
peuvent rester deux jours sans boire (AnGR, 2003).

* La race Arabia (sahraouia) :

Race domestique la plus dominante, localisée danzohe steppique ou semi
steppique et présente un format peu développénisaau du phénotype elle manifeste des
caractéres plus homogenes : robe noire a long paspect brun foncé, pattes blanches au
dessus du genoux, raies blanches et fauves suisdgey taches blanches a l'arriere des
cuisses. Elle se subdivise en deux sous-typesn: d&dentaire et I'autre transhumant. Cet
animal est parfaitement adapté aux contraintespdesours et semble posséder de bonnes
aptitudes de reproduction. Comparativement au tigmshumant le type sédentaire a les poils
plus longs 14-21 cm contrel0-17 cm pour le typestnamant. La chévre est principalement
élevée pour la viande de chevreaux méme si sqrplaitluit en faible quantité, représente un
intérét indéniable (AnGR, 2003).

 La race Makatiya :

Cette race est localisée dans les hauts plateala région Nord de I'Algérie, aux
caracteres assez hétérogénes, grande taille, rolyeghppme aux poils courts, oreilles
tombantes, elle semble étre le produit de multiglessements réalisés a partir de races
méditerranéennes. Elle est peu résistante suryrared son intérét réside dans sa production
laitiere et son adaptation a I'environnement. EKe utilisée également pour la production de
viande et spécialement pour la peau et le cuir RnZD03).

* La race Mouzabit :

Chévre principalement laitiere, appelée égalememiggourt, elle fait partie du
rameau Nubio-Syrien, semble bien croisée avecdessr méditerranéennes et parfois elle

ressemble a la Makatiya (FAO, 1996). Cette chest@gginaire de Metlili dans la région de
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Ghardaia; elle peut toutefois se trouver dans tlaupartie septentrionale du Sahara (AnGR,
2003), également elle se retrouve surtout dansde s

L’effectif total est de 607 500 tétes avec 395 @@Delles reproductrices et 30 400
males reproducteurs. Cette race représente 22.5%otdl des chévres dans le pays.
L’animal est de taille moyenne (65 cm), son corengé, droit et rectiligne. Sa téte est fine
et cornée, alors que sa robe présente trois cauldarchamois, le blanc et le noir, d'ou la
répartition est : dominance du couleur chamois avecbande axiale plus foncé ou noire est
caractéristique, autrement la téte, facon venehlde genoux au dessous sont colorés de noir
ou blanc. Cette race sera un noyau de I'Ombrineegtiiune bonne laitiere et trés fertile
(AnGR, 2003). Elle est trés appréciée dans I'estita@anéen pour ses capacités laitieres.

1.2.2 La chevre Kabyle:
 La race naine de la Kabylie:

La chevre de la Kabylie est une chevre autochtamepguple abondamment les
massifs montagneux de la Kabylie, des Aures et dar& L’effectif total est d’environ
427.000 tétes avec 307.000 femelles reproductreles23.500 males utilisés pour la
reproduction. Elle est robuste et massive, de edttlle, Son poil est long de couleur
généralement brun foncé, parfois noir ; la tét@mdil courbé, est surmontée de cornes. C'est
une mauvaise laitiere qui est appréciée pour saleidAnGR, 2003).

 La race montagnarde des Aures :

C’est une chevre qui ressemble a la naine de Kablglie est treés appréciée pour la
qualité et la longueur de ses poils. La différetiarapar rapport a la précédente population se
situerait pour les caracteres « longueur des eseif qui s’exprime par I'allongement,
constituant une défense contre les effets de laesésse et la «longueur des poils » qui est a

la base d'une industrie artisanale.

[.2 Généralités sur le lait :

Le lait est un liquide blanenat, légerement visqueuyroduit par les mammiferes
femelles La composition et les caractéristiques physttoagues varient sensiblement
selon les espéecemimales, et méme selon les ragess caractéristiques varient également au

cours de la période de lactatj@insi qu’au cours de la traitel de I'allaitement



|. Lait De Chévre Synthése bibliographique

Le lait est également un milieu biologique, il dent des_cellulessanguineset

mammaires (autour de 250 000 par ml) et des mimgarosmegautour de 15 000 par ml). Le

lait est un aliment liquide complet, trées nourrigsaéunissant a lui seul tous les composants
nécessaires a l'alimentation humaine. 100 g dectaitient 87 g d'eau et 13 g de matieres
séches (Queinnec, 2000).

Le lait est constitué de cing composants majeuisaud de matieres grasses, de
protéines, de glucides et de matiéres minérales. €@y constituants se retrouvent en

quantités plus ou moins grandes dépendant de \@paoace du lait.

|.3 Composition du lait de chévre :

Le lait de chevre est un aliment de grande impoganl’échelle mondiale. La «vache
du pauvre» contribue grandement a l'alimentationméine dans les pays en voie de
développement. La composition du lait de chévreeddpfortement de la race caprine et
dépend aussi de la saison : en été, le rendemelditdest élevé et la teneur en lipides et
protéines est faible alors qu’en hiver, c’est lentcaire. La valeur énergétique de cent
millilitres de lait de chevre est d’environ 280(8Tkcal) (Wehrmiller et Ryffel, 2007).

3.1 Le lactose :

Le lactose est le principal glucide du lait. Da@ddit de chevre (45 g/l), la teneur en
lactose est environ 10 % inférieure a celle dudaitvache. La structure chimique du lactose
du lait de chevre est la méme que celle du lakatde. Le lait de chévre peut apporter une

solution aux personnes présentant une intoléramtsctose.
3.2 La lactoprotéine :

Dans le lait de chévre comme dans le lait de vdelsdactoprotéines sont constituées
de 80 % de caséines et de 20 % de protéines deséaotn. Les caséines se présentent sous
formes de micelles ; ce sont de grands agrégapsadéine et de phosphate de calcium. Il y a
quatre types de caséine : asl, as2, b et k. leautesm ces protéines dépend du génotype des
animaux. Dans le lait de vache, c’est la caséidegag I'on rencontre le plus. La teneur en
caséine asl du lait de chévre varie fortementgééral, la concentration en caséine b est la

plus élevée.
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3.3 La matiere grasse :

La composition en acides gras du lait de chevregy(} Hiffere assez de celle du lait de
vache, et, par la méme, le profil de fusion de &i@ne grasse du lait de chevre. La matiére
grasse est plus molle que celle du lait de vachméstente un point de fusion inférieur : 23-
25° C par rapport a 30-33° C pour le lait de va@ghehrmudiller et Ryffel, 2007).

3.4 Les vitamines et les sels minéraux :

«+ Le lait de chévre contient plus de vitamines A eju® le lait de vache.
« Lateneur en acide folique est nettement moinseéleue celle du lait de vache.
« Lateneur en vitamineBest Iégérement inférieure a celle du lait de vache

« Les teneurs en potassium, cuivre et manganesaégmmement plus élevées dans le

lait de chevre que dans le lait de vache.

+ Le lait de chévre contient un peu moins de zinclguait de vache.
1.4 Quelques propriétés du lait de chevre :

- Le lait de chevre est particulierement blancrason de I'absence de caroténe dans
la matiere grasse. Sa stabilité thermique estigufee a celle du lait de vache et son pouvoir
tampon est supérieur a celui du lait de vache.ditede chévre frais a un légégodt de

chévre” di a la présence d'acides gras saturés : lessacageique, caprylique et caproique.

- Les matiéres grasses du lait de chévre sonefaeit dégradables par les enzymes
(lipases) dans le tube digestif. En plus, les acgtas a chaines courtes et moyennes sont de
bonnes sources d'énergie pour les enfants en mlasmoissance et sont doués d'action
hypocholesterolémique en inhibant le dépét du dtétel dans différents tissus de

I'organisme (Hossaini Hilali, 1995).

- Les protéines du lait de chévre présentent edlassi quelques spécificités.
Lorsqu'elles coagulent au niveau de I'estomacs élement des agrégats plus petits et plus

faciles a étre digérées par les enzymes (protédsetsibe digestif. En plus les acides aminés
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résultant de la digestion des protéines du laititevre sont plus efficacement absorbés au
niveau du tube digestif que ceux du lait de vat¢heséaini Hilali, 1995).

- La biodisponibilité du fer contenu dans le lagt chévre est plus grande que celle du
lait de vache. Cependant, il faut étre attentiff@itique le lait de chévre est généralement
pauvre en acide folique et en vitamine B12, cepguit entrainer des anémies chez les enfants

nourris uniquement a base du lait de chévre.

- Le lait de chevre présente une action antiacidélenre que celle du lait de vache.
Raison pour laquelle il est conseillé dans ledragnt des ulcéres gastriques. Pour cet aspect,
il existe méme des différences liées a la raceladgneur en protéines et celle en phosphates

sont les principaux déterminants de l'action aid&du lait (Hossaini Hilali, 1995).

- Plusieurs études scientifiques ainsi que desreasens empiriques confirment que
les personnes souffrant d'une allergie installéiaule vache tolérent mieux les protéines du
lait de chévre. Ceci, est probablement du a lautefable du lait de chévre en un type de

caséines hautement allergisant.

En conclusion, on peut dire qu'a qualité hygiéniggale, le lait de chévre présente
des caractéristiques nutritionnelles (meilleuregesfion et absorption) et thérapeutiques
(actions antiacide et hypo-allergisante) plus agpbdes que le lait de vache. Cela peut-il
représenter une raison supplémentaire pour I'ésdtient d'une autre vision et stratégie de

valorisation de I'élevage caprin dans notre pae@gaini Hilali, 1995).
1.5 Flore microbienne du lait cru :

La flore microbienne du lait cru est trés diveésfi Selon son intérét et ses

conséquences en fromagerie, on peut la scindeoisrgroupes :

- La flore utile ou technologique : Lactocoques, baefcilles,Leuconostoet la flore
de surface (levures, microcoques,...),....etc.

- Laflore indésirable : Coliformes Pseudomonas

- La flore potentiellement pathogen&scherichia coli Staphylocoquex coagulase

positive,SalmonellaListeria monocytogenes. etc (Berodier, 2005).
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Les équilibres bactériens présents dans le lafinede traite sont la conséquence des
pratigues en amont : méthodes d’élevage, méthoddsaide et méthodes de nettoyage du

matériel en contact avec le lait.

Cette flore microbienne, dite naturelle ou indigejoeie un réle important dans la
qualité des fromages au lait cru, en particulierlsiplan gustatif. Elle permet de préserver la

typicité et une certaine diversité sensorielle fdemages (Berodier, 2005).
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Il. LES BACTERIES LACTIQUES :
II.1 Définition des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques comme leur nom lindiquentstoute cellule vivante
procaryote, hétérotrophe ou chimioorganotrophe alolgp de produire l'acide lactique en
grande quantité a partir de différents substratsarees (Desmazeaud, 1996 ; Euzeby, 2000).

Elles sont homofermentaires, si le produit termieat I'acide lactique seul et,
hétérofermentaires, si ce dernier est accompagaétrds produits secondaires tels que
I'éthanol, I'acétate et le C{ Sneath, 1986; Balovet al, 1992).

Toutes ces propriétés biochimiques restent insuffes pour caractériser
définitivement une souche lactique, il est donceséaire de rendre compte aux caracteres
microbiologiques suivants : se sont des bacillescogues a Gram positif, généralement
immobiles, asporulées, anaérobies mais aerotosatépourvues de la catalase, de la nitrate
réductase et du cytochrome oxydase (Novel, 1993).

Ces bactéries lactiques sont des microorganismaes ataines d’entre elles sont
pathogenes, alors que d’autres jouent un réle pdmlbdans I'élaboration de nombreux

produits fermentés, comme le fromage, le painire.y, etc. (Patrick, 2001).

[I.2 Habitat et taxonomie des bactéries lactiques

En général, les bactéries lactiques peuvent éfpeoghytes, rencontrées chez les
végeétaux (plantes et fruits), ou commensales, ueées dans les cavités intestinales,
vaginales et buccales de 'Homme et des animaurye elles peuvent étre aussi isolées de
nombreux produits alimentaires (Valéeeal.,2003). A titre d’exemple, on peut citer :

-Les especes du genRediococcugjui ne se rencontrent généralement que sur les
plantes (Francois, 1986 ; Gatbal.,2004).

- Les espéeces du gerractobacillus qui se rencontrent beaucoup plus dans la nature
associées a 'Homme, aux plantes et aux animaumeelles sont présentes dans le lait cru,
dans les produits laitiers et dans les laits fetése(iValérieet al.,2003).

-La plupart des espéeces du gefteeptococcusont saprophytes, certaines ont un
caractére pathogene, elles se rencontrent surt@mzt IHomme, les animaux et les oiseaux
(Francois, 1986 ; Hermiet al, 1993).

-Les Leuconostoc, qui se retrouvent dans les prodaitiers, le vin et les liquides a

base de sucre ainsi que sur les végétaux (Fre2089).
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La caractéristique qui fait I'unité de ce groupebdetéries, est la production de I'acide
lactigue a partir de différents substrats carbori&s. dehors de ce point commun, les
nombreux genres et espéeces qui constituent ce grpugsentent une grande hétérogénéiteé.

Pour cela, la taxonomie des bactéries lactiquesseepur les caractéres suivants :

2.1 Les caractéres morphologiques :

Il existe deux grands groupes :

-Les coques (cocci), sont des bactéries sphérigugsus au moins ovoides, de 0,5 a
1,5 um de diamétre, associées par paires, en tteginen tétrades ou en amas (Filion, 2006).

-Les bacilles, sont des bactéries en forme de hatenqui peuvent étre des batonnets
droits ou des coccobacilles. lls mesurent envir@ad2 um de diametre sur 1,5 a 10 um de

long, ils se présentent par paires ou en chai(Rtergeoiset al.,1996).

2.2 Les caracteres physiologiques et biochimiques

La difféerenciation entre les espéces repose swangemble de caracteres a savoir : la
guantité produite de l'acide lactique, les tempéedt de croissance (minimale, optimale et
maximale), la tolérance a I'oxygene et au chlodeesodium, I'hydrolyse de I'esculine et de
I'arginine, la résistance aux sels biliaires et d&$erents pH, la résistance aux inhibiteurs
(bactériophages, antibiotique, lacténines, agghes) ainsi que les différentes aptitudes de la
bactéries (acidifiante, arbmatisante, protéolytigigazogene,... etc.) (Schleifert et Ludwig
1995).

2.3 Les caracteres structuraux :

Les méthodes de la chimiotaxonomie et celles detabonomie moléculaire
renseignent, d’une part, sur la composition en ideglycanes et la nature des acides
teichoiques localisés au niveau de la paroi céluldd’autre part, sur la composition de
'ADN qui permet de connaitre 'homogénéité deseéxgs, exprimée par le coefficient de
Chargaff (GC%).

A partir de ces différents caractéeres qui précedanaxonomie des bactéries lactiques
regroupe quatre principaux genresStreptococcus Lactobacillus Pediococcus et

Leuconostocselon Bergey’'s Manual (Sneattal., 1986).

11
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11.3 Exigences et métabolisme des bactéries lactigs :

Les bactéries lactiques se caractérisent par dasnsenutritionnels particulierement
complexes. Outre la présence d’un sucre fermeilesalles exigent la fourniture exogéne
d’acides aminés pour leur croissance, car elles isgapables d’en effectuer la synthése a
partir d’'une source azotée plus simple (Reiter tn® 1962 ; Cogan, 1980 ; Desmazeaud,
1983).

Les bactéries lactiques exigent aussi un certaimbne de vitamines, de bases azotées
et de minéraux. Dans certain cas, le gaz carbonsguait essentiel pour leur croissance.
L’importance aussi des ions dans le métabolisnexpsique par leur fonction de cofacteur de
nombreuses enzymes tels que le¥ne Mg?*, le Fe** et le C&"*, souvent cité pour son role
dans la paroi cellulaire ainsi que 1€ dui sert a réguler le pH intra cellulaire.

Comme toute cellule vivante, les bactéries lacsqumétabolisent les matiéres

organiques dans les milieux environnants, afinglleex leur survie et leur production.

3.1 La température :

On peut subdiviser les bactéries lactigues selan température de croissance en
bactéries mésophiles, qui ont une température ajdimle croissance située au-dessus de la
température ambiante (20 °C) et en-dessous dedielb®rps humain (37 °C), et en bactéries
thermophiles, qui ont une température optimalerdesssance supérieure a 40 °C.

De méme pour les réactions chimigues ordinaires,vitasse de la réaction
enzymatique est fonction de la température, ellzidéne courbe en forme de cloche qui
résulte de deux phénomeénes, d’'une part, une augtientde la vitesse de réaction avec
I'élévation de la température, d’autre part, unmidution de Il'activit¢ engendrée par la
dénaturation de I'enzyme (modification de la stuoet tertiaire de la protéine). Si I'on
considére maintenant une cellule bactérienne formde multiples enzymes de
thermosensibilité différents, la vitesse globales deéactions enzymatiques (activité
métabolique) en fonction de température, décrit cmabe de méme allure que celle d’'une

enzyme isolée.

3.2 Le pH du milieu :

La cinétique des réactions enzymatiques, par comeseqcelle du métabolisme
cellulaire est fortement influencée par le pH, aleagnzyme présente un pH optimum
d’action au-dessus et en-dessous duquel son éctdiihinue. L'imperméabilité de la

12
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membrane cellulaire aux protons et autres iongd&pensable pour maintenir un pH interne
relativement alcalin, le contraire, un milieu trggide entraine une diminution du pH

intracellulaire et I'arrét de la croissance et détabolisme ( De Roissart et Luquet, 1994).

3.3 Métabolisme des sucres :

Les bactéries lactiques aboutissent a la producti@mergie (ATP) et d’acide lactique
par la fermentation des sucres. Le métabolismeadiode par ces bactéries s’effectue selon
trois phases : d’abord, le transport a traverséabrane, suivi par le clivage du disaccharide

en ses composants, qui seront par la suite dégeadégsnosaccharides par différentes voies

métaboliques, selon I'espece bactérienne.

Si la fermentation est homolactique, le métabolisiméactose suit la voie d’Embden-

Meyerof-Parnas (EMB), alors que dans le cas deetendntation hétérolactique, la voie

utilisée est celle des Pentoses-Phosphate (DesuthZE396).

Le tableau suivant (Tableau 1), résume les pritegpearactéristiques du métabolisme

du lactose par les bactéries les plus utiliséds@mologie laitiere.

Tableau 1 :Mécanisme de la fermentation du lactose par leghas lactiques
(Francois, 1986).

. Systeme de| Enzyme de L L Principale Principaux
Especes . Déeterminatio . ;
g transport clivage du S voie produits de
bactériennes n génétique . . P
du lactose lactose métabolique réaction
. . Hexoses-
S.cremoris PTS-PES | B-Pgaltp-gal Plasmide diphosphate Lactate
: . Hexoses-
S.lactis PTS-PES | B-Pgal+p-gal Plasmide diphosphate Lactate
o, . . Hexoses- Lactate,
S.diacétylactis| PTS-PES | B-Pgaltp-gal Plasmide diphosphates acétate, CQ
Perméase Pentoses- Lap tate (d),
Leuconostoc (?) B-gal ? hosphates acetate, C®
' phosp et éthanol
. . Hexoses-
S. thermophilus| Perméase B-gal - diphosphates Lactate
. Perméase .
hLoan(‘;ltJolgc?t(i; I”LlJJeSs ouPTS, | B-Pgaltp-gal Placzrr?fiﬁedsan‘ Hexoses- Lactate
9 PES ou les (b) N diphosphates
(@) deux especes (C)
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(a) Lb. bulgaricus, Lb. lactis, Lb. helveticus, Lb. eas
(b) B-gal seule présente cheh. casei.

(c) Lb. bulgaricus, Lb. helveticus, Lb. casei.

(d) Peu de lactate produit dans le lait.

hY

Le métabolisme des sucres est soumis a une régulpir des mécanismes de
répression et de rétroinhibition. En présence tférdnts sucres, la bactérie va les cataboliser
successivement, dans un certain ordre. Des plasnsioiet associés a certaines étapes du
métabolisme du lactose (Desmazeaud, 1996).

D’autres études ont été consacrées aux enzymeasenémt dans le catabolisme des
sucres et il en résulte une nouvelle division daestdyies lactiques sur la base de leur
équipement enzymatique en trois groupes :

- Les homolactiques obligés (Figure 1).
- Les hétérolactiques obligés (Figure 2).
- Les homolactiques facultatifs, qui peuvent suiluiae ou l'autre des voies

meétaboliques. (Francgois, 1986).
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Lactose Galactose

l l

@me PTS-PEP Membrane

’7 Lactose-P —l

Glucose Galactose-6-P
Glucose -6-P Tagatose-6-P

v

Fructose-6-P

v

Fructose-1-6-d|iP Tagatose-1,6-diP

1 ¢ y v ¢

Glycéraldéhyde-3-P *—, Didydroxyacétone-P

v

1,3-di-P-glycérate

¢ Voie du Tagatose-6-P
3-P-glycérate
2-P-glycérate

v

Phosphoenolpyruvate ¢

l Systeme PTS-PEP
2
I

Pyruvate <
l 3

LACTATE

Voie Hexoses-Diphosphates

Figure 1 : Métabolisme homofermentaire du lactose et du gadacchez les
bactéries lactiques (Francois, 1986).
1- Fructose-dip aldolase. 2- Pyruvate-kinase. 3-dctate.
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Galactos Lactost

|t |

B-gal permeas Membrane
v
Lactose
%\
Glucost Glucost
Galactos-1-P
Glucos¢+1-P ——» Glucost-6-P
|
- 6-P-Gluconat
Voie de LELOIR .
Ribose5-P
CO L
Xylulose-5-P
Acétyle-P Glycéraldéhyde-3-P
Acétate Acetyli-CoA 1,3-d|pflycerate
Acétaldéhyde 3-P-Glycérate
ETHANOL 2-P-Glycérate
Phosphoenolpyruvate
Voie des L 4

PENTOSES - PHOSPHATES

Pyruvate —» LACTATE
5

Figure 2: Métabolisme hétérofermentaire du lactose et digjate chez les bactéries
lactiques (Francgois, 1986).
1- B-gal. 2- Galactose-6-P DH. 3- P-gluconate DHL- Pyruvate kinase. 5- Lactate DH.
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3.4 Métabolisme du citrate :

Le citrate reste une substance clé dans I'élalmorades produits laitiers fermentés
méme qu'il est présent en faible quantité dansite(1,7 mg/ ml), par comparaison avec le
lactose (49 mg/ ml) (Francois, 1986).

Le métabolisme du citrate conduit a la productitar@nes notamment le diacétyle
particulierement recherché dans certains prodaitgeis tels que le beurre et les fromages
frais.

La synthese du diacétyle a partir du citrate db@ztococcus diacetylactipeut étre
variable selon les conditions de la fermentation :

Si I'oxygénation est importante, la décarboxylataxydative de B- acétolactate sera
favorisée et par conséquent, la formation du dygedHagenholtz, 1993). Parfois, I'absence
de l'a- acétolactate décarboxylase chez certaines souchssproductrices, bloque Ila
conversion du citrate en aceétoines et en 2,3- bigermais comme &- acétolactate est tres
instable, la formation du diacétyle augmente matgté (Hagenholtz, 1993 ; Monnet al.,
1999).

3.5 Métabolisme de I'arginine :

Chez les bactéries lactiques, l'arginine est udeae@iminé dégradé par le systeme de
I'arginine désaminase (ou arginine dihydrolasegv@DI), qui fait intervenir trois enzymes
agissant successivement : l'arginine désaminasenithine carbamyl transférase et la

carbamate kinase, suivant l'illustration de la feQ.

Arginine désminase
L- arginine + HO Citrulline + NH;

v

Ornithine carbamyl transféere i
L- ornithine + carbamyl

> phosphate

L-citrulline +Pi

Carbamyl phosphate + ADF Carbamate kinase
ATP + COQ+ NH3

v

Figure 3Métabolisme de I'arginine
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De l'arginine dans la cellule ne nécessite paseat@n. Ce transport se fait par un
mécanisme d’antiport-arginine-ornithine, grace différences de concentrations de ces deux
acides aminés de part et d'autre de la membrawoplegmique (Thierrygtal., 2001).

On peut rencontrer le catabolisme de l'argininezcleeGroupe Ill des Lactobacilles
alors qu'il est absent chez le Groupe | et Il (CrewThomas, 1982). La caractérisation des

trois enzymes a été réalisé clexobacillus buchneriManca et Nadratal., 1982, 1986).

3.6 Métabolisme de I'oxygéne :

Le besoin en oxygene differe fortement entre lesage: ceux aérobies se développent
exclusivement en présence d’aire, les anaérobiedmerabsence et plusieurs genres peuvent
croitre dans les deux conditions. Pour les bastdaetiques (souvent appelées bactéries
aérobies facultatives), I'oxygene peut parfois létre un substrat, mais conduit au peroxyde
d’hydrogeéne qui leur est toxique (Desmazeaud, 1983)

La possession du NADH-oxydase semble étre une igtépuniverselle des bactéries
lactiques, en conditions d’aérobiose, les molécdeNAD réagissent avec I'oxygene pour
former le peroxyde d’hydrogene grace a des :

-NADH : H,O, oxydase, décrite en premier chez Ha@calis

-NADH : H,O oxydase, purifiee notamment, a partir d'une seuate Ln.

mesenteroides subsp. mesenterojeske et al, 1985).

De plus, une pyruvate oxydase, été découverte poysremiere fois chez.b.
delbrieckii et unea-glycerophosphate-oxydase, été rencontrée cheeslesces des genres
EnterococcusLactobacillus et Pediococcus pentosaceuSertaines souches possédent une
superoxyde desmutase a manganese permettant iiagtion des radicaux libres oxygéne.
(Desmazeaud, 1996).

3.7 Activité protéolytique des bactéries lactiques
Dans le lait, les acides aminés et les peptidesesogquantité limitante et les bactéries

lactiques exigent leur présence pour assurer létalmolisme, elles doivent donc faire appel a
des sources exogénes (Mills et Thomas, 1981 ; BI®ML986).

La dégradation des protéines du lait (caséineg)e jan rdle crucial dans le
développement de la texture et la flaveur des ptedaitiers, elles sont utilisées grace a des

protéinases liées & la paroi sous l'influence das ICA". D’autre part, les bactéries lactiques
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possédent un riche équipement enzymatique en apptidpses liées aux membranes, en

protéinases et en diverses exopeptidases intrisdl(Desmazeaud, 1983).

I1.4 Classification des différents genres de bactérs lactiques :

Selon Bergey’'s Manual (Sneathadt, 1986), la classification des bactéries lactiques
est représentée par quatre principaux genres, got: $Streptococcus(Lactococcul
Lactobacillus Pediococcuset Leuconostoc a ces genres s’ajoute récemment le genre
Bifidobacterium(Kandler et Weiss, 1986).

4.1Streptococcus

Les espéces de ce genre peuvent croitre a 45 °Csose les Streptocoques
thermophiles, ou peuvent étre mésophiles, se sont des lactocoques, d'ou le genre
Lactococcuset la principale espédeactococcus lactiglLc. lactissubsp.).Parmi lelsc. lactis,
deux sous espéces et un biovariant prédomineneremeftation laitiere Lc. lactis subsp
lactis (Lc. lactig, Lc. lactissubsp cremoris(Lc. cremorig et Lc. lactis subsp lactis biovar
diacetylactis(Lc. diacetylacti3.

La présence ou l'absence des plasmides varie édrespéces de ce groupe de
bactéries lactiques. lls peuvent étre nombreux @we3treptocoques mésophiles et rares chez
les Streptocoques thermophiles (Hoover et Steeri993).

Le tableau ci-dessous (Tableau 2), montre quelcarestéristiques de ces souches.
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Tableau 2 : Caractéristiques des ferments lactiques{ococcuset Streptococcus

(Bourgeois et Leveau, 1991).

@ g @2 |g 8 m
o 2 S 6 |o & = . 3
=5 |2 e |82 8|5 E
o = o = o =5 = Q
a1 o 4 o -1 o B o
2 o 8 £
Q .© o
? g g © <
« >
(7]
ADH
CO,
+ - + -
Acétoine
- - + -
Culture a 10 °C
- - + -
Culture a 37 °C
+ + + -
Culture a 40 °C
+ + + +
Culture a 45 °C
_ + - + +
Croissance a pH
- - - +
9,2
' + - + +
Résistance 30 mn
- - - +
a63°C
+ - + -
Culture a 4%
NacCl
Acide a partir de :
Arabinose - - - +
Dextrane - - + -
Galactose + + + -
Glucose + + + +
Maltose + - + +
Raffinose - - - +
Saccharose - - - +
Tréhalose + - + -
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4.2 Leuconostoc

La classification de Bergey fait apparaitre quaspéeces :

1-Ln. mesenteroidegui comporte trois sous espécekn. mesenteroidesubsp.
mesenteroides, Ln. mesenteroisi@ssp.dextranium et Ln. mesenteroidegsp.cremovis.

2- Ln. paramesenteroides

3- Ln. lactis

4- Ln. oenogSneatlet al, 1986).

Les espéces de ce genre sont coccoides a lermasuktiou coccobacilles, a Gram +,
hétérofermentaires (Tableau 3) et produisent dy, @®I'acide lactique D (-) et de I'éthanol.
lIs se développent en anaérobiose comme en aéeplBost mésophiles et incapables de
cataboliser I'arginine. Leur présence agit surdatget I'aréme du lait suite a la production de

certains composeés aromatiques tels que I'acétoileedéacétyl (Laese, 2005).

4 .3 Pediococcus

Ce genre regroupe 8 especddc. damnosus, Pc. parvulus, Pc. inopinatus, Pc.
dextrinicus, Pc. pentosaceus, Pc. acidilactici, Ralophilus Pc. urinaeequiSneath etl.,
1986).

Les cellules de ces espéces sont sphériques, dgnd,fle diamétre, associées en
tétrades, homofermentaires et produisent de l'adadbtique (DL) (Garvie, 1986). Les

caractéres de ces especes sont résumés dansdau abl
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Tableau 3 :Principaux caractéres desuconostoc(Novel, 1993).

Ln. mesenteroidesubsp. a
2
n o "
S £ 2 |2 S
5 3 | 2|5 |8 3
o) = S | 3194 = O
5 s | § £ |5 c
(5} = L G 1
) < O ©
QO Q a
= © a
Culture 210 °C + + + + + ¥
Culture a 37 °C + + - + n _
Culture a 39 °C - - - - n _
Culture a 45 °C - - - - - -
Hétérofermentation + + + + + ¥
Citratase - - + - + +
Formation de déxtrane + + - - - -
Arginine dihydrolase - - - - _ _

Tableau 4 :Principaux caracteres desdiococcugBourgeois et Leveau, 1991).

2
) — _
3 ” 4 3 S 0 a S
0 3 = L © S = o
o = c c 0 S = ()
c > — = o — o (]
= = Q = € S S @
@ © e &) O o © c
o o = o o @® < 5
8} 8} 8} 8} 8} 8} 8} 8}
o o o o o o o o
Acide lactique produit DL DL DL |L(+) | DL DL |L(+) | L(+)
Croissance a 35 °C - + + + + + + +
Croissance a 50 °C - - - - - + - -
Croissance a pH 4,2 + + - - + + - -
Croissance a pH 8,5 - - - - + + + +
Croissance en NacCl
A 4% - + + + + + +
A 6,5% - + + - +
A 18% - - - - - - + -

4 4L actobacillus:

Ce genre de bactéries comprend 44 especes sebtassification de Bergey (Sneath

et al, 1986). Il est subdivisé en trois groupes :
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-Le groupe | :

Se sont des lactobacilles homofermentaires strickprésentés par le genre
Thermobacteriumqui comprend 15 especes, on peut distinguer :

- Un groupe centré surb. delbrueckij avec ses trois sous especés.. delbrueckii
subspdelbrueckii, Lb. delbruecksubsp bulgaricus et Lb. delbrueclsubsp lactis.

- Un autre groupe centré dun. acidophilusOn y trouve notammerith. acidophilus,
Lb. gasseri, Lb. grispatust Lb. helveticugBottazzi, 1988 ; Joseph-Pierre et Guiraud, 2003).

- Le groupe II :

Se sont les lactobacilles hétérofermentaires fatifslf représentés par le genre
Streptobacteriumqui comprend 03 groupes : le premier groupe foparéd b. plantarum le
second parlLb. caseiet ses sous especekb( casei subsp. casei, Lb. caseisubsp.
pseudoplantarum, Lb. cassiibsp tolerans, Lb. casesubsp.rhamnosuset le troisiéme qui
regroupelb. sakieLb. curvalusetLb. Bavaricus(Joseph-Pierre et Guiraud, 2003).

- Le groupe Il :

Correspond aux lactobacilles hétérofermentairegtstr représenté par le genre
Betabacteriumavec ses 18 especes dont on peut citdr.:bifermentansLb. brevis Lb.
buchnerj Lb. fermentumLb. kefi Lb. confususet Lb. viridescengBourgeois et Leveau,
1991).

Les critéres différentiels des trois groupes dastobacillussont représentés dans le
Tableau 5.

Tableau 5: Criteres différentiels des trois groupes detlaacilles (Bourgeois et
Larpent, 1996).

Thermobcterium Streptobacterium Betabacterium

A.D.H. - + +
Glucose (gaz) - - +
Glucosides + + -
Gluconate (gaz) - + +
Aldolase + + -
Pentoses - + +
Thiamine - - +

Acide lactique DLoulL D ou DL DL
G+C% 34,7 -50,8 33-46,4 35-534
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4 5Bifidobacterium:

Les bifidobactéries, sont des béatonnets de difféseforme : courtes, coccoidales,
ramifiées, bifurquées, spatulées, isolées ou emehadisposées en V ou en palissade. Se
sont des bactéries non productrices de gaz, pe¥gedans l'intestin de ’homme, dans la
cavité buccale, dans le tractus gastro-intestiadlashimal, dans l'intestin de I'insecte et dans
les eaux résiduaires. (Ventugbal, 2004).

Parmi les especes identifiées chez I'humain, il :yBa adolescentisB. longum B.
infantis B. breve ... etc. (Scandovi, 1984). Tandis que les bifatiéries d’origine animale
sont principalementB. suis B. thermaphilin B. animalis etB. pseudolongurMattenzziet
al., 1971 ; Simpoort al, 2003).

I1.5 Caractéristiques générales sur les lactobacdb :

C’est un genre trés hétérogéne dans le groupeattéries lactiques. Il renferme des
aspects morphologiques variés entre les especeqdotéries appartenant a ce genre peuvent
étre un bacille long et fin, un coccobacille, untob@&et court ou légerement flexueux
(Siegumfeldt eal., 2000).

Le pH optimal pour la croissance d’'un Lactobaasé compris entre 5,5 et 6,2. Il peut
résister au stress acide mieux qu'un Lactocoquetaibes souches sont thermophiles
(Groupe 1), d’autres mésophiles (Groupe II) (Batial, 2005).

Les lactobacilles réalisent la fermentation homtidae suivant la voie d’Embden-
Meyerof-Parnas (EMP) ou la ferementation hétérmaet suivant la voie des pentoses
phosphate, dont on distingue deux cas :

-Soit hétérolactique stricts avec production decitla lactique, I'acide acétique,

I'éthanol et le CQ,
-Soit hétérolactique facultatifs avec production leide lactique ou de l'acide

lactique et I'acide acétique (Vandametal., 1996).

D’autres caractéres des lactobacilles sont mergé®sar le tableau 6.

Les lactobacilles sont présents un peu partout dassmilieux naturels trés divers
d’origine animale ou végétale, dans les produitiela, la viande, I'eau, les eaux d’égouts, la
biere, les fruits, ..., comme ils font partie audsila flore normale du corps humain (Lansing
etal., 2003).
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En générale, ils ne sont pas pathogénes, par ¢cdstsont d’une grande importance
dans les technologies alimentaires, a savoir laidation des levains, I'élaboration des
probiotiques, la conservation des aliments, c.,(&uzeby, 2000a).

Tableau 6 :Principaux caractéres des lactobacilles (Bourgetisveau, 1991).

O O ()
o o %
Lo L0 =
i U § Q o
‘T | O S I T I PR
o | o | 8| 8| < 219 2
&) o = < o o =
c c Q [&} o Q =. | ©
S| 88|82 | |X|e
@2 | @ n | O =
°o | e S
O ) z
Lb. delbrueckiisubsp delbrueckii - + - + - - - *
Lb. delbrueckiisubsp bulgaricus - + | 4+ - - - - -
Lb. delbrueckiisubsp lactis - + + | + - - - +
Lb. acidophilus - + |+ | 4+ - - - -
Lb. gasseri - + + + - - - -
Lb. grispatus - + |+ | 4+ - - - -
Lb. helveticus - + + - - - - -
Lb. plantarum + - + | + | + | +| = -
Lb. caseisubsp casei + - + + + + - -
Lb. caseisubsp pseudoplantarum | + - =+ | + | + - -
Lb. caseisubsp tolerans + - + - - - - -
Lb. caseisubsp.rhamnosus + - + | + | + | + - -
Lb. sakie + - + | + | + | + - -
Lb. curratus + - + - + + - -
Lb. bavaticus + - + | + | + | + - -
Lb. bifermentans + - - - - + - -
Lb. brevis + - + | + + + + +
Lb. buchneri + - + |+ | + | +| | +
Lb. fermentum - + + + + + + +
Lb. kefi + - + - + | + - +
Lb. confusus + - - + + + + +
Lb. viridescens + - - + - - - -
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11.6 Intéréts des bactéries lactiques :

6.1 En alimentation :

Voila au moins quatre mille ans que 'homme se ded bactéries lactiques pour la
fermentation d’aliments. Ces bactéries sont ugkséans le monde entier, en particulier dans

les laitages fermentés comme par exemple le ydedrhmage, le beurre, le babeurre,... etc.

Les bactéries lactiques appartiennent a un groepbadtéries bénéfiques, dont les
vertus se ressemblent, et qui produisent de I'deidique comme produit final du processus
de fermentation. Elles sont partout dans la nattree trouvent aussi dans le systeme digestif
de I'homme. Si elles sont surtout connues poudle gu’elles jouent dans la préparation des
laitages fermentés, elles sont utilisées égalentams le saumurage des légumes, la
boulangerie, la fabrication du vin, le saurissagg jpissons et des viandes et elles améliorent
aussi la conservation des aliments et agissentesuextures et les saveurs qui se révélent

différentes de celles de I'aliment a son état agf{Euzeby, 2000a).

C’est l'acide lactigue qui donne aux laitages fam@e cette saveur légerement
aigrelette caractéristique. D’autres sous-proddés bactéries lactiques donnent saveurs et
arbmes supplémentaires. Par exemple, l'acétaldéldalne au yaourt son ardme si

caractéristique ; le diacétyl donne une saveur etus@ a d’autres laitages fermentés.
6.2 Comme probiotiques :

Aujourd’hui, les“ bons amis probiotiques sont utilisés aussi dans un grandxate

laitages fermentés qui vont du kéfir (boisson lifg)ijusqu’au yaourt (plus consistant).

Le yaourt est le résultat de la symbiose de depestyde bactéries lactiques qui
répondent aux deux noms @&reptococcus thermophilust de Lactobacillus bulgaricus
Chacune des deux bactéries stimule la croissandautes. Ce lien symbiotique donne un
produit différent des produits obtenus par les dries simples, prises séparément. Grace a la
symbiose des deux bactéries, la fermentation apligsi rapidement que s'’il n’y avait qu’une

seule espéce de bactérie.

Le yaourt et d’autres laitages fermentés nous dunb@ccasion de nous servir des

bactéries lactigues comme de cultures probiotiques. cultures probiotiques favorisent le
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bon fonctionnement de notre flore intestinale. Larché mondial de ces produits se
développe de plus en plus, pour répondre aux b&sbim public de plus en plus a I'écoute

de sa forme et de sa santé.

Les bactéries lactiques se comportent donc commecellents ambassadeurs d’un
monde microbien souvent calomnié. Elles ne se sédtiipas a leur importance économique,
mais jouent un réle important dans I'entretien 'atmElioration de la santé de 'homme.
(Fuller, 1989).
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. LES DIFFERENTES INTERACTIONS EXISTANTE CHEZ LE S
BACTERIES LACTIQUES :

[11.1 Définition des différentes interactions micrabiennes :

Plusieurs microorganismes peuvent vivre dans wir@mement ou il s'établit
obligatoirement des interactions entres eux domiceh représente une composante d'un
systeme. Ces interactions peuvent avoir lieu edifférentes populations, moisissures et
bactéries a titre d’exemple et méme au sain d'wpilation regroupant différentes espéces
ainsi qu’entre différentes souches d’une méme espg@a peut classer ces interactions selon
leurs nature en tenant compte deux principauxrestelLa présence ou lI'absence de contact
physique entre les composantes et la conséquendatdeaction (inhibitrice, activatrice,...)

sur chacune des composantes (Renouf, 2006).

1.1 Différents types d’interactions:

v’ Le commensalisme Dans laquelle une espéce (espece commensalejdfiede
I'espece hote sans qu’il y ait des dommages.

v’ La synergie :Une des especes élabore un produit qui favorismd¢abolisme de
I'autre espéece

v L’antagonisme : Une des espéces excréte une substance a actititbéotique
ayant un effet sur I'autre espece.

v Le neutralisme : Aucune interaction ne se manifeste entre les dmpeces
cohabitant dans le méme biotope.

v La symbiose :Croissance de deux espéces bactériennes dansnua Ioidtope, a

leur profil mutuel.

lll.2 Différentes interactions existantes chez lebactéries lactiques :

Lorsqu’ on utilise les bactéries lactiques dans eulture servant a la fermentation du
lait, des interactions entre les différentes sosd®mmanifestent. On a classé ces interactions

en deux groupes : I'antagonisme et la stimulation.
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chez les bactéries lactiques :

2.1 Les phénoménes de stimulation :

Les phénomeénes de stimulation sont divisés en eultsicatégories. On cite le
mutualisme ou la protocoopération, lorsque lintdicn est positive pour chacune des
populations et le commensalisme, lorsque les anbss produites stimulent une population
ou une autre population détruit le facteur inhiitd_'interaction est nécessaire a la survie
des populations dans le cas du mutualisme commaitea la protocoopération qui constitue
un caractere facultatif (Choisyal., 1997.

L’interaction qui existe entre les lactobacilleslet streptocoques thermophiles est
particulierement exploitée pour la fabrication gasurts. Au préalable, les lactobacilles se
développent en favorisant leurs activités protiqies et aminopeptidasiques qui permettent
la stimulation de Ila croissance des streptocoyoasméme des souches de lactocoques
protéinase positive (P)t et négative (Pit associée en culture mixte. Certains variants de
lactocoques présentent une déficience dans letgrsgsprotéolytique résultant, notamment,
de la perte des plasmides codant en partie popirokginase de paroi (Pret le systeme de
transport Opp (Yt al.1996). En cultures mixtes dans le lait, la craisgades deux variants
est identique tant que la concentration en NPNs@ffisante .Dans un second temps, lorsque
la source de NPN est épuisée, la croissance danidPirt est stimulée, comparativement a
une culture pure par | ‘activité protéolytique dariant Prt qui favorise la libération de
fractions azotées de faible poids moléculaire sailles directement par les cellules.
Cependant I'hydrolyse des caséines par les souetesst trop faible afin d’assurer une
croissance accrue des deux souches. Par consgtpeidveloppement du variant Pse
trouve inhibé par compétition pour les oligopemideec le variant Pifulliardet al, 1994 et
1996).L’association des deux types de variantegstement profitable pour éviter les défauts
d’amertume : les peptides amers générés par lédimases des soucheRrt” pouvant étre
dégradés par l'activité aminopeptidasiqgue des mtgia Prt De nombreuses études ont
également portés sur l'association dactobacillus NSLAB et de lactocoques, afin de

développer des arbmes durant I'affinage des fromégeSodaet al, 2000).

2.2 Les phénoménes d’inhibition :
La fermentation est utilisée depuis longtemps cenum mode de conservation des
aliments. Pendant la fermentation du lait, pluseuagents antimicrobiens sont capables
d’inhiber le développement de bactéries pathogétkri d’'une flore de dégradation de

I'aliment sont produits par les bactéries lactiqueandis que ces agents peuvent interrompre
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la croissance des souches productrices s’ils agaigou dépassent un certain seuil de
concentration, ce phénomene s’appelle I'auto inioibj et/ou des autres souches constituant
le levain. Ce type d’interaction ou on produit usabstance inhibitrice est appelé
'amensalisme. C’est notamment le cas des acidganajues issus des meécanismes
homofermentaires et hétérofermentaires des bastéamiques. Le peroxyde d’hydrogéne
peut aussi jouer le réle d’'inhibiteur en compai@rdgc d’'autres genres bactériens car d’autres
bactéries lactiques sont dépourvues de catalysablmaple dégrader ce composé toxique.
L’action inhibitrice du peroxyde d’hydrogene peutreé forcée par le systeme
lactoperoxydase-thiocynate présent naturellememd talait (Gillland, 1985).

En présence d'$D, le thiocynate est oxydé en un composé bactériggapour les
bactéries Gram positif .Quelques souches de bastittiques synthétisent des bactériocines
qui sont également des agents inhibiteurs tresspots dont le spectre d’activité s’étend de
souches phylogénétiquement proches de la souclleigirice a des espéces génétiquement
plus éloignées. Pour assurer leur développemert ®atait, les lactocoques possédent un
systeme protéolytique capable de dégrader lesrmssé@in acides aminés. En culture mixte
dans le lait, il peut y avoir un désequilibre aweaiu des types de protéinases ou les
microorganismes possédant la protéinase de tygfde sur le type P1.Ceci résultait d’'un
phénomeéne de compétition pour les peptides reldudnékes deux types d’enzymes au niveau
du systeme de transport des oligopeptides (Op@ie@u d’une inhibition de la synthese de
'enzyme P1 (Flambardt al.,1997 ).

Lors de la fermentation du lait par une culture tenixes phénomenes de compétition
constituent la deuxieme catégorie des interactindgatives fréquemment rencontrées.
Certaines nuppiments présent dans le lait en fajotité et indispensables a la croissance
bactérienne, peuvent étre consommeés préférentitiepar un groupe microbien au dépend
d’'un autre. C’est le cas notamment des matiereg@zaon protéiques (NPN de I'anglais
(Non -Protein — Nitrogenregroupant I'urée, des acides aminés, de coegdes et les bases
azotées adénine, guanine, uracile et xanthinecdrecentration en NPN dans le lait ne
supporte la croissance que d’une faible densilélagke de bactéries lactiques. La croissance
des souches de lactocoques qui servaient au pl&alaune préculture de la souche est
inferieure a celle réalisée dans du lait frais.piénomene s’explique par I'épuisement de la

fraction azotée de faible poids moléculaire dutamréculture (Julliaret al.,1990 et 1991).
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2.2.1 Composés antimicrobiens produits par les baates lactiques :

Pendant la fermentation lactique divers compos#@mamobiens sont élaborés par les
bactéries lactiques, tels que le diacétyle, lexpate d’hydrogene, les acides organiques et les
bactériocines (Talarico et Dobrogosez, 1989 ; Liadget Dobrogosez, 1990 ; Anderssgn
al, 1998 ; Sholeveet al, 1998 ; Ouwehand, 1998 ; Zhennai, 2000 ; Oyetatyal ,2003 ;
Deegaret al, 2006).

Dans la biopréservation des nourritures outre legcamismes antimicrobiens
spécifiques des bactéries lactiques exploitéeliantla production des acides organiques, de
I'anhydride carbonique , du diacétyle , du peroxgdeydrogene, des antimicrobiens a large
spectre tels que la reutérine et la production atgéviocine (De Vuyst et Vandamme, 1994 ;
Stiles,1996 ; Jacobsem al, 2003 ;Vermeiremt al,2004).

La croissance des bactéries pathogenes, contamipassibles des produits fermentés
peuvent étre empéché par les composés antimiclpirduits par les bactéries lactiques
(Smith et P alumbo, 1983 ; Anderson, 1986 ; Adarkal, 1988 ; Raccackt al., 1989 ;
Berryet al., 1995 ; Cinta®t al.,1998 ; Gill et Halley, 2003 ; Guessatsal.,2006).

A). Peroxyde d’hydrogéne :

En général 'oxygéne moléculaire {(peut étre transformé par les bactéries lactiques
en super oxyde , en eaux®}) ou en peroxyde .Des enzymes spécifiques catdlyses
réactions généralement en présence d'un subswayder, elles ont été trouvées chez des
souches dé&treptococcusLeuconostoclactobacillus, Lactococcus et Pediococ¢@esndon
,1987). En présence de I'oxygene, les bactérigmlaxs produisent le peroxyde d’hydrogéne
sous laction de flavoprotéine oxydase du nicotiteem adénine hydroxyperoxydase
dinucléotide (NADH).

L'effet antimicrobien de kD, peut résulter de la peroxydation des lipides de
membranes, qui provoque I'augmentation de la pebitigade membrane, et 'oxydation des
groupes sulfhydriliques causant la dénaturatiom ctartains nombre d’enzymes (Kong et
Davison, 1980). L’ADN peut étre endommageé par.Ogl qui peut également agir comme
précurseur pour la production de radiaux d’hydrexyDH) et des radiaux libres bactéricides
tels que le superoxyde £0 Dans le lait cru, le systtme de lactoperoxydesteactivé par
I'H O, produisant I'ion hypothiocynate (OSQNles oxyacides acides plus élevés 8CN
et O; SCN) et des produits intermédiaires d’oxydation ighibent une gamme étendue de

bactéries a Gramet Gram (Reiter et Harnulv, 1984 ; Conner, 1993).chez aesta
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microorganismes I'accumulation de b8, peut résulter d’'un déséquilibre entre les moyens
de synthese et de dégradation (Condon, 1987).

Le peroxyde d’hydrogene peut aussi activer leesyst lactoperoxydase avec la
formation de I'hypothiocynate et d’autres agentsinsicrobiens (De Vuyst et Vandamme,
1994).L’ion hypothiocynate est un trés puissaninaistobiens qui agit aussi bien sur les
bactéries a Graimque sur les bactéries Gram

L'H,0, produit parLactobacilluset Lactococcus inhibe la croissance de divers
microorganismes psychotrophes ainsi db@phylococcus aureust Pseudomonas sp
(Davidsonet al, 1983).cette inhibition est assurée par I'effeixgdation fort sur des lipides
de membranes et des protéines cellulaires (Mdr®ig6 ; Lindgren et Dobrogosez, 1990).

Le systeme lactoperoxydase du lait frais peut aét® activé par le peroxyde
d’hydrogéne en formant de I'hypothiocynate etutfes agents antimicrobiens (Reiter et
Harnulv, 1984 ; Pruitét al.,1986 ; Condon, 1987).

La quantité de peroxyde d’hydrogéne produite par Wbectéries lactigues est

strictement relative a la souche et a la dispbtélde I'oxygene (Helandest al.,1997).

B). Acides organiques :

Les bactéries lactiques produisent I'acide lactique représente un métabolite
principal causant la diminution du pH qui inhibleigeeurs microorganismes (Eklund, 1989,
Magnuson et Schndrer, 2001).

Au-dessus de la membrane des cellules la formedizsociée et plus hydrophobe de
I'acide se répond et se dissocie a l'intérieuraledllule, libérant les ions’Hgui acidifient le
cytoplasme (Piard et Desmazeaud, 1991). En plugetfet du pH, I'acide non dissocié
diminue le gradient électrochimique de proton, antnt la bactériolyse et la mort des
bactéries sensibles (Eklund, 1989).

L’'acide acétique est produit en plus par les bamdérétérofermentaires. Ce dernier
possede un pka élevé que celui de l'acide lactiquen certain pH équivalent a celui de
I'acide lactique et ont donc une proportion accdiacide non dissocié.

Sur les membranes de cellules, les acides acétiefupsopioniques interagissent et
neutralisent le gradient électrochimique de protoais leur effet est extrémement relatif a

la diminution du pH provoquée par I'acide acétigaklund, 1989).
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A un pH inférieur a 4,5, l'acide propionique dimeula croissance fongique, et
affecte les membranes fongiques. L’assimilation algdes aminés est aussi empéchée par
I'acide propionique et acétique (Freesdal.,1973 ; Eklund, 1989).

Il peut y avoir des effets antifongiques synerggjueesultant de la production de
I'acide lactique pendant la croissance des bastéa®iques et I'acétate contenu dans le MRS
(De Manet al.,1960) (Cabeet al.,2002). Les effets inhibiteurs des acides orgarsdelks que
I'acides acétique, lactique et propionique contionea compliquer des études sur des effets
antimicrobiens des bactéries lactiques, a moinsdjagtres purifications et caractérisations
rigoureuses des substances soient appliquées (Esmmuwet Schirer, 2001 ; Magnussain
al., 2003).

L’accumulation d'acides organiques en plus d’'unéucfion du pH sont les
caractéristiques de la fermentation par les baddectiques (Gould, 1991 ; Podolekal,
1996).

Selon I'espéce, et la composition du milieu et dawditions de croissance les niveaux
et les types d’acides organiques sont produits gn@ntes fermentations (Lindgren et
Dobrogosez, 1990).

Le pH bas externe cause l'acidification du cytoplasdes cellules, alors que I'acide
non dissocié agit en effondrant le gradient élettimique de proton ou en changeant la

perméabilité de la membrane des cellules (Smukteas, 1986, Earnskaur, 1992).

L’effet inhibiteur spécifique des acides organigjest généralement attribué a leur
forme dissociée et non dissociée. Cette forme tpgridbrement dans la cellule ou elle
s’ionise ce qui provoque un abaissement du pldrnetet le blocage de certains mécanismes
de transport (Parentet al., 1994). Dans le cas de l'acide lactique, pour provoquer une
inhibition, la concentration en acide nom dissoe&t de 1 Mm pour les levures, les
entrobactériaceae et les microccoceae, et de 3 Mmlps moisissures er de 4 Mm pour les
Bacillaceae. (Baird- Parker, 1980 ; Adams et HEIB8). Dans la fermentation des bactéries
lactiques, le métabolite principal est I'acide iqae ou il est en équilibre avec ses formes
dissociées et non dissociées, la dissociation @égdempH, la forme non dissociée est toxique
a plusieurs bactéries, champignons et levures etd@rité d’acide lactique est sous cette
forme (Podolalet al,, 1996).

Le comportement de différents microorganismes wisea-vis I'acide lactique a pH
5, l'acide lactique n’a pas un effet inhibiteur trenles levures et les champignons, mais

contre les bactéries sporulées a cet effet, litibib interfere I'entretien du potentiel de
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membrane et empéche le transport actif et réseltbadtion des acides sur les membranes
cytoplasmique bactérienne, et peut étre négocier I'paide dissocié et non dissocié
(Cherringtonret al.,1991).

Dans l'activité antimicrobienne, les stéréos — ieoes de I'acide lactique différent,
I'isomeére s’étant moins inhibiteur que I'acide lgcie L.

Les bactéries hétérofermentaires produisent d'sujtantités d’acide organique que
I'acide lactique, les lactobacilles et les leucdocs hétérofermenrtaires produisent moins de
lactate que d’acétate (Kandler, 1983).

Pour de nombreuse microorganismes, l'acide acétgpiefortement inhibiteur et il
pourrait y'avoir un léger effet de synergie en pré&e simultané d’acide lactique.

L’acide acétique et l'acide lactique agissent enesgie, I'acide lactique diminue le
pH du milieu, de ce fait la toxicité des bactérpghogenes et nocives ne donne pas de
croissance dans un environnement acide.

Dans les produits fermentés, la baisse du pH dédend concentration en substrat
fermentescible, et le pH minimum de croissance patier d'une bactérie a une autre ; elle
est limitée par le pouvoir tampon du milieu et apH minimum toléré pour les ferments
dans certains des produits, le pH atteint 4 comams de yaourt et le saucisson sec, le pH =
4,5 a 5,3 et certains contaminants sont éliminés(iget al., 1986).

Les bactéries lactiques produisent les acidescueiet propioniques par les voies
hétérofermentaire et peuvent causer l'acidificatiatracellulaire et la dénaturation des
protéines en agissant sur les membranes.

Leurs valeurs en pKa sont plus élevées que celltadigle lactique (acide lactique
3.08 acide acétique 4.75 et acide propionique 48Rk ils ont un effet antimicrobien plus
fort, et un pourcentage plus éléveé d’acides nesdatiiés a un pH donnée (Earnshaur, 1992).

Enverslisteria monocytogene$acide acétique est plus inhibiteur que l'acaleique
et I'acide lactique (Richardt al., 1995), et aussi envers la croissance et la getiomde
Bacillus cereugChanet al.,1988).

C). Acides gras :

Quelques lactobacilles et lactocoques possédentadidgtés lipolytiques et sont
capables de produire des quantités significativasides gras, dans certaines conditions par
exemple dans la fermentation du lait fementé ( &aal, 1984) et des saucisses seches ( Sanz
et al.,1988).
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Pendant plusieurs années, l'activité antifongiges dcides gras dépend du pH, la
composition et la concentration du milieu (Goulg91).
L’activité antimicrobienne des acides gras a éghtifiée et les acides gras insaturés

présentent une activité contre les bactéries a gram

D). Le dioxyde de carbonne (CQ) :

Les bactéries lactique hétérofermentaire produisen€G et jusqu’a nos jourde
mécanisme précis de son action antimicrobienneinesinnu. Selon les especes le degré
d’inhibition par le CQ varie pour diminuer la population bactérienne de 50%aut qu’un
taux de CQde 10% (Wagner et Moberg, 1989) et entre 20 et B0doune forte activité
antifongique (Lindgren et Dobrogosez, 1990).

E). Composants aromatiques :

Les composés d’arbmes qui participent aux quatitganoleptiques des fromages sont
produit par certaines bactéries lactiques, la pludas composés d’ardbmes sont issus du
métabolisme du citrate, tandis que I'acétoine elideétyle sont les plus importants.

-Le diacétyle :

Il dérive de la fermentation du citrate par desches de_c. lactis subsplactis biovar.
diacetylactis( Lindgren et Dobrogosz, 1990 ; Cogan et Hille9@p Il est responsable de
'arbme et de la saveur du beurre et de quelqueswgtroduit laitiers fermentés les niveaux
sensoriels accetables du diacétyle sont de 2 a 7 rag(Earchaux, 1992). Beaucoup de
bactéries lactiques peuvent produire le diacétye la fermantation de hexoses, son
utilisation pratique en tant que conservateurigstée.

Cependant, le diacétyle peut agir synergétiquemawmec d'autres facteurs
antimicrobiens (Jay, 1992) et contribué aux systeocoenbinés de conservation en nourritures
fermentées.

Les bactéries a gram — sont plus sensibles autdiacpie les bactéries a gram + ; 200
ng / ml et 300ug / ml respectivement (Jay, 1982), la croissance steiches deisteria,
Salmonella, Yersinia et Esherichia ceit empéchée a une concentration de 344 pug/misdepu
les années 30, I'effet antimicrobien du diacétylét@ connu, il empéche la croissance des
bactéries a gram — en affectant I'utilisation @gedinine (Jay, 1986).

Bien que les bactéries lactigues soient généralemémistantes, le diacétyle a été

démontré pour étre un composé antimicrobien efficaantre un éventail de bactéries gram
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négative et gram positif, les quantités de diaegpybduites pakc. lactissubsplactis biovar
diacetylactisvarient de 0.07 & 3.72 ppm ( Burretval.,1970).

-Acétaldéhyde :

L’action d’'une thréonine aldolase, clive la thréenien acétaldéhyde et en glycine, et
cette action se produit chéb. delbrueckiisubspbulgaricus,pour empécher la croissance de
Salmonella typhimuriumde Staphylococcus aureust d’Escherichia colidans les produits
laitiers et il faut une concentration variant ert@ a 100 ppm de l'acétaldéhyde ( Piard et
Desmazeaud, 1991).

Les lactocoques produisent entre 2.60 et 6.50 nmigddnquantités d’acétaldéhyde
(Bottazzi et Dellaglio, 1967).

La contribution de I'acétaldéhyde a la bioprésaovaest mineure puisque le seuil de
saveur est beaucoup inférieur aux niveaux qui sonsidérés nécessaires a I'inhibition des

microoganismes (Kulshrestha et Marth, 1974).

-La reutérine :

Lactobacillus reuteriest une espéce hétérofermentaire qui vit danpdiagi gasto —
intestinal des humains et des animaux, cette espgubétise la reutérine (Axelsseh al.,
1989). Pendant la croissance anaérobiquebdeeuteri la reutérine est formée par I'action
du glycérol déhydratase, qui catalyse la converdiomlycérol en reutérine (Talarie al.,
1988). En présence du glucose et du glycérol oglyttéraldéhyde, la reutérine est produite
pendant la phase stationnairelé@etobacillus reuteriElle a été chimiquement identifiée pour
étre le 3- hydroxypropanal ( x- hydroxypropionalgdd), un composé fortement soluble a pH
neutre qui est en équilibre avec ses formes dimé@someériques et cycliques hydratées
( Axelssonret al., 1989 ; Talarico et Dobrogosz, 1989).

Son spectre d’activité antimicrobienne contre dees bactéries & gram + et gram —
est trés large. Les microoganismes de détérioratimmprenantSalmonella Shiguella
Clostridium, Listeria, Candidat Tripanosmasont sensibles a la reutérine. (Axelssoral.,
1989).
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V. CARACTERE PROBIOTIQUE :

IVV.1 Introduction :

Probiotique, ce terme définit des microorganisnmggliés vivants capables d’exercer
des effets bénéfiques sur la santé lorsqui’ils smmsommeés en quantités adéquates (FAO
« Food and Agriculture Organization » & OMS « @mgation Mondiale de la santé » ).
Comme I'équilibre ou le bon fonctionnement de tadlintestinale, la régulatiuon du systeme
immunitaire intestinale, ou le renforcement de #arigre intestinale sont revendiqués pour
chacun de ces produits.

Le concept des probiotiques provient d’'un chercheurmprix Nobel Russe, Elie
Metchnikoff, qui avait pour théorie que la longéviles paysans bulgares était directement
liée a leur consommation de laits fermentés. Difiées études ont montré depuis l'effet
bénéfique des probiotiques et leur innocuitée dige caracteres non pathogéenes de souches
utilisées, et se multipliant dans lintestin, ceasctéries permettent de réduire par simple
compétition la population bactérienne potentiellempathogene. Les probiotiques sont
pricipalement des bactéries et des levures etridstigues utilisés sont des souches micro —
organiques vivantes, productrices d’acides laciquels que les lactobacilles, certains
streptocoques et les bifidobactéries, notamrB#idobactérium bifidun{Fuller, 1989). Et on
les trouve dans les yaourts, les laits fermenéssfromages et les boissons (Bouziahal,
2004).

Plusieurs études ont montré de facon répétiteifidacité des probitiques a soulager
les symptomes liés au syndrome du célon irritabies réduction des ballonnements et des
flatulences a été observée d’'une étude a I'ausaacs et Herfarth, 2008).

Bien qu'’ils puissent accélerer le tansit intesendds probiotiques sont aussi reconnus
comme agents prévenifs de la diarrhée infectieaug@ant chez les enfants que chez les adultes
(Pedoneet al.,2000).

Les probiotiques ont une meilleure tolérance atota; la diminution de la formation
de composés carcinogenes et une amélioration adanrent des maladies inflammatoires de

I'intestin.

IV.2 Généralités sur deux souches pathgénes :
2.1 Staphylococcus aureus :
Les staphylocoques appartiennent a la famille desrdédoccaceae et sont des

bactéries a gram positif et catalase positif, denéococci de 0.8 a 1 um de diametre, ils sont

37



IV. Caractere probiotique Synthese bibliograpique

immobiles, asporulés et sans capsule, regroupégdipdmcoques ou en amas ( grappe de
raisin). (Larpent, 2000).

Les bactéries ont un métabolisme respiratoire rebdataire et sont aéro—anaérobies,
ils se cultivent facilement en 24 heures sur midietdinaires, les colonies @&taphylococcus
aureussont lisse, de 1 & 4 mm de diametre et de nhombremusches produisent un pigment
jaune doré ou jaune citron.

Sur gélose au sang, sont hémolytiquesSttphylococcus aureusst capable de
produire des enzymes extracellulaires, et d’apessadracteres enzymatiques lysotipiques et
métaboliques, cette espéce est séparée en quatiyeds (Berche, 1989).

Ce germe est responsable de 10% des toxi—infecabngentaires, la maladie est
causée par lingestion d’'une toxine produite eh mmar la bactérie elle-méme. Dans la
majorité des cas, les symptdmes sont violentesXrdautéte, vomissements, fortes douleurs
abdominales) mais disparaissent complétement dssigléux jours, la mortalité est fort
heureusement trés rare.

On trouve les staphylocoques naturellement au nivieala peau et des muqueuses
(nez et gorge), lors des coupures, d’'inflammatiotamée (abceés,...) ou de maladie (rhinites,
angines), ils se développent et provoquent unectiofe Ils peuvent donc facilement
contaminer les aliments par manipulation ou parséion (éternuement, mouchage), ce
portage intestinal est frequent chez ’'Homme, corshez les animaux.

Dans les produits fermentés, pour inhiber la camse deStaphylococcus aurelest
d’additionner des bactéries lactiqgues qui vont phnadde I'acide lactique et acétique ainsi de
bactériocines, et ces derniers sont les resporsaidgeurs de I'inhibition dStaphylococcus
aureus par contre le pH bas en produit fermenté n’estneaponsable de I'inhibition de ce

germe, comme le yaourt (Ananou et al, 2005).

2.2Escherichia coli :

Le genreEscherichiafait partie de la famille des entérobactéries anhprend cinq
éspeces dont une seutescherichia coliest utilisée a titre d’indicateur de la qualité @éaux.
Escherichia coliest un bacille gram négatif, radiorésistant efstinre tout au long de la vie
de I'hoté I'espéce bactérienne dominante de la fe@robie intestinale, et fermente le glucose
par la voie des acides mixtes.

Et la presque totalité des soucheEstherichia coline sont pas pathogénes puisque
cette bactérie est un héte normale de lintestis demmiferes (Rice, 1999), de plus

fermentation du lactose, du mannitol, productuidmddle a partir du tryptophane, ne
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posséde pas d'uréase, ne produit pas,®/'Hl est possible de procéder a l'identification
d’Escherichia colien repiquant les colonies issues des testes detidételes coliformes
fécaux, en procédant directement en utilisant Bétilon d’eau a tester sans passer par
I'étape de recherche des coliformes totaux ( CTXes coliformes fécaux (CF). ( Eckner,
1998).

Le millieu utilisé est harbituellement un bouillge culture qui contient un premier
substrat chromogénique scindé par lI'enzyme B-gadatdse que possedent tous les
coliformes, et un deuxieme scindé par I'enzyme Biegronidase spécifique Bscherichia
coli. ( Bitton, 1999, Clesceast al.,1998 , Edbergt al.,2000).

Aprés 24 heures d’incubation a 35°C, la présencaalfluorescence bleue, visible
seulement sous un éclairage par rayonnement wtedvindique la présencebkscherichia
coli ( Clesceriet al.,1998 ; CEAEQ, 2000 a 2000 b).

L'utilisation d’'un bouillon avec substrats chromogfie ne permet cependant pas
d’énumérer les bactéries car c’est un test quidldettype présence — absence, il existe des
variantes de la méthode permettant une énumér@dtisSnEPA, 2000). Comme, par exemple
la technique NPP (nombre le plus probable).

Ces méthodes ne permettent pas d'identifier I'agpance a un groupe ou un
sérotype particulier’@scherichia colj recherche qui nécéssite une procédure plus cample
impliquant notamment I'emploi de tests sérologigaesutilisation de la réaction en chaine
de la polymérase (Bopgt al.,1999 ; Chalmerst al.,2000).

L’espéceEscherichia coliest subdivisée en de nombreuses souches pathquaumes
'Homme et les animaux sur base de la possessiopralgriétés ou de la production de
facteurs spécifiqgues qui sont responsables de pewrgoirs pathogenes.

Certaines souches spécialisé#ssdherichia colisont associées a des pathologies trés
diverses tant chez I'étre humain que chez l'animdiarrhées, gastro—entérites, infections
urinaires, méningites, sépticémie, etcles techniqgues modernes de la biochimie, de la
génétique, de la biologie moléculaire et de la obimlogie cellullaire ont permis d’identifier
et d’analyser les mécanismes impliqués de l'intésacdesEscherichia colipathogénes avec
leur héte. Malgrés la diversité des affections pruées par les souche&stcherichia coli
pathgeénes, toutes ces souches utilisent une seaté&ggsique d’infection, commune a de
nombreux autres agents pathogenes, comme la pldparpathogénes des muqueuses, les
souches ‘@Escherichia coliresponsable de diarrhée et d’infections extrasiimales utilisent

une stratégie d’infection dont les points clés deatsuivantes : colonisation des muqueuses,
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éventuellement invasion des cellules, multiplicaticévasion des défences de ['héte
dommages a I'héte. (Slutsker al.;1998).

IV.3 Propriétés inhibitrices des bactéries lactiqus :
3.1 Preformances dans le domaine thérapeutique :
3.1.1 Criteres de séléction des souches probiotiegi:

Les bactéries probiotiques doivent :

- Rester vivantes pendant leur conservation et g@ndur passage a travers la partie
supérieure du tube digestif, et donc résister affgrents mécanismes de défense dans I'hote.
(Chafai, 2006).

- Etre non pathogene et non toxique, exercer wt bénéfique sur I'hbte est un effet
métabolique pendant le transit intestinale.

- Avoir une capacité de coloniser transitoirememtmuqueuse intestinale, et une
ressemblance avec des bactéries de la microfltestinale humaine.

- Rester viables pendant le stockage et I'utilcsati

- Résister aux enzymes présentes dans la cavitaley@au pH acide de I'estomac et
avoir un taux de survie élevé aprés ces passages,faaments lactiques, aux sucs
pancréatiques et aux concentrations de mucus dtildeprésentes dans lintestin gréle
(Malinen, 2002). L’activité antimicrobienne destlazacilles se fait par la production d’acides
organiques a partir des glucides de la ration altaiee tels que I'acide lactique en abaissant
le pH, le développemeriEscherichia colietSalmonella(El — Nagger, 2004).

L’inhibition du développement des germes indésealgeut se faire :

-Soit par la production de substances antimicrotgen naturelles appelées
bactériocines, de péroxyde d’hydrogene et d’aciiganiques (Limat al.,2005).

-Soit en adhérant temporairement a la paroi imaekdiet en renforcant la barriéere
physique contre les pathogenes, elles entrent mpé&tition avec eux pour le site d’adhésion
a la paroi intestinale et pour les nutriments gutr®uvent. (Chafai, 2006).

3.1.2 Mécanismes d’actions des probiotiques :
A). Action contre l'invasion des pathogénes :

Les pathogenes sont des microorganismes capableauder une maladie. De nos
jours, la présence de pathogenes dans I'eau, laituoe et les établissements publics peuvent

devenir une menace pour notre sante.
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De plus, la prise de médicaments comme les antinies et les antiacides peuvent
détruire la flore intestinale, causer des diarrhéesaugmenter le risque d’infection. Les
bonnes bactéries qui composent la flore intestiaagurent la premiere ligne de défence
contre les pathogéenes, elles rentrent en compettiec eux pour le site d’adhésion a la paroi
intestinale et pour les mutriments qui s’y trouveliés produisent également des substances
antimicrobiennes naturelles appelées bactériocoessgeux modes d’action défensifs nuisent
a I'implantation, la croissance et la survie dethpgenes. (Callawast al.,2005).

La production d’acides organiques, de péroxyde dfbgene et de diacétyle par les
bactéries lactiques, notammebactobacillus acidophilus et Lactobacillus casei inhibe
I'action des pathogénes. La production d’acide8daes et acétiques est propre aux bactéries
lactiques, les acides organiques régularisent lepds$tinal pour le maintenir a un niveau non
favorable a la croissance d’agents infectieux. jgkrat al.,2005).

Certaines souches utilisées comme probiotiquesedess la capacité de déconjuguer
les sels biliaires : les formes déconjuguées onpaunvoir inhibiteur plus important sur le

développement de bactéries que les formes conjaqivaateau, 2001).

B). Amélioration de la digestibilité de la ration dimentaire :

La production d’enzymes par les souches probiotigisorise la digestion des
glucides et des protéines, les lactobacilles exntéa B-galactosidase qui facilite la digestion
du lactose. (Leet al.,2006).

L’'assimilation des acides aminés essentiels paitd’lest amélioré par les souches
probiotiques soit en les synthétisant, soit en biaht I'action des désaminases et des

décarboxylases bactériennes excrétées par la toieofu tube digestif. (Chafai, 2006).

C). Systéme immunitaire intestinale :

L’intestin est trés riche en lymphocytes que I'efrouve sous la muqueuse intestinale.
En raison de son contact direct avec des envahssstérieurs susceptibles d’induire des
infections, l'intestin doit étre en mesure de défen’organisme adéquatement.

Il tient une place prépondérante dans I'immunitél’mhelividu, la flore bactérienne
normale d'un individu est également impliguée ddas réponses immunitaires par

I'intermédiaire des cellules épithéliales de I'stia composant la muqueuse. (Mowat, 2003).
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D). Probiotiques et systeme immunitaire :

La consommation de bactéries bienfaisantes comableacidophiluset Lb. casei
renforce I'immunité au niveau des muqueuses imakds ( immunité mucosale) de méme que
limmunité a travers l'organisme ( immunité systgme ), de facon plus détaillée la
consommation chez I'humain dectobacillusstimule I'activité phagocytaire et augmente la
production de lymphocytes T et B et la producticentcorps, notamment les IgM , IgA et
IgG, toutefois, la stimulation de ces réponses imitaires intestinales par les bactéries
commensales ( propres a I'Homme ) ou probiotiqugnogoque pas d’emblée une réponse
inflammatoire importante, comme on peut I'obsergarprésence d’'un agent infectieux un
individu peut donc consommer régulierement en ta@éeurité ces bactéries a caractere
probiotique. (Luqueet al.,2005).

E). Action sur le systeme diagestif :

-Systeme digestif :

Les aliments doivent étre décomposés en nutrim@aisr étre assimilés par
'organisme. Ce processus s’appelle la digesties, dutriments comme les sels minéraux
(fer, calcium, etc..), le vitamines, les acidessgrailes fibres sont essentiels pour répondre aux
besoins vitaux d’'un des troubles digestifs varigples ou moins sévéres peuvent également
découler de la présence de matieres non digérées ldatestin, les bonnes bactéries qui
colonisent nos intestins participent activemerd digestion. Elles produisent les aliments de
fagcon a ce gu’ils puissent étre absorbés et agit'esussemble du corps. La flore intestinale
joue donc un role tres important dans la digestibma santé de lindividu. (Penret al.,
2000).

-Probiotique et systeme digestif :

Les Lactobacillus acidophiluset Lactobacillus caseicomptent parmi les bonnes
bactéries qui composent la flore intestinale, @ddries améliorent la digestion des aliments
et la capacité d’absorption de I'organisme. La com®ation de probiotiques aide a maintenir
I’équilibre de la flore intestinale, ils fournisdeinsi a I'organisme une quantité importante de
bonnes bactéries et facilitent, entre autres, tegdion des aliments et I'assimilation des

nutriments tout en améliorant la santé du systégestif. (Pennat al.,2000).
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F). Autres applications thérapeutiques des probiotjues :

-Cholestérol :

Certaines études ont démontré que les probiotigoegaient aider a diminuer le taux
de mauvais choléstérol (LDL), leur mécanisme déactn’a pas encore été bien élucidé.
Toutefois, les bactéries probiotiques pourraierg &hpliquées dans la déconjugaison de la
bile limitant ainsi la réabsorption du choléstételcholéstérol est un composant majeur de la
bile). (Werber, 2004).

-Candida albicanset infections vaginales :

Un déséquilibre de la flore intestinale peut aw®s répercussions sur I'ensemble de
I'organisme, notamment le systeme vaginal, et @mgraune surcroissance de pathogenes se
traduisant en infections vaginales bactériennes lewures, comme IEandida albicans

Les Lactobacillus acidophilussont des bactéries les plus importantes de la flor
vaginale et intestinale, cette bonne bactérie aréenvironnement hostile a la croissance de
pathogenes en maintenant un pH faible dans la #oren produisant des bactériocines, de
plus lesLb. acidophilusproduisent du péroxyde d’hydrogene et de I'hypmthanate qui
inhibent la croissance dbandida abricans(Fitzsimmons, 1994).

-Cancer :

Plusieurs chercheurs se sont penchés sur la quektiodle possible des probiotiques
dans le traitement ou la prévention du cancer. i@®gertaines recherches les probiotiques,
pourraient avoir un réle protecteur dans le déyatopent de certains cancers, notamment le
cancer du célon, en inhibant dans le corps la mtolu de mutagénes et d’agents

carcinogenes. (Sanders, 2000).

IV. 4 Activités antimicrobienne due a des bactéricines :
4.1 Définition des bactériocines :

Différentes définitions des bactériocines ont étnrmfes au cours du temps.
Cependant, la définition qui reste la plus largenaeceptée est celle de Klaenhamme ( 1988)
qui définit les bactériocines comme des protéirmes,complexes de protéines, avec une
activité bactéricide contre des especes prochda deuche productrice. Les bactériocines
représentent une large classe de substances aistagaqui varient considérablement du point
de vue, de leur spectre d’action et de leur modetdin (Klaenhammer, 1988). Toute les
bactériocines produites par des bactéries lactigéesites jusqu’a présent ont une activité

dirigée contre les bactéries Gram+, aucune bactgagoroduite par des bactéries lactiques

43



IV. Caractere probiotique Synthese bibliograpique

avec une activité contre des bactéries Gram— réadécrite, la membrane externe des
bactéries Gram— ne permettant pas aux bactériodiaéigeindre la membrane interne, siége
de leur activité (Klaenhammer, 1988).

Les bactériocines produites par les bactériegjiaesi sont des peptides antimicrobiens
de faible poids moléculaire inhibant la croissades bactéries pathogénes, les souches les
produisant peuvent donc également étre utiliséas das produits nom fermentés en tant que
culture protectrice, une culture protectrice est gnlture antagoniste ajoutée a un produit
alimentaire pour inhiber les bactéries pathogeneairesi prolonger sa durée de vie en
changeant ses propriétés organoleptiques le maissitge. (Rodgers, 2001 ; Vermeiren
et al.,2004).

4.2 Classification des bactériocines :

Pour classer une substance sous le terme de lbagtérion utilise plusieurs criteres :
(Klaenhammer 1993) :

- Présence d’'une partie biologiquement active deragrotidique.

-Spectre d’activité étroit.

- Présence sur ces cellules cibles des récéptetesdigues a la bactériocine.

- Mode d’action antibactérien sans lyse des cedlaibles.

Les bactériocines produites par les bactériesglaes sont réparties en quatre classes,

comme proposeé par Klaenhammer (1993), ces qudasses sont :

A). Classe | : les lantibiotiques :

Peptides de taille inférieur a 5 k Da, stable aHaleur et qui contiennent des acides
aminés inhabituels soufrés formés post- traducgtbement, c'est-a-dire la lanthionine, la B-
méthyl lanthionine, la déhydrobutyrine et la déloadanine.

lls sont synthétisés par plusieurs genres bact@&genGram positif et ils sont
thermorésistants. Selon la structure et le modetidtades lantibiotiques peuvent étre divisés
en deux types :

-Lantibiotiques de type A :

Se sont des peptides cationiques, hydrophobesgélathont I'action est de dépolariser
la membrane cytoplasmique bactérienne, et ce tgpgent 34 acides aminés, on trouve la
nisine, subtiline, épidemine, lactocine 481, épiha k7 et lactococcine S. (Sadtlal., 1991
et 1995).

44



IV. Caractere probiotique Synthese bibliograpique

-Lantibiotique de type B :

Comprend les peptides globulaires chargés négatinerou sans charge nette,
montrant une activité inhibitrice d’enzymes spépifs, dans ce type on trouve les
cinamycines, mersacidine, actagardine et contiestjya 19 acides aminés (Mc Auliffe
et al.,2001 ; Twomeet al.,2002). Certains lantibiotiques sont par aillewosstitués de deux
peptides agissant ensemble pour avoir une actigitéme la lacticin 3147.

B). Classe Il : les non lantibiotiques :

Pepties de taille inférieure a 10 KDa, stables ahlaeur, ne contenant pas d’acides
aminés modifiés, hydrophobes, les plus connuslagmdiocine PA-1 et AH, la lactococcine
A et B et la lacticine F. ( Mathet al.,1996).

Cette classe est divisée en 3 sous classes :

- La sous classe lla:

Les bactériocines de cette sous classe, contienéra 27 et 48 acides aminés et ont
toutes une partie N- terminale hydrophobe contenantpont disulfure et une partie
C- terminale moins conservée, hydrophobe ou amphipdui détermine la spécificité
d’action.

Elles ont toutes une activité contrssteria monocytogengsartaines bactériocines de
cette sous classe contiennent également un deuxpeme disulfure dans leur domaine
C-terminale qui semble étre important dans la Bsaltion de la structure tertiaire, il semble
par ailleurs qu’'il leur conférerait une meilleuretigité antimicrobienne, une meilleure
résistance a I'exposition a des hautes tempéraairaa spectre d’action plus large. (Drider
et al.,2006).

-La sous classe IIb :

Comprend les bactériocines ayant besoin de deutidpsppour avoir une activité,
deux types de bactériocines de classe IIb peuwantiistingués : le type E ( Enhancing) ou la
fonction d’un des deux peptides est d’augmentetiVdaé de I'autre et le type S ( Synergy) ou

les deux peptides sont complémentaires ( Klaenhaira@3).
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- La sous classe llc :

Contient les bactériocines ne pouvant pas étre@ssdans les autres sous classes et
qui contiennent du groupement thiol actif corresfmort a des résidus cystéines
(Klaenhammer, 1993).

C). Classe Il :

Protéines de taille supérieures a 30Da et sengildechaleur. La structure et le mode
d’action de ces bactériocines différent compléetendes autres bactériocines produits par les
bactéries lactiques, cette classe ne contient gageybactériocines : I'helveticin J produite
par Lactobacillus helveticyd’enterolysin A produite paEnterococcus faeciunta zoocin A
produite parStrepotococcus zooepidemicas la millericin B produite pafStreptococcus
milleri. (Nilsenet al.,2003 ; Papagianni 2003 ).

D). Classe IV :

Peptides requérant une partie carbohydratée odidipg pour avoir une activité, se
sont des bactériocines inactivées a la fois papreases et par d’autres types d’enzymes, ce
qui suppose l'existence d’'une partie non protéigctive dans les phénoménes d’inhibitions
(Klaenhammer, 1993).

4.3 Les mécanismes d’action des bactériocines :
Le siege d’activité des bactériocines est la menmdellulaire, raison pour laquelle
les bactériocines n’ont pas d’activité contre lestéries Gram-, cependant, les mécanismes

d’action des bactériocines sur la membrane soigs/ar

A). Les lantibiotiques :

Les lantibiotiques interagissent avec la membraekulaire par des interactions
électrostatiques ou par liaison a des réceptedsfgpies tels que le lipide 1l ( undecaprenyl
— pyrophosphoryl- MurNac- pentapeptides- GICNAg) juecurseur de peptidoglycanes, suite
a cette liaison, les lantibiotiques peuvent formdes pores larges et non spécifiques dans la
membrane cytoplasmique, ce qui va causer leffllapide des petits composés
cytoplasmiques tels que les ions, les acides amidA3 P, etc, cette augmentation de la
perméabilité membranaire va conduire a la dissipaties deux composantes de la force
proton motrice, a la cessation rapide des activitglulaires et a la mort de la cellule,

I'interaction avec le lipide Il permet d’augmentarstabilité des pores formés et de réduire la
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concentration du lantibiotigue nécessaire a la &ion des pores, mais peut également
conduire a l'inhibition de la synthese de la padiulaire ( Mc Auliffeet al.,2001 ; Twomey
et al.,2002 ; Baueet al.,2005 ; Pattort al.,2005).

B). Les bactériocines de classe Il :

Le mécanisme d'action supposé des bactériocinetadse Ila est l'interaction de la
bactériocine avec la membrane ou un récepteur fEpégi la « mannose permeéase », pour
ensuite former un pore dans la membrane de laleetia qui induit la perméabilisation de la
membrane, la dissipation des deux composantes fieca proton motrice et la mort de la
cellule (Daletet al., 2000 ; Hécharett al., 2001 ; Graveseat al., 2002 ; Arouset al., 2004 ;
Vadyvalooet al., 2004 ; Bauekt al., 2005). Le mécanisme de formation des pores nasst p
connu, méme si I'hypothése la plus courante esto@ation de différentes molécules de la
bactériocine. (Ennahat al.,2000 ; Fimlancet al.,2000 ; Diepet al.,2007).

Les bactériocines de classe llb ont en généralpestse d'action inhibant une large
gamme de bactéries GranElles forment des pores et rendent la membranaéable a
différentes petites molécules, des cations monat&i@u des anions, ce qui dissipe une ou les
deux composantes de la force proton motrice. Las toansportés sont spécifiques de la
bactériocine. Néanmoins, les mécanismes d'interactes deux bactériocines entre elles et
avec la membrane cellulaire ne sont que tres penuso Il a été montré qu'il n'y avait pas de
liaison au méme récepteur que pour les bactérisareclasse lla (la « mannose permeéase »)
(Diepet al.,2007).

C). Les bactériocines de classe lll :

Le mode d'action de ces bactériocines differe cetapient des bactériocines des
autres classes. En effet, I'enterolysin A, la zodciet la millericin B agissent par I'hydrolyse
des liens peptidiqgues des peptidoglycanes deslelkensibles. La zoocin A a un spectre
d'action étroit alors que l'enterolysin A et la lericin B ont un spectre d'action large.

L'helveticin J a un mode d'action bactéricide (&hlst al.,2003).

IV.5 La production et le conditionnement des bactéocines :

5.1 La production des bactériocines :
Les bactériocines sont généralement produitesfia de la phase exponentielle et au
début de la phase stationnaire de croissance. gdasent ensuite étre dégradées par les
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protéases produites par la bactérie lactigue ptadac(Savijoki et al., 2006) ou étre
adsorbées a sa surface, ce qui mene a la baidaecdacentration de bactériocines dans la
culture. Les facteurs influencant la productionbdetériocines sont principalement la souche
productrice, la température, le pH, la compositdommilieu et la technologie de fermentation
employée.

Pour la production de sakacin P pasakej une méme bactériocine peut étre produite
par des souches ou especes différentes dont laitgada production peut étre variable. Lors
d'une optimisation de production, si différentesictees sont disponibles, le choix de la

souche pourra étre déterminant. (Moredtal.,2000).

Les conditions de culture influencent fortementptaduction de bactériocines. En
effet, l'optimalisation de la croissance ne résples nécessairement en l'optimalisation de la
production de bactériocines (Parenteal., 1999). Il a méme été suggéré que des conditions
de croissance défavorables permettent de stimelergdroduction (Verluytert al., 2004).

Les températures et pH optimaux de production soavent inférieurs a ceux optimaux pour
la croissance. C'est par exemple le cas pour laduptmn de bactériocine par
L. curvatusLTH1174 (Messenset al., 2003), Leuconostoc mesenteroidek24 et

L. curvatusL442 (Mataragagt al.,2003), de sakacin P phar sakeiCCUG42687 (Moretro et
al., 2000), d'amylovorin L471 pdr. amylovorudDCE471 (De Vuystet al., 1996) et de
pediocin PA-1 paPediococcus damnos(iNel et al.,2001).

La composition du milieu, tout particulierement lssurces et concentrations de
carbone et azote, affectent fortement la produatierbactériocines. Les bactéries lactiques
productrices requierent de nombreux nutriments peur croissance et des milieux riches
contenant de I'extrait de viande, de levure ethgesolysats de protéines sont nécessaires. Il a
déja été montré que l'augmentation des concentgata extrait de levure, extrait de viande
Ou peptone peut permettre une augmentation deolfuption de bactériocines (Aasenal.,
2000 ; Nelet al.,2001 ; Mataragast al.,2003 ; Todoro\et al.,2004 ; Verluyteret al.,2004).
D'autre part, quelques études ont montré que lecsale carbone utilisée et sa concentration
est un facteur important dans I'optimisation deraduction de bactériocines (Leal-Sanchez
et al.,2002 ; Leroyet al.,2006 ; Cheret al.,2007 ; Anastasiadoet al.,2008). L'ajout de ces
nutriments lors d'une culturded-batch permet souvent d'augmenter la production
comparativement & une culture batch (Callewaertet al., 2000 ; Lvet al., 2005 ; Perez
Guerraet al.,2005).
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L'utilisation de la technique des cellules immadiis peut permettre d'augmenter la
durée et la stabilité de la production de bactéresx: Les cellules peuvent étre immobilisées
dans des biofilms ou des billes d'alginates dewalcCette technique a déja été utilisée avec

succes pour la lacticine 3147 et la nisine (Scamnell., 1997 ; Pongtharangket al.,2006).

5.2 Le conditionnement des bactériocines :

Il est trés difficile de conditionner les bactérimes sous une forme purifiée. La
purification des bactériocines est une procédungue et couteuse qui nécessite la mise en
ceuvre de nombreuses techniques, a savoir une ipaéoip des protéines au sulfate
d'ammonium, différentes combinaisons de chromapdgea sur colonne telles que des
échanges d'ions ou des interactions hydrophobametétape finale de chromatographie
liquide a haute performance en phase inverse. @@ements ne sont pas applicables a
I'échelle industrielle. La stratégie souvent misexuvre consiste des lors en l'adsorption de la
bactériocine sur la cellule productrice suivie @'wentrifugation ou d'une ultrafiltration de la
culture et de la désorption de la bactériocinegbaissement du pH a 2 et augmentation de la
concentration en chlorure de sodium. Les bactérescisemi-purifiées peuvent alors étre
conditionnées sous forme seche par atomisatiogaphilisation par exemple (Parergeal.,
1999). La nisine, la seule bactériocine |égalenagaprouvée comme additif alimentaire, est

commercialisée sous une forme semi-purifiée.

IV.6 Les applications des bactériocines dans I'indstrie alimentaire :

6.1 Les propriétés des bactériocines pour une apphtion alimentaire :

Les bactériocines sont habituellement reconnuesnmmoralres, sont sensibles aux
protéases digestives et ne sont pas toxiques psuellules eucaryotes (Wijagaal.,2006).
Elles ont une grande tolérance aux variations deepldux traitements thermiques. Leur
spectre antimicrobien peut étre large ou étrolgsepeuvent donc cibler sélectivement des
bactéries pathogénes ou altérantes sans inhibdratgéries indispensables et ont un mode
d'action bactéricide (Galvezt al., 2007). Les bactériocines doivent cependant étre
considérées comme un moyen de préservation comptameea ceux déja existant (Deegan
et al.,2006).
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6.2 L'application de la bactériocine :

Les bactériocines purifiées ou semi-purifiées sappliguées aprés production en
fermenteur, purification ou semi-purification enditionnement par les techniques adéquates,
qui peuvent étre relativement couteuses. D'un mentue Iégislatif, une telle préparation est
considérée comme un additif alimentaire. Jusquagmt, seule la nisine, un lantibiotique, est
acceptée comme additif alimentaire (E234). (Guiretrad.,2005).

Les bactériocines peuvent également étre appligeées la forme d'un concentré
obtenu apres fermentation par la souche productti@Gomisation d'un substrat alimentaire
tel que le lait, par exemple. Cette préparatioa sensidérée comme un ingrédient fermente.
Elle contiendra la bactériocine mais égalementtiaunétabolites microbiens tels que l'acide

lactique.

Un autre mode d'application des bactériocines sta&n leur immobilisation sur les
cellules productrices, dans des gels ou des fiaihs ¢ue I'alginate de calcium, la gélatine, la
cellulose, les protéines de soja, des films degamgharides, etc. La bactériocine sera alors
libérée dans le produit au cours de la conservatidepuis peu, des emballages en
polyéthyléne ou d'autres films plastiques contenastbactériocines ont été développés. Ces
emballages permettent de réduire la croissance ndiesoorganismes pathogénes ou
indésirables pouvant se développer en surface tlaaonservation du produit (Luchansky
et al.,2004 ; Deegaet al.,2006 ; Galvezt al.,2007).

Pour que ces substances inhibitrices produitetepdractéries lactiques puissent avoir
un réel développement en tant qu’un additif indelstelles devraient présenter plusieurs

caracteres :

-Avoir une action bactéricide et pas seulement draxstatique, il s’agit dans les
produits alimentaires, d’éliminer définitivement tntamination initiale, afin qu’aucun
développement de bactéries nuisibles ne puisspnérdre dés que les conditions de pH

favorables a ces germes réapparaissent. (Chagdt8).

-Avoir un spectre d’activité étendu, en étant agia la fois sur les bactéries a Gram
positif et a Gram négatif, car elles doivent étheni@ées des produits alimentaires non
seulement Listeria monocytogen8taphylococcus aureusu certaines bactéries sporulées

mais aussi les souche€dcherichia colipathogenes et les Salmonelles. (Charchar ,2003).
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-Présenter une stabilité et une bonne activité dassconditions téchnologiques
régnant a tous les stades des fabrications deslifgpdotamment dans toute la gamme des

pH et des températures caractéristiques de ceuxiwar¢Gar ,2003).

-Présenter une bonne innocuité pour les consommnsateiamment ne pas entrainer
de réactions d’'allergie, méme pas les produitsede tiégradation et ne pas perturber les
equilibres de la flore intestinale et ne pas pbduiles cinétiques d’acidification de levains

acidifiants.

6.3 Les facteurs influencant I'activité des bactédcines dans les produits alimentaires :

Lors d'une application alimentaire, la compositidun produit est un des premiers
facteurs pouvant réduire ou totalement dissipastiVidé de la bactériocine de par son
adsorption sur des composantes du produit, ladimit de sa solubilité et de sa diffusion, sa
dégradation par des protéases, l'interaction aescadditifs alimentaires ou des ingrédients
et/ou un pH inapproprié. Les traitements appligaés produits constituent un deuxieme
facteur pouvant limiter l'activité inhibitrice dansn produit alimentaire. En effet, des
traitements thermiques trop élevés peuvent dégrdeer bactériocines présentes. La
température de stockage pourra également rédastvité des bactériocines, qui varie en

fonction de la température (Galvetzal.,2007).

Un autre facteur limitant l'activitt des bacténms est la flore autochtone,
principalement sa concentration, la présence ddétes résistantes, la présence de
microorganismes produisant des protéases dégrkdbattériocine et I'état physiologique de
cette flore. Un état physiologique stationnairestressé ainsi que la formation de spores peut
conduire a une résistance accrue. En outre, dansadeluits solides, les bactéries forment des
microcolonies ou des biofilms dont la résistanc& bactériocines peut étre plus élevée
(Schobitzet al.,2003).

D'autre part, il sera également important de ca@msrdl'impact de la bactériocine sur
la flore résidente favorable des aliments. Si egllest sensible a la bactériocine, son
déséquilibre pourra conduire a la croissance deomiganismes résistants aux bactériocines,
pathogénes et/ou altérants avec des conséquenaetairea et/ou organoleptiques
défavorables. A notre connaissance, malheureusegetrdspect n'‘a pas encore été étudié en

détail.
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Ces phénomeénes peuvent conduire a :

— Une absence totale d'activité antimicrobienne,

— Une inhibition partielle des bactéries cibles,

— Une diminution initiale de la concentration destBees cibles sous la limite de
détectabilité suivie d'une reprise de croissanceaus du stockage, un phénoméne appelé
« rebond »,

— Un effet inacceptable sur I'état sanitaire et/ou Ies qualités organoleptiques
(Bouttefroy et al.,2000 ; Schobitet al.,2003 ).

6.4 La combinaison de différentes bactériocines pour ggmenter la durée de vie du

produit :

La combinaison de différentes bactériocines pediaigmenter 'activité et le spectre
d'action, tout particulierement en combinant destéd&cines appartenant a des classes
différentes. Cependant, une attention toute pdidieudevra étre portée au développement de
résistances chez les bactéries cibles. Le mécandsmeésistance aux bactériocines de
classe lla, par exemple, semble étre identique pmutes les bactériocines de cette sous-
classe. Une bactérie résistante a une bactérioengasse lla sera donc résistante a d'autres
bactériocines de classe lla. D'autre part, dess-resistances, c'est-a-dire |'apparition de
résistance a des bactériocines de classes difé&rectiez une bactérie cible, peuvent
eégalement étre observées (Deegaal.,2006 ; Naghmouctet al.,2007).
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MATERIELS ET METHODES :
1. Introduction :

Le lait de chevre présente des caractéristiquastionhelles (meilleure digestion et
absorption) et thérapeutiques (action antiacidds/po-allergisante) plus appréciables que le
lait de vache.

Des laits crus été choisis pour réaliser des iseidsnde bactéries lactiques, en
particulier des lactobacilles pour faire une étédelogique de cette flore, il faut avoir un
certain nombre d’échantillon et ceci pour obted& nouvelles souches de bactéries lactiques
possédant des potentialités fermentaires intéresssan industries agro-alimentaires.

Le travail présent aura pour but principal d’étadies interactions entre des souches
de bactéries lactiques et deux bactéries pathogéespensables de toxi-infection alimentaire
(StaphylococcuaureusATCC 25923, eEscherichia colATCC 25921).

2. Matériels biologique et conditions de culture :
2.1Les échantillons:

Deux échantillons de lait cru de chévre ont étdectd a partir de deux chevre
différentes dans deux fermes de la région ouedgétie (Oran), (Tableau 7) , le prélévement
a été réaliser dans des conditions stériles, eantaaoigneusement les mamelles a I'eau tiéde
contenant 2% de I'eau de javel, les premiers jetete éliminé, puis une quantité suffisante
de lait a été soutiré dans un flacon stérile quiremédiatement placé dans la glaciere ( 4%),

jusqu'a son utilisation afin d’éviter tout risque cbntamination .

Tableau 7 :Origine des échantillons utilisés :

Echantillons Origine Date dedaolte

Lait cru de chevre LPOran, Saint Rémy | 18 décembre 2008

Lait cru de chévre L1 Oran, Es sénia 24 Noventpe8
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2.2Provenances des bactéries pathogenes :
Deux espéces de bactéries pathogenes ont étfia@é afin d’effectuer le test des

intéractions bactériennes.

Tableau 8: Les codes et les origines des souches pathogenes :

al

Souches Code Origine
Staphylococcus aureus ATCC ST Laboratoire central médic
25923 du CHU d’Oran
Escherichia coliATcc 25921 EC Laboratoire central médi

du CHU d’Oran

cal

2.3 Milieux et conditions de culture :
Les milieux soit liquides, soit solides par additiad’agar 1.5%, et la stérilisation se

fait par autoclavage a 121 °C pendant 20min, alpamnilieux qui contiennent du lait, leurs

autoclavages se fait a 110 °C pendant 10min.

Tableau 9 : Milieux de cultures utilisés et conditions d’inctioa pour les

lactobacilles :

Milieux de culture PH TC® Incubation
MRS 5,4 (pour lisolement 30 C° aérobiose

des lactobacilles)
MRS BCP 6,9 30C° aérobiose
M16 BCP 6,5 30C° aérobiose
MH solide et 7.4 30C° aérobiose
semi solide
Lait écrémé 7 30C° aérobiose
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La composition des milieux de cultures utilisés tsomssemblés dans I'annexe.
Le milieu MRS (De Man Rogosa et Sharpe, 1960) &hkséipour les cultures courantes et
acidifies pour les lactobacilles, MRS BCP et M16B@our les tests biochimiques, MH
(Muller et Hinton, 1941) pour I'étude des interao et le lait écrémé pour I'étude de la
cinetique d’acidification, pour la conservation dge@siches on utilise le lait écrémé a 30% de

glycérol.

3. Isolement et dénombrement des bactéries lactigsie
3.1 Isolement des bactéries lactiques sur milieu MR:

Il a été effectué sur milieu MRS gélosé (De Maral.,1960) a pH 5,4 (lactobacilles),
le pH est mesuré a I'aide du pH metre.

L’échantillon de lait a été enrichit en l'incubaat 30c® pendant 24h (jusqu’a
coagulation), des suspensions de dilutions décsridas I'eau physiologique ont été préparé,
un millilitre des trois derniéres dilutions (00" et 10°) a été ensemencé en profondeur sur
milieu MRS acidifié ( 3 boites de pétri / dilutignapres solidification des milieux, les boites
de pétri ont été incubé a 30°C pendant 48 h (€&aat.2002), 5 al10 colonies bien isolées ont
été prélevé et transféré dans du bouillon MRS eselels colonies a Gram+ et catalase négatif

sont retenues pour purification .

3.2 Dénombrement de flores microbiennes dans latlaru :

Les bactéries lactiques sont dénombrées sur leumiiRS solide, le dénombrement
aura une influence sur le déroulement de la fatioicales produits a base de lait cru.

L’échantillon du lait cru enrichis, apres agitatian vortex pendant 2minutes et réglé
au maximum, les dilutions décimales sont réaliskes I'eau physiologique, et les tubes sont
agités pendant 10 secondes au vortex, 1ml est emseénen profondeur sur milieu solide, (3
boites pour chaque dilution), aprés solidificatd@s milieux, les boites de pétri sont incubées
a 30°C pendant 48h. (Caet al.,2002).

Seules les boites contenant entre 30 et 300 cal@oiat utilisées pour le comptage.

4 .Purification des isolats de bactéries lactiques:

La purification de la souche est faite sur MRSdmlpar la méthode de stries et milieu
liquide apres croissance et comptage des coloniésites, on préléve de chaque boite 5 a 10

colonies bien isolées sur les quelles sera effeainé coloration de Gram et une recherche de
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catalase, les bactéries a caractére gram postiitatase négatif sont retenues et repiquées sur
MRS liquide et solide jusqu’a l'obtention d’'une tuk pure. La pureté est vérifiée par
observation macroscopique et microscopique paraidm de gram, en fin de la purification

les caracteres Gram positif et catalase négatvietibipersister.

5. Conservation des souches pures :

On utilise deux techniques de conservation :
5.1 Conservation courte durée :

Les souches pures sont ensemencées sur MRS gulliisé dans des tubes stériles a
essai et incubées a 30°C pendant 18 heures. Lagesulsont conservées a 4°C, et leur

renouvellement se fait par repiquage toutes lesgames. (Samelit al.,1994).

5.2 Conservation longue durée:

Les souches sont ensemencées dans du MRS liquideubges a 30°C pendant 18
heures, les culots sont récupérés par centrifugati®000rpm pendant 5minutes, une fois le
surnageant éliminé, on additionne au culot dudeitmé a 30% de glycérol, aprés agitation
au vortex, les cultures sont conservées en sugpeasen épendorfs a -20°C.

Au fur et & mesure des besoins, les cultures smurdelées et repiquées dans du lait

eécremeé avant chaque utilisation. (Matbbal.,1994 ; Moulayet al.2006).

6. Caractérisation et identification des souches :

Les souches a caractere Gram positif et catalagatihént été isolé et purifié, la
plupart des souches présentent la méme morphotiogie elles peuvent étre identiques en
présentant les mémes caractéres, l'identificatisindéterminée par I'étude des caractéres

morphologiques, physiologiques, biochimiques etdétermination du profil fermentaire.

6.1 Etude morphologique :
6.1.1 L’étude macroscopique:

Cette étude consiste a observer les cultures ofgesur milieu MRS solide a I'ceil nu
pour caractériser la taille, la forme et la couleles colonies, et aussi la présentation du

trouble en milieu liquide.
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6.1.2 L’étude microscopique:
Cette étude permet d’observer la morphologie cahel le mode d’association et leur
gram par la coloration de Gram au microscope, ssiadiidentifier les souches selon leur

pureté.

6.2 Tests biochimique et physiologique :
6.2.1 Test de catalase :

La catalase est une enzyme respiratoire qui pefmeatégradation du peroxyde
d’hydrogéne.

Catalas

2H,0, — » 2+, 0,

Cette étude consiste a différencier entre laoritéj des bactéries lactique (catalase
négatif) et les entérocoques (catalase positif).

Et c’est en prélevant une colonie bien isolééataler sur une lame avec une goutte
d’eau oxygénée a 10 en milieu liquide on ajoute @imiperoxyde d’hydrogéne a 3% a une
culture jeune (18heures) en tube, un résultat ipasttraduit par un dégagement de bulles
gazeuses et c'est l'activité positive de I'enzynmetatase qui décompose le peroxyde
d’hydrogéne.

Les colonies ne produisant pas de bulles d’air satdlase négatif. (Larpest al.,
1990).

6.2.2 Hydrolyse de l'arginine :

Ce test consiste a identifier les lactobacilles KAB) et (ADH -).

Le milieu utilisé pour ce test est le M16 BCP (miliM16 solide avec un indicateur de
pH qui est le pourpre de bromocrésol).

Des cultures jeunes sont ensemenceées par la métlesdmultipoints, sur du M16
BCP , aprés 24 heures a 48 heures d’incubatiomjlieu va étre acidifiés ,car les bactéries
vont fermenté le lactose et le milieu va prendre gouleur jaune puis les bactéries qui
possedent I ADH vont utilisé I'arginine et réalcedés le milieu par la production de

'ammoniac (NH) ,et c’est pour cela que le milieu redeviendrdeti¢Arg positif ),et si le
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milieu reste jaune donc les bactéries ne possepentl’enzyme (Arg négatif) .(Thomas
,1973).

6.2.3 Croissance a différente température :
Ce test consiste a différencier entre les bactéfatiques mésophiles des
thermophiles.
On a ensemenceé les isolats dans du MRS liquide @p813, puis on les a incubés a
différentes températures a 15°C, 30°C et 45°Qidget 24 heures a 48 heures .
La croissance se manifeste par un trouble biemidgdi milieu et I'apparition du dép6t
au fond du tube.

6.2.4 Test de thermoresistance :

Tous les microorganismes ne réagissent pas de ri@enfégon a la chaleur. On peut
alors dire que leur « thermorésistance » peutpdtieou moins élevee.

Lorsque le milieu n'est pas favorable a I'activités levures et des bactéries (dans un
milieu ou on ajoute beaucoup de sucre, par exempke) thermorésistance des
microorganismes augmente.

Une série de cultures jeunes des souches a subhauffage a 63°C ,au bain marie

pendant 30 minutes puis incubée a 30°C pendane@res.

6.2.5 Croissance en présence d&oket & de NaCl :

Ce test sert a différencier entre les genres digbes lactiques (Samel al., 1994) .

Il consiste a ensemencer les souches a partir ltleresijeunes (18 heures) dans un
milieu MRS liquide additionné de%d de NaCl et un autre &8de NaCl en les incubant a
30°C pendant 24 heures a 48 heures .

La croissance se manifeste par un trouble du umilie

6.2.6 Recherche du type fermentaire :
Ce test permet didentifier le type du métabolisnfeomofermentaire ou
hétérofermentaire), par lequel le substrat carleshéransformé.
Il consiste a verser dans des tubes a essais emmtées cloches de durham le milieu
MRS liquide (pH=6 ,8), et a ensemencer les soupies a les incuber a 30°C pendant 24
heures a 48 heures.
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6.3 ldentification des espéces :
6.3.1 Etude du profil fermentaire :

Apres les tests d’identification du genre, on &a@nné 19 souches, sur les quelles
on a étudié le profil fermentaire des lactobacjlitsc’est en réalisant le test des sucres, il est
utilisé pour discerner les especed detobacillus.

La fermentation de 14 sucres a été testés pousdmahle des isolats .Les sucres
utilisés sont: Mannitol, Saccharose, Levulose, mh@se, Galactose, Xylose, Esculine,
Sorbitol, Arabinose, Maltose, Fructose, Lactoseic@$e et Raffinose.

Apres obtention des cultures jeunes des souchas,diss tubes épendorf stérile, on a
déposé un volume de 2ml de la solution bactériepren a centrifugé a raison de 50Qn
pendant S5minutes, on a jeté le surnageant et éagaldt avec 1ml du tampon phosphate, puis
aprés agitation au vortex on a fait une deuxiénmgriéegation a 3000pm pendant 3minutes,
le surnageant a été jeté ensuite on a ajouté atizuhl de MRS BCP.

L’étape suivante consiste a répartir 100ul deséudifits sucres dans des tubes a
hémolyse contenant déja 1ml de milieu MRS BCP euntant aussi 100ul de chaque isolat.

Les conditions d’anaérobiose sont assurées parr djme couche d’huile de paraffine
stérile a la surface et I'incubation se fait a 3@¥hdant 24 heures a 48 heures.

Un résultat positif s’exprime par le virage de tuleur du milieu, du violet au jaune.
(Klein et al.,1998 et Stileet al.1997).

7. Etude cinétique :

Les milieux utilisés dans cette étude sont le milMRS solide et le lait écrémé,
I'évaluation de l'acidité produite par les souclmses est réalisée par pH métrie et par
titrimétrie.

L’acidité est exprimée en degrés Dornic.

1D°=0,1g/l d’acide lactique.

Acidité=Vyaon x 10

Vnaon =Volume de la soude coulée.
A partir de cultures jeunes de 18 heures, desisnkibactériennes dans 10 ml de lait

écrémé ont été ensemencé souches étudiés, I'imcnlsd fait de 18 heures a 24 heures a

30°C jusqu’a coagulation du lait (le temps de cdatipn a été noté).
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On a pris aléatoirement 3 tubes : un tube conteshadit fortement coagulé, un autre
contenant du lait moyennement coagulé et un decoigienant du lait faiblement coagulé.

De chaque tube,3ml de lait écrémé coagulé a éiéuaaé stérilement dans 100ml de
lait écréemé et été homogeénéise, le mélange a géétitédans des tubes stériles a raison de
10ml par tube. Les mesures de la croissance éaldité ont été réalisées simultanément aux

intervalles de temps réguliers suivants : Oh4Rh6h, 8h, 18h et 24h.

7.1 Mesure de l'acidité par titrimétrie et pH métrie :
L’acidité titrable du lait peut étre exprimée daigeurs maniéres, dans l'industrie
laitiere, on emploie le plus souvent les degrésiadfD).

L’équivalence est en général détectée par le vicige indicateur de pH, substance
dont la couleur change selon le pH du milieu réactel, dans ce cas acide faible +base forte :
le pH a I'équivalence est basique, indicateur lénuiiphtaléine.

10ml de lait écrémé ensemencé a été transvaséida®it bécher, le pH est mesuré a
I'aide du pH meétre puis cing gouttes de phénolginal (a % dans I'éthanol a 95°C) ont été
ajouté et on a titré avec une solution de soud©fNaN/9) ajoutée a la burette jusqu’a ce que
la couleur blanche du lait sous agitation vire @aerpale, cette couleur doit persister au moins

10 secondes puis le volume de la soude verséermigté

7.2 Mesure de la croissance :

On a mesuré la croissance bactérienne par la mtthedlénombrement sur milieu
MRS solide, on a ensemencé chaque solution bautériéans 10 ml de lait écrémé stérile et
aprés incubation (18h ou plus ) et coagulationaarealisé une série de dilution dans 9ml
d’eau physiologique, les souches ont été ensemam@éofondeur puis on a ajouté le milieu
MRS solide en surfusion a 45°C, on a dénombré seiieles boites contenant entre 30 a 300

colonies et ceci apres incubation a 30°C pendamé24Bheures. (Guiraud, 2003).

Les résultats sont exprimés selon la relatiofi(jadt leyral, 2006) :

N

(n;,+01n,)d
Zc . est la somme des colonies comptées sur lessboite
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n; . est le nombre de boites comptées a la dilutigiua faible
n, . est le nombre de boites comptées a la dilutigpiua élevée
D: est la valeur correspondant a la dilution atipate la quelle les premiers

dénombrements ont été retenus.
8. Etude des interactions avec les bactéries patrenges :

8.1 Recherche des inhibitions :

La recherche de souches bactérienne productricgubstances antimicrobienne est
effectuée sur les 19 isolats.

On a utilisé la méthode directe de Flemaigal., (1975),pour mettre en évidence des
interactions bactériennes, ce test est réaliséngigu MRS solide tamponnée pour visualiser
I'inhibition de la croissance de la bactérie pathmgy Cette méthode consiste a cultiver les
deux souches dans le méme milieu en double couche.

A partir de cultures jeunes (18 heures) de soutdefgjues ont été ensemencé en
touches (ST) a l'aide de I'inoculateur multipointaasurface du milieu solide, aprés séchage
de ces touches a température ambiante (25°C),oiéssbde pétri ont été mis a I'étuve et
incubé a 30°C pendant 24 heures.

Apres croissance des colonies, on a ensemence sse razec 8ml de MH semi solide
contenant 50ul de culture jeune de bactéries pattesg Staphylococcus aureugt
Escherichia coli respectivement, aprés solidification du miliees boites de pétri ont été
incubé a 30°C pendant 24 heures. (Fleneingl., 1975).

L’inhibition s’observe par la présence d’'un halaichutour des souches ensemencées

en touche, aprés 24heures d’incubation, on a mésung dimensions.

8.2 La nature de la substance antimicrobienne :

La recherche de la nature de I'agent inhibiteutéaréalisé en milieu solide et en
milieu liquide, l'inhibition se traduit par la présce de zones d’'inhibition claires autour des
colonies des souches tests ensemencés en mukipoéhteffet antagonisme peut étre attribué
a n'importe quel facteur antibactérien produit feg bactéries lactiques : acide organique,
bactériophage, ou la synthése d’'une bactériocine.

On a réalisé un certains nombres de tests pouctéaser 'agent responsable des

inhibitions observées.
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8.2.1 Production d’acides organiques :

Le milieu de culture utilisé pour les cultures gaignnes est un milieu MRS
tamponné a pH 7 avec un tampon phosphate, pouwtdéténfluence du pH du milieu sur le
développement des souches testées.

Apres réalisation de la technique de la double lteuon compare les inhibitions

obtenues sur milieu non tamponné (témoin) et tam@on

8.2.2 Recherche de bactériocine :

Le but de ce test est de prouver d’'une maniérezasisgple, mais n'est au moins
précise la nature de la substance antimicrobielat®ge par nos isolats.

Nous avons utilisé des enzymes protéolytiquesryiasine et lbi-chymotrypsine et
I'effet de ces enzymes sur I'activité inhibitricdes souches sélectifs a été réalisé sur milieu
liquide et solide (MRS et MH).

8.2.3 Traitement enzymatique et Thermique :

La solution enzymatique de chaque enzyme (trypgine-chymotrypsine) a été
préparée dans des tampons phosphate stérile (Zmgythe +1 ml de tampon phosphate).

A partir des cultures jeunes de 18 heures des ssuatidiés dans du MRS liquide, été
prélevé dans des tubes épendorfs stériles qu'oengifugé a une vitesse de 8068m
pendant 10 minutes, a partir des surnageants aht@mua récupéré un volume de 500ul
auguel on a additionné 250ul de chaque enzyme sitrgp et a-chymotrypsine)
respectivement.

Concernant le traitement thermique, on a coulé Imhilieu MH solide en surfusion
additionné a 20@ de Staphylococcus aureutans des boites de pétri. Aprés la solidification
du milieu, on a creusé 5 puits a l'aide d’une pgpgasteur stérile et on a exposé le reste du
surnageant a un chauffage de 100°C pendant 30 esinut

Dans les puits, on a versé respectivement 20ul de :

-Surnageant bactérien non traité (témoin +).

-MRS (pH=6,8) liquide (témoin -).

-Surnageant bactérien + trypsine.

-Surnageant bactérierm+chymotrypsine.

-Surnageant bactérien chauffé a 100°C. (De Roissanquet, 1994).

Le tout est incubé a 37°C pendant 24 heures a d&se
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8.2.4 Recherche de phage :
Ce test a été realisé pour éliminer la supposidiane inhibition causée par les phages
bactériens.

Le chloroforme utilisé dans ce test, a pour butuge les bactéries prélevées avec la
gélose.

Cette technique consiste a découper a l'aide dpipette pasteur stérile un fragment
de gélose dans la zone d’inhibition, que I'on agoatlml d’'une solution de tampon phosphate
contenant 30@ de chloroforme, apres agitation et incubationn& température ambiante
pendant 10minutes, on a versé 1 ml des ce mélamge XD ml de gélose MRS molle, le tout
été agité et coulé stérilement dans une boite tte(P& Roissart et Luquet, 1994).

Apres incubation a 30°C pendant 24 heures, on laof@ésence ou I'absence des

phages de lyse qui indique la présence de phage.
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RESULTATS ET DISCUSSION :

1. Examen des échantillons :

Les processus du prélévement sont souvent tréslerespsur place jusqu’a I'analyse
de I'échantillon au laboratoire, ne sont la plust plu temps pas connus, les connaissances
nécessaires des facteurs et de leur impact suralditlon ainsi que sur les parametres ou
indicateurs de qualité a analyser font égalemeiiadlé

Il a été prouvé que le processus d’échantillonnage souvent sous-estimé et
représente, méme la plus grande source d’errenssaatains cas.

Résultats de I'échantillonnage, composition et état I'échantillon, réserves et
dérogations éventuelles par rapport aux prescrpti@t au plan d’échantillonnage,
événements particuliers survenues au cours deafgitlonnage et transport.

L’'importance de I'échantillonnage est de plus amsplkeconnue parmi les spécialistes,
raison pour laquelle on l'a intégré dans 'accratilin et on réfléchi a son application (Roux
et al.,1995).

On a mesuré le pH et étudié I'aspect du lait auitie et coagulé pour déterminer la
qualité hygiénigque et microbiologique dans échlmtilde lait cru, avant l'isolement des
bactéries lactiques.

Les valeurs de pH obtenues sont les suivantes :

6,7 lait cru de chévre (L1), 6,6 lait cru de chefr2).

Les échantillons liquides ont une couleur blandpaque, I'odeur est normale.

Les coagulants obtenus aprés 24 heures d’incubatth °C sont homogenes, ce qui
signifie que c’est une fermentation lactique, cé aprrespond a la définition du lait (FAO,
1998 a).

2. Dénombrement de la microflore lactique :

Le dénombrement des microorganismes viables apitge est la plus utilisée, pour
établir le niveau de contamination globale du |B#tyantage est que I'on compte que les
cellules vivantes et le principale inconvénientlesemps d’incubation.

La principale méthode est le dénombrement en milgalide, le type de
dénombrement repose macroscopiquement, cependanadecries forment des groupements
en suspension ne donneront qu’'une seule colorest pourquoi on n'exprime pas le résultat

en nombre de cellules mais en unité formant col@rf@ par unité de volume.
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Les résultats de dénombrements ont été réalisdesuéchantillons de lait cru de
chevre (L1 et L2) et sont inscrits dans le tabléa@ partir des cultures obtenues lors de
I'isolement et a partir des trois derniéres diln§o

Généralement le milieu MRS acidifiant est utilisipséparer les lactobacilles.

Cette méthode permet I'emploi des milieux sélec{®uiraud, 2003).

Un lait cru de tres bonne qualité doit contenirnambre réduit de microorganismes,
moins de 10germes/ml au moment de la traite. (FAO, 1998 b)rdsultat du dénombrement
de la microflore contenu dans le lait cru de chégtede 2,%10° ufc/ml, ces résultats peuvent
étre comparés aux résultats obtenus par Guetou@ie,) qui a montré que le nombre de la

flore totale contenu dans le lait cru de chévredess,&10° ufc/ml.

Tableau 10 :Le dénombrement de la microflore contenu dansitetu de chévre

Milieu 10° 10° 10°
Dilutions
108 92 34
>300 209 127
MRS pHs 4 81 77 51
121 65 11
67

Les résultats sont exprimé selon la relatiowaste : (joffin et leyral, 2006)

NS
(n,+0,1n,)d
Zc : est la somme des colonies comptées sur lessboite

n;: est le nombre de boites comptées a la dilutigpiua faible
n, . est le nombre des boites comptées a la dilutigptula élevée
D : est la valeur correspondant a la dilution &ipde la quelle les premiers dénombrements

ont été retenus.

65



Résultats et discussion

Pour trois dilutions, la loi est :

. - >

~(n,+01n,+ 0,01 n,)d

On applique :

_108+81+121+92+ 209+ 77+ 65+ 34+127+51+67

N
(3x1) + (4% 01 + (4% 001) x10°®

N =29x10° ufc/ml

3. Isolement, identification et caractérisation dessolats :
L'utilisation du milieu MRS solide (pH =5,4), nowspermis d'isoler les especes de
Lactobacillus I'isolement a été effectué en profondeur aprésibation a 30°C pendant 48

heures, les résultats ont été caractérisé micragoement et macroscopiquement.

3.1 Caractérisation macroscopique :

Apres purification des clones isolées et apresséemencement en profondeur sur
milieu solide, on a deux types de colonies : ledéice et ronde de taille variable de 1 mm
jusqu'a 2mm de diameétre, de couleur blanchatrenal’'surface lisse et d’'un pourtour
circulaire régulier. (Figure 4).

Sur milieu liquide, la croissance des bactériesaggip au fond du tube sous forme de
trouble opaque et une zone claire a la surfaceetievient de plus en plus claire au fur et a

mesure qu’on purifie les souches. (Figure 5).
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Aal

Ab3

Cb1

Figure 4 : Aspects des colonies de bactéries lactiques éacgusur milieu MRS solide.

Aal: Lb. intestinalis
Ab3 : Lb. Casei
Cb1: Lb. johnsonii

Figure 5: Aspects des cultures pures des lactobacilles eauMRS liquide
(De gauche a droi: Témoin— Ab7- Bb4- Cbl- Aa3- Ab9 et Bb5)

A: Zone claire (pas de croissance)

B: Trouble (présence de croissance)

Ab7 : Lb.casei Cbl:

Bb4 : Lb.intestinalis Aa3 :
Ab9 :
Bb5 :
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3.2 Caractérisation microscopique :

Aprés purification des clones isolés, I'observatinitroscopique a été effectué aprés
la réalisation de la coloration de Gram et au gssssnentX 100).

Leurs aspects microscopiques ont été notés sumldedu 11. Parmi les souches
isolées, on a retenu 19 souches a Gram+ et catalasee forme batonnet et de différentes

modes d’association, souvent isolées et en diplgu(e 6).

Tableau 11 :Les différentes formes et modes d’associationssdashes isolées observés au

microscope (G x 100).

Référence de laGram| Forme des cellules Mode d’association T°C
souche

Aal + Batonnets courts Isolés et en chaines 30°C
Aal’ + Batonnets En diplo 30°C
Aa2 + Batonnets courts Isolés et en diplo 30°Q
Aa3 + Batonnets courts Isolés et en chaines 30°C
Ab2 + Batonnets fins et longs Isolés 30°C
Ab3 + Batonnets courts et longs Isolés et en @adiss| 30°C
Ab5 + Batonnets courts Isolés et en diplo 30°C
Ab6 + Batonnets courts Isolés 30°C
Ab7 + Batonnets Isolés et en diplo 30°C
Ab8 + Batonnets courts et longs en diplo 30°C
Ab9 + Batonnets courts Isolés et en chaines 30°C
Bbl + Batonnets Isolés et en diplo 30°C
Bb2 + Batonnets Isolés et en diplo 30°C
Bb3 + Batonnets en diplo 30°C
Bb4 + Batonnets tres courts Isolés et en diplo 30°C
Bb5 + Batonnets en diplo 30°C
Cbh1l + Batonnets Isolés et en diplo 30°C
Cb1 + Batonnets courts En chaine et endiplo  30°C
Cb2 + Batonnets courts Isolés et en diplo 30°C
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(A)

(B)

(©)

Figure 6 : Observation microscopique des souches de bactacigues
(au grossissement x100).

A : représente la souche Ab3
B : représente la souche Ab7
C : représente la souche Bb4
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3.3 Caractérisation physiologique et biochimique :

L'objectif de cette partie est d'identifier les sbes isolées et purifiées.
L’étude d’identification a été effectuée en réalisdes tests physiologiques et biochimiques
et en comparant les résultats avec les tableagxrerdfels. (Collinset al., 1987 ; Kandler et
Weiss,1986).

Les résultats des tests des 19 souches sont reotgdedTableau 12.

3.3.1 Type fermentaire, température de croissance BaCl :

L'étude du type fermentaire (figure) révele gquaités les souches isolées sont
homofermentaires, les souches homofermentairest pradluire 906 d’acides lactiques et
seulement % de CQ, les souches hétérofermentaires quand a elles pvoduire de I'acide
lactique et du C@a proportions égales, et cela se manifeste pppdidion de gaz (C§
dans la cloche de durham. (Catral, 2002), et elles croissent a la température 3Q2C,
souches se développent a 15°C et 11 souchesissrihermophiles, les restantes sont des
meésophiles.

Toutes les souches ont donné simultanément desdtatds positifs aux tests de
thermorésistance sauf une seule souche (Aa3) sadssté au test, 'augmentation de la
thermorésistance se produit lorsque le milieu degsel vivent les microorganismes devient
défavorable par rapport au milieu aqueux initial.

A l'opposé, la présence d’antiseptiques (commd&@ol contenu dans le vin) permet
de réduire la thermorésistance des microorganismes.

Flore thermorésistante. Un certain nombre de hast&ont capables de résister aux
traitements thermiques usuels utilisés dans ledlagsainir ou de conserver le lait. Elles sont
dites thermorésistantes. Leur développement ulkégeut altérer les produits et, parfois, étre
dangereux pour la santé.

Les souches Aal, Ab6,Ba9, Bbl, Bb5, Cbl et Cb2, spies a se développer a 15°C
et 45°C, propriétés trouvees chexctobacillus intestinalidb delbruechii subsp delbruechii
Lb johnsonii et Lb acidophiluges souches Aa2, Aa3, Ab2, Ab3, Ab5, Ab7 qui peuass
15°C et pas a 45°C caractere rencontré ttierhamnosus , Lb Plantarum , Lb Caseges
résultats été confirmés aprés I'étude du profintentaire.

Toutes les souches ont montré une croissance s& 3R%o et 8% de NaCl.

3.3.2 Hydrolyse de l'arginine :

Ce caractére est trés important (Figure7), les smicdes lactobacilles sont

différenciées par le test d’ADH. De son étude,résiltats obtenus sont négatif pour toutes
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les souches sauf les deux souches (Ab6 et CblY) am+ qui représentent des
lactobacilles homofermentaires et thermophiles chuge | et appartient aub.delbrueckii
subspdelbrueckii

L’incapacité a hydrolyser I'arginine de certainettdbacille est un résultat normale du
a leur appartenance au groupe Il des lactobaclilesnilieu donne une couleur jaune lors de
I'absence d’enzyme (ADH-) tandis que la présencketieyme (ADH+), le milieu ne change

pas de couleur. (Bourgeois et Larpent, 1996).
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Aal" | Aa3 | Ab3

Ab7 | Ab8 | Ba9

Bbl Bb2 | Ab6

B
—
Chl’ Cb2’
Cb1 Bb5

Figure 7 : L'aspect des colonies de lactobacilles sur milieL6NBCP

A : présence de couleur jaune signifie les souchiesegpossedent pas une ADH

B : Absence de couleur jaune signifie les souchepa@gseédent une ADH.
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3.3.3 Test du profil fermentaire :

Les résultats obtenus du test du profil fermentsarg regroupés dans le Tableau 13
Le profil fermentaire a permis d’identifier les béges lactiques, le résultat final du test est
aprés 48heures. La détermination des genres eispeses bactérienne, réside essentiellement
dans leur capacité a fermenter les sucres en dadigue et autres acides organiques.
Les résultats du profil fermentaire (Figure 8 Jydetorze sucres ont montré que le glucose, le
saccharose, le lactose et le fructose sont ferrmguaetous les lactobacilles et ont confirmé
I'identité des souches établit par Catral, (2002) et Kandler et Weiss, (1986) en se basant
sur des données bibliographique.

L'utilisation de ce caractere permet de conclurepié identification et de mieux
identifier les isolats au niveau de l'espece (Tabld5) .La comparaison des caracteres
morphologiques, physiologiques et biochimiques Iewpie certains isolats possedent des
caractéres trés proches, ce qui a permis de Issecldans la méme espece.

La capacité de fermenter le mannitol dissocie lastobacilles en 2 groupes
Le groupe mannitol positif renferme I'espéde plantarum , Lb intectinalis, Lb caset le
groupe mannitol négatif comprerd delbrueckii subsp delbrueckii, Lb acidophilugy L
johnsonii

Les souches qui fermentent le mannitol, le ribbaeabinose sont identifiées comme
Lb Plantarum La souche Aa3 est homofermentaire mésophilehgidnolyse pas 'arginine et
possede un profil fermentaire qui correspond ai dgilLb plantarumd’apres les résultats de
Guetouache (2007).

Les souches Aal’ et Aa2 croissent & 15°C et pas°@,4’hydrolyse pas l'arginine
mais elle hydrolyse I'esculine (Collinst al.1989) et fermentent le rhamnose, elles sont
identiques d.b rhamnosus

Les souches Aal et ba9 sont aptes a se dévelopdEs°C et 45°C, fermentent le
raffinose et pas le sorbitol, propriétés trouvdeszt b intestinaliset Lb acidophilusd’aprés
les résultats de Guetouache (2007).

Les souches Ab6 et Cbl’ sont des thermophilesroiygkent I'arginine et ne
fermentent pas le galactose, elles sont identiguds delbrueckii subsp delbrueckliapres
les résultats de Caet al,(2002).

La souche Cbl est thermophile mais n’hydrolyseljgaginine et ne fermente ni le
mannitol ni le sorbitol mais fermente le raffinos, posséde un profil fermentaire qui

correspond a celui deb.johnsonii.(Kandler etWeiss,1986).
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Les souches Ab7 et Ab8 sont des mésophiles, feanem¢ mannitol, Galactose,
Sorbitol et I'esculine propriétés trouvés cHdzparacasei subsp. Paracasei Lb.casei,
comme les résultats trouvés de Mami, (2007).

8 espéces appartenantactobacillusont été isolé et se répartissent comme suit :
Lactobacillus intestinalis 4 souches (Aal, Bb3, Bb4 et Bb5).

Lactobacillus rhamnosus2 souches (Aal’et Aa2).

Lactobacillus plantarum 1 souche (Aa3).

Lactobacillus casei 4 souches (Ab2, Ab3, Ab5 et Ab7).

Lactobacillus delbrueckii subsp delbrueckd souches (Ab6 et Cb1l’).
Lactobacillus paracasei subsp paracasgisouche (Ab8).

Lactobacillus acidophilus 3 souches (ba9, Bbl et Bb2).

Lactobacillus johnsonii 2 souches (Cbl et Cb2).

La Figure 8 distingue les profils fermentaires slesches de lactobacilles Ab8 et Aa3.
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Tableau 13: Résultat du test des sucres pour I'indentificaties éspéces.

Les sucres Aal | Aal’ Aa2 Aa3 Ab2 Ab3 Ab5 Ab6 Ab7 Ab8 Ab9 Bbl Bb | Bb3 Bb4 Bb5 Cbh1 Cbl'| Cb2
w
Mannitol + + + + + + + - + + - - - + + + - - -
Saccharose + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Levulose + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Rhamnose - + + - - - - - - - - - - - - - - - N
Galactose + + + + + + + - + + + + + + + + + - +
Xylose - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Esculine - + + + + + + - + + + + + - - - + - +
Sorbitol - + + + + + + + + - - - - - - - - -
Arabinose - + + + - - - - - + - - - - - - - - -
Maltose + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Fructose + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Lactose + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Glucose + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Raffinose + + + - + + + + + + + + + + + + - +
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R sciche Als
lacko becille
A9 /03 / teod

' So-u.eAt Aaz
(octobacille

A9 [oF/ 2eeq

Figure 8 : Résultats du test des sucres : T: témoin, Sinnia, S2 : Saccharose, S3 : Levulose ,
S4 :Rhamnose ,S5:Galactose, S6:Xylose, S7: Esc@Bi&orbitol, S9: Arabinose,S10:Maltose,
S11:Fructose,S12:Lactose,S13: Glucose et S14:riRa#i

A : Le profil fermentaire des sucres de la souche Alb8Raracasei subsp Paracasei)
B : Le profil fermentaire des sucres de la souche AdF(antarum)
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Tableau 14 : Résultats d’identification des genres et éspépedsacomparaison avec des
tableaux référentiels (BjorKroth et Holzapfel, B0Hammes et Hertel ,2006).

Souches L’identification du genre et éspéces
Aal Lactobacillus intestinalis

Aal’ Lactobacillus rhamnosus

Aa2 Lactobacillus rhamnosus

Aa3 Lactobacillus plantarum

Ab2 Lactobacillus casei

Ab3 Lactobacillus casei

Ab5 Lactobacillus casei

Ab6 Lactobacillus delbruecksubspdelbrueckii
Ab7 Lactobacillus casei

Ab8 Lactobacillus paracasesubspparacasei
Ab9 Lactobacillus acidophilus

Bbl Lactobacillus acidophilus

Bb2 Lactobacillus acidophilus

Bb3 Lactobacillus intestinalis

Bb4 Lactobacillus intestinalis

Bb5 Lactobacillus intestinalis

Cb1 Lactobacillus johnsonii

Cbr Lactobacillus delbruecksubspdelbrueckii
Cb2 Lactobacillus johnsonii
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4. Etude technologique :
4.1 Cinétique d’acidification et mesure de croissare :
4.1.1 Cinétique d’acidification sur milieu pure (lat) :

La production de l'acide lactique a été suiviefenction du temps en utilisant les
cultures pures de souches sélectionnées. Cettat@etcidifiante est souvent utilisée dans le
choix des souches pour I'industrie laitiere (Desesaml ,1996).

La croissance des bactéries lactiques se traduiagaoduction d’acides lactiques, ce
métabolite a une grande importance puisque d’ung iparovoque la coagulation du lait en
raison de la chute du pH et d’autre part il a uavoir d’inhibition.

L'évaluation de l'activité produite par les souchest réalisée par titrimétrie en
mesurant la quantité d’'acide lactique (I'acidité é@sprimé en degré dornic °D) et par pH-
metre en mesurant le pH en fonction du temps.

Les résultats sont présentés sous forme de grdpigse 9) et les valeurs du pH
ainsi que la quantité d’acide lactique produitetgwasentés dans le Tableau 15.

La décroissance du pH du lait est du a la prodoctiacide lactique a partir de la
fermentation du lactosdflomson et al1994).

Selon le pouvoir acidifiant des souches, sont tépan trois groupes :

Groupe 1 : souches faiblement acidifiantes : As), Bb1, Bb2, Ab6 et Cb1'.

Groupe 2 : souches moyennement acidifiantes : Ab3, Ab5, Ab7, Aal, Bb3, Bb4 et Bb5.
Groupe 3 : souches fortement acidifiante : Cbl, Ch&3, Aal’et Aa2.

Le choix des souches aléatoirement (une souchehague groupe) été étudié pour
leur aptitude technologique. Du premier groupe aormpris la souche Ab8 (faiblement
acidifiante), du deuxieme groupe on a pris la beudb2 (moyennement acidifiante) et du
troisieme groupe on a pris la souche Cb1 (forteraemnlifiante).

Au temps 0 heure le pH initial du lait écrémé estB a 6,25 pour les souches testées,
ce pH diminue en fonction du temps pour arriver&j@squ’a 5,1. Pour l'acidité nous avons
noté qu'au 0 heure, la quantité d’acide lactiquesunée est de 11 a 19 °D pour les souches
testées.

L’acidité augmente en fonction du temps d’une fagarnable, pour arriver apres 24
heures jusqu'a 62 °D chez la souche fortement fanidie (Cbl) et jusqu'a 35 °D chez la
souche faiblement acidifiante Ab8.

Nos observations ont porté également sur le teng<sahgulation, les souches

fortement acidifiantes ont coagulé le lait ava® Heures, les souches moyennement
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acidifiantes ont coagulé le lait aprés 18 heurete®tsouches faiblement acidifiantes ont
coagulé le lait aprés 24h d’incubation. La productid’acide lactigue est suivie par
I'abaissement du pH (Bourgeasal .,1996).

Les résultats obtenus sont exprimeés par des cogibesiémontrent les figures (9et
10) et les calculs des paramétres des cinétiquesoiisance et d’acidification sont résumés
dans les Tableaux (15, 16 et 17).

En milieu lait, 'acidité produite pdactobacillus johnsoni{Cb1) est de 25°D aprés 2
heures, 31°D aprés 4 heures, 39°D aprés 6heuresltdee, la production a augmenté pour
atteindre 62°D aprés 24 heures de culture, paredatpH a diminué aprés chaque 2 heures
d’incubation, il est de 5,7 aprés 2 heures, 5,8agheures, 4,8 aprés 6heures et 3,8 aprés 24
heures.

Alors que pourlactobacillus case(Ab2), produit une quantité d’acide lactique de
17°D aprés 2 heures, 21°D aprés 4 heures, 27°3s d&pigeures et 42°D aprés 24 heures
d’incubation, le pH est de 5,98 aprés 2heures, &pr8s 4 heures, 5,52 aprés 6 heures et 4,9
aprés 24 heures. Et pdactobacillus paracasei subsp paracagéib8), I'acidité produite est
de 14°D aprés 2 heures, 18°D aprés 4 heures, 23%3 6 heures et 35°D aprés 24 heures de
culture, et le pH est de 6,01aprés 2 heures, & apheures, 5,76 aprés 6 heures et 5,1 aprés
24 heures.Lactobacillus paracasei subsp paracaséiudié par Mami, (2007) a produit une
quantité d’acide lactique de 43,5°D aprés 24 heetds pH est de 5,8 aprés 9 heures et 4,7
aprés 24 heures d’incubation, ces résultats sonbchps de nos souches.
Le suivi du pH montre une diminution progressiveiptutes les souches isolées, la souche
la plus performante est la souche Cb1 avec un pB,&let une quantité d’acide lactiqgue de
62°D apres 24 heures d’incubation.

- Interprétation des graphes :

Les trois souches testées présentent des courbeisé®ue d’acidification dans la
figure 9 et 10. Au cours des deux premiéeres heargzine différence n’'a été remarquée mais
aprés 3 heures les trois souches (Cbl, Ab2 et A@8) continuent de produire
approximativement la méme augmentation de l'acalgidque en fonction du temps qui
produisent une quantité d’acide lactique varianitlé 62°D et les valeurs du pH diminuent
en fonction du temps variant de 6,25 a 3,8. L'déifinale produite par les souches Cbl, Ab2
et Ab8 varie respectivement de 62, 42 et 35°D apddseures d’incubation. Le facteur le plus
utilisé dans la variation de la cinétique d’acichfiion, est I'aptitude des souches a possédé
une activité protéolytique, qui est codé par unémett extra chromosomique qui est le
plasmide (Juillard et Richard ,1994).
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Résultats et discussion

4.1.2 Cinétique de croissance :

Pour mesurer la croissance bactérienne en paral@e la cinétique d’acidification,
on utilise la méthode de numération sur milieuxdes, aprés le dénombrement les résultats
obtenus ont été notés dans le Tableau 16.

Pour la mesure de la croissance des souches lesti@bl, Ab2 et Ab8) dans un
milieu MRS solide, la croissance bactérienne dmlache Cb1 est de 3,8%1#prés 2 heures et
25.1F aprés 8 heures d’incubation, puis a augmenté atieindre 31.1Dufc/ml aprés 24
heures.

Pour la souche Ab2, la croissance bactérienneeedti18 aprés 2 heures et 19%10
aprés 8 heures et 35%10fc/ml aprés 24 heures d’incubation. Alors quergausouche AbS,
la croissance bactérienne est de 2¥aés 2 heures, 68@prés 8 heures et 23%uFc/ml
aprés 24 heures de culture.

On a réalisé aussi la croissance bactérienneregppar log (Nombres 10°) en
fonction du temps en prenant les résultats du taledog (Nombre10®), résumés dans le
Tableau 17 et Figure 10.

Tableau 16:Résultats du dénombrement chez les 3 souches.

Temps (h)
Oh 2h 4h 6h 8h 18h 24h
Les souchesCbl 2,7 3,8 5,6 9,2 25 29 31
Nbrex10?
ufc/ml
Ab2 34 4.5 7 13 19 31 35
Ab8 2,1 2,7 3,5 4.3 6 18 23
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Tableau 17 :Résultats du calcul du log (Nbrex®L0

Temps (h)
Oh 2h 4h 6h 8h 18h 24h
Cb1l 8,4 8,5 8,7 8,9 9,3 9,4 9,5
Les souchesAb2 8,5 8,6 8,8 9,1 9,2 9,5 9,5
log(Nbrex1(f)
Ab8 8,3 8,4 8,5 8,6 8,7 9,2 9,3
ufc/ml
Graphe : representation graphique de la croissance
9.6 - exprimé par log ( Nbre x 108) en fonction du temps
9,4 I //
— 92 //
E
e 9
288"
o
o 8,6
§ 8,4 - —o—Cbl
— 8,2 - Ab2
g 5. Ab8
7,8
7,6
1 2 3 4 5 6 7
Temps (h)

Figure 10 : Représentation graphique de la croissance éxgranéog (Nbre.18) en fonction

du temps.
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-Interprétation du graphe :

Aprés étude du graphe, on a remarqué qu’au cosrsl@lex premiéres heures, aucune
différence n’'a été remarqué mais aprés 2 heures,dé&ix souches (Cbl et Ab2) se
développent rapidement par rapport a la souche Ab8ontinuent a se développer
approximativement la méme augmentation en fonaiotemps, leurs croissances varient de
8,4 a 9,5 ufc/ml. Alors que la souche Ab8 se déymdo faiblement jusqu’a 8 heures
d’incubation mais aprés 8 heures sa croissanceentgrjusqu’a 9,2 ufc/ml apres 18 heures et
cette croissance continue pour atteindre 9,3 ufcamiés 24 heures d’incubation. Le
développement rapidement des souches Cb1l et Alali@steur appartenance respectivement
aux souches fortement et moyennement acidifiaptscontre la souche Ab8 se développe
faiblement puisque c’est une souche faiblementfzde et nos résultats sont proche a celles

obtenus par Guetouache, (2007).

5. Résultats des interactions entre les bactérieactiques et les bactéries
pathogénes :

Aprés I'étude du pouvoir acidifiant des souchesjshavons étudié d’autres propriétés
technologiques de nos souches qui consiste a nerttrévidence les interactions entre les
bactéries lactiqgues et les bactéries pathogen&saphylococcus aureuBTCC 25923 et
Escherichia coliATCC 25921 », ces derniers sont parmi les gerna¢ésogenes principale
impliqués dans les toxi-infections alimentaires r(B&mouche, 2005 ; Guessas ,2007) et au
cours de la fabrication des produits fermentés eetledir conservation, ses produits sont

toujours exposés a des contaminations par lesriectédésirables.

5.1 La nature de I'agent inhibiteur :

Les bactéries lactiques sont géneralement connusleps production d’acides
organiques dans le milieu, se qui se manifestd’gaparition de zone claires, la présence
d’'une inhibition n’est pas dd uniquement a la paun d’acide organique, les bactéries
lactiques produisent une variété de composés ambhiens, tels que le peroxyde
d’hydrogéne, les phages lysogenes, le diacétyesdiactériocines (Castambal., 2005).

L'intérét de ces bactéries pourra donc étre pris@rsidération pour I'élaboration de
ferments possédant la capacité d’améliorer la gusdinitaire de produits laitiers. (Bredhett
al., 2001 et Brilletet al.,2005).
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Les tests d'interactions entre les bactéries laetigisolées dans |&™partie de notre
travail et les bactéries pathogenes, nous ont gedai conclure que toutes les souches
lactiques présentent des zones claires, leurs thesn&ariant de 0,4 a 1,2 cm (zones
d’inhibitions). (Figures 11 et 12) et le diametrenkibition varie selon les espéces. Pour
s’assurer de la nature exacte de I'agent inhihitdes testes s’avérent nécessaire, ceci nous
permettra de s’assurer et aussi de vérifier snleibitions que nous avons obtenues sont dues
ou non a l'action de substances antimicrobiennes bactériocine.

Trois criteres sont indispensable pour qu'une sufegt antimicrobienne soit définit en
tant que bactériocine (klaenhammer, 1988) :

1. La présence d’une partie biologiguement activeatare protéique

2. Un spectre d’activité limite aux espéces taxonomment proches ou occupant la

méme niche écologique.

3. Un mode d’action bactéricide.

Pour rechercher, si la cause des inhibitions est dwne substance de nature protéique
(bactériocine), on a éliminé deux causes d'inlobsi: l'acidification du milieu et la
production de phage lysogéne.

5.1.1 L’acidification du milieu :

Pour minimiser la production d’acides, qui peuvedite une cause principale
d’inhibition des souches pathogénes et pour mamterpH constant, nous avons utilisé un
milieu tamponné a pH 7, avec un tampon phosphate paclure l'effet de Il'acidité
(Sambrook et al., 1986), qui présente un pouvdinacrobien.

L’évaluation des résultats obtenus avec leemilnormale (non tamponné) et le milieu
tamponné a pH 7, nous ont permis de déterminer midduction d’acides est un facteur actif
des inhibitions observées.

L’inhibition due a la production d’acides lactigue$té mise en évidence par (Budde
et al.,2003).

Selon Ammoret al, 2005 une bonne acidification lactique provoquehibition des
germes pathogeénes et plus particulierement lesespEStaphylococcus aureus

Les résultats obtenus ont montré que les souchdstiices observées en milieu non
tamponné étaient plus importantes que celles oésam milieu tamponné, ces résultats sont

comparables a ceux trouvé par Mami, (2007).
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5.1.2 La production de phage lysogene :

Ce test a été réalisé pour éliminer la supposdiane inhibition causée par les phages
bactériens puisque les phages peuvent étre l'eriglas inhibitions dans la croissance
bactérienne. (Davies et Gasson, 1980).

Le résultat du test des phages s’est révélé ngmaiif'ensemble des souches, aucune
phage de lyse n’est apparue apres incubation, lésniahibitions ne sont pas causées par les

phages bactériens.

5.1.3 La sensibilité de la substance inhibitrice Baction des enzymes et sa résistance a la
température :

Selon Jacket al, 1995 : « les bactériocines sont des moléculeratiere protéique,
synthétisées par la voie ribosomique, sécrétées ldamilieu extracellulaire et douée d’une
activité bactéricide dirigée essentiellement comles espéces taxonomiquement proche de
I'organisme producteur ».

Comme les bactériocines sont de nature protéigeggponses obtenues apres l'action

des enzymes protéolytiques (Trypsinecethymotrypsine) nous permettra d’identifier les

substances antibactériennes comme étant des battés, si I’halo d’inhibition disparait en
présence de l'action d’'une enzyme protéolytiquagdht inhibiteur est de nature protéique
(Calleweart et De Vuyst, 2000, Asliet al, 2005).

Le Tableau 21 illustre les résultats obtenues aprégement de la substance

inhibitrice issu des souches lactiques par des reagyprotéolytiques (Trypsine et -

chymotrypsine) et par la chaleur.
Les résultats montre I'absence de la zone d’inbbibitle la croissance de la souche test

Staphylococcus aure@n présence de la trypsine et-Ehymotrypsine et la perte de l'activité

antimicrobienne aprés le traitement thermique dicaativité antagoniste a 100 °C de ces
souches est due a une substance protéique c'a@st-arte bactériocine, ceci indique la
sensibilité des composeés actifs sécrétés par tmgeduches mises en culture.

Ces résultats concordent avec ceux qui ont étéorssppar Scheveet al., (1993) au
cour de leur recherche sur la nature des ageritstelr de types bactériocines. La sensibilité
d’'une souche dépend du genre, de I'espece et ménia dous-espece, ces variations de
sensibilité sont dues aux caractérisations des hsesugprésence ou absence de sites
récepteurs) et donc au niveaux de lésions occasasnpar le facteur inhibiteur (kalchayanand
et al.,1992).
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5.2 L’action des lactobacilles sur la croissance d&taphylococcus aureust Escherichia
coli sur milieu solide :

Les résultats obtenus dans l'interaction entresimsches lactiques et les bactéries
pathogenes dans le milieu tamponné montrent uniitioim variante d’'une espéce a une
autre, les souches test utilisées dans I'intemaci Gram positiv&taphylococcus aureugt a
Gram négatiEscherichia colcomme souches pathogéenes (Tableau 20).

On a remarqué que le diameétre des zones d’inhilsitthffere selon les espéces, et les
souches Cbl et Cb2a¢tobacillus johnsonji et Ab8 (actobacillus paracasei subsp
paracasel ont donné des inhibitions considérables vis-adasStaphylococcus aureust
Escherichia colices résultats de conforment avec ceux de Hanmhadlhgtefaoui (2007).

Cette inhibition est du a une substance inhibitseehant que I'expérience a été
conduite en milieu tamponné afin d’écarter I'effacidité du a la production d’acide
lactique, les tests supplémentaires réalisés: thst phages, l'effet des enzymes
protéolytiqgues et du traitement thermique confirtae nature de cette substance ainsi
I'inhibition est du a une bactériocine.

Les autres souches ont aussi donné des inhibiisré-vis deStaphylococcus aureus
et Escherichia.colia différents diameétres de zone d’inhibition maigiieur a 0,8 cm a celles
des souches Cb1, Cb2 et Ab8.

D’aprés les travaux de Prioult (2003) et Roussef®4), les souchedsctobacillus
casei(Ab2, Ab3, Ab5 et Ab7) sont connus pour leurs isfleénéfique sur la santé tels que la
stimulation du systeme immunitaire et beaucoup tcésuet malgré cela on néglige pas leurs
effets inhibiteur, seulement il est moins important

On a remarqué que la souche AH&dtobacillus paracasei subsp paracgsei
présenté un diametre de 0,9 cm akzscherichia coliet 1 cm ave&taphylococcus aureus
La souche CbILactobacillus johnsonjia présente un diametre de 0,9 cm awscherichia
coli et 1 cm ave&taphylococcus aureus.

La souche Cbh2L@ctobacillus johnsonji a présenté un diamétre de 0,8 cm avec
Escherichiacoli et 1 cm ave&taphylococcus aureus

Pour les autres souches Aal, Bb3, Bb4, Bb5, Aa?,Aa3, Ab2, Ab3, Ab5, Ab7,
Ab6, Cbl’, Ba9, Bbl et Bb2 ont présenté un diamgtrevarie entre 0,4 et 0,7 cm avec
Escherichiacoli et entre 0,4 et 0,8 cm avBtaphylococcus aureus.

Les résultats se conforment avec ceux réaliséefApanouet al,(2005) et Guessas,
(2007) montrant que les bactéries lactiques posseénte activité antimicrobienne contre des

espéeces taxonomiguement proche de ces bactérscmioes de bactériocines.
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Ryanet al., (1996) a décrit que la production de bactériocetd@acidité étaient toutes
les deux importantes en production fromageéres.

Pour remplacer les conservateurs qui sont compdségroduits chimiques, les
bactéries lactiques productrices de substancekiinbés sont mieux utilisées pour préserver
les aliments, et la réduction des cas des intarigsitalimentaires due aux germes nuisibles
peut se réalisé par I'exploitation des potentialidi@ bactéries lactiques capable de produire

des substances diverses dotées d’'une activitéiardioienne.

Tableau 18: Résultats du traitement thermique et enzymatigeazymatique :

Souches Traitement a-chymotrypsine | Trypsine
thermique
Aal - - -
Aal’ - - -
Aa2 - - -
Aa3 - - -
Ab2 - - -
Ab3 - - -
Ab5 - - -
Ab6 - - -
Ab7 - - -
Ab8 - - -
Ab9 - - -
Bbl - - -
Bb2 - - -
Bb3 - - -
Bb4 - - -
Bb5 - - -
Cbl - - -
Cb1 - - .
Cb2’ - - -
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1
Abb6 Ab7 Aa2
Cb2 Bbl Ba9
2
Ab5 Ab3
Ab8
Ab2 Aa3
3
Cb1l Cbl’ Bb3
Bb4 Bb2 Bb5
4
Aal Aal’

Figure 11: Résultats des interactions des bactéries lactiqwes Staphylococcus aureusTCC
2592". 90
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5
Aa3 Ab2
Ab7 Ab5
Ab3 Abb6
6
Ba9 Ab8
Bbl Bb2 Aa2
7
Bb3 Bb4
Bb5 Cbl’
8
Cb2’ Aal
Cbl Aal’

Figure 12 : Résultats des interactions des bactéries lactiauesEscherichia coliATCC 25921.
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Tableau 19: Résultats des zones d'inhibitions des bactérieiglzes avec les bactéries

pathogénes.

Jem
Souches Escherichia coli Staphylococus aureus
Aal 0,5 0,4
Aal’ 0,6 0,5
Aa2 0,7 0,6
Aa3 0,4 0,5
Ab2 0,4 0,5
Ab3 0,5 0,6
Ab5 0,5 0,7
Ab6 0,4 0,6
Ab7 0,6 0,7
Ab8 0,9 1
Ab9 0,6 0,7
Bbl 0,5 0,8
Bb2 0,4 0,6
Bb3 0,5 0,7
Bb4 0,4 0,6
Bb5 0,5 0,4
Ch1 0,9 1,2
Cbr’ 0,5 0,7
Cb2’ 0,8 1

O : Diametre de la zone d’inhibition en cm
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Graphe : Diametres des zones d'inhibitions ( en cm) des souches de bactéries
lactiques avec Escherichia coli pour chaque souche

1,54

Diametre ( cm)

Aal Aal' Aa2 Aa3 Ab2 Ab3 Ab5 Ab6 Ab7 Ab8 Ab9 Bbl Bb2 Bb3 Bb4 Bb5 Chl Cbl' Ch2’

les souches

Graphe : Diamétres des zones d'inhibitions (en cm) des souches de bactéries lactiques avec
Staphylococcus aureus pour chagque souche

1,57

Diamétre (cm) =

@ Souches

0,51

Aal Aal’ Aa2 Aa3 Ab2 Ab3 Ab5 Ab6 Ab7 Ab8 Ab9 Bbl Bb2 Bb3 Bb4 Bb5 Chl Ch1'Ch2'
les souches

Figure 13 : Diametre des zones d’inhibitions (en cm) des saaickeebactéries lactiques avec

Escherichia coliet Staphylococcus aureus.
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Conclusion

Notre étude sur les bactéries lactigues du gearobacille du lait cru de chévre, a
permis d’isoler, de caractériser et d’identifiengiburs especes de ce genre dont 19 souches,
appartenant aux espéces suivantes :

Lactobacillus intestinalis 4 souches (Aal, Bb3, Bb4 et Bbb5).

Lactobacillus rhamnosu®, souches (Aal’, Aa2).

Lactobacillus plantariuml souche (Aa3).

Lactobacillus caseid souches (Ab2, Ab3, Ab5 et Ab7).

Lactobacillus delbrueckii Subsp delbruecRiisouches (Ab6, Cb1l’).

Lactobacillus paracasei subsp paracasegouche (Ab8).

Lactobacillus acidophilus3 souches (Ba9, Bbl et Bb2).

Lactobacillus johnsonii2 souches (Cb1 et Cb2).

L’identification des espéces nécessite au moires quinzaine de sucres pour qu’'on
puisse donner une systématique des bactériegquastiqui progressent et changent
continuellement (Leisneet al., 2000) et ce travail nous a permis d’étudier leptitades
technologiques tell que le pouvoir acidifiant efpladuction de substances antimicrobiennes
(qui sont de nature protéique).

L’action et la nature de ces substances sont alestéristiques de bactériocines qui
ont un pouvoir inhibant envers deux bactéries pghes Staphylococcus aureust
Escherichia coliqui sont responsable de toxi-infections.

Les lactobacilles possedent des propriétés teobimples remarquables, elles se
développent dans le lait avec une croissance ragudleest due surtout a la présence des
enzymes protéolytique, ces enzymes extracelluaing capable d’hydrolyser les caséines du
lait et fournir les acides aminés essentiels &letmissance.

Toutes les souches de lactobacilles retenus igolésit cru de chévre ont montré une
activité antimicrobienne, leur diameétre variantOgécm a 1,2 cm vis-a-vis d&aphylococcus
aureus etEscherichia colisur milieu solide. On a remarqué que les bactémscproduites
par les lactobacilles appartenant aux espé&tesohnsonii(Cbl et Cb2) et.b paracasei
subspparacasei(Ab8) ont donné des inhibitions importantes vigisa-de Staphylococcus
aureuset Escherichia coli

L’intérét de la recherche sur les bactéries laetsgest de développer une stratégie

permettant de contrbler et de limiter la croissandes germes indésirables.
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L’étude de la production d’acide lactique par rapaa pH a permis de diviser nos souches
en celles a fermentation rapide (Cbl, Cb2’, Aa3l’A# Aa2) et lente (Ab8, Ba9, Bbl, Bb2,
Ab6 et Cbl).

Apres des années de recherches scientifiques,usopaacidifiant commence a étre
utilisé dans la bio conservation des alimerilses bactéries lactiques forment un groupe
hétérogéne composé de coques et de bacilles, dompriricipale caractéristigue est la
production d’acide lactique a partir de la fernagioin des sucres. Leur utilisation est apparue
depuis des millénaires, dans la fabrication desealis comme les fromages, les charcuteries,
les boissons fermentées, le pain au levain, lesesales saumures, les Iégumes fermentés, les
ensilages etc. Elles permettent, de part leur moésmbe, d’augmenter la durée de
conservation d'origine des denrées et leur confeoe® saveur et une texture différente
"(Badiset al.,2005).

Dans le domaine thérapeutique, I'utilisation de lsastéries autant que probiotique est
en progrés surtout dans I'agroalimentaire et quides effets bénéfiques sur la santé, tels que
la stimulation du systeme immunitaire, la réductittncholestérol et la prévention contre les
infections urogénitale (Hekmat al.,2009).

Ces résultats préliminaires ouvrent des perspecipezivent compléter ce travail en
étudiant des performances technologiques de ceshesuproduction d’acétoine, d’acide
lactique) en culture mixte. Et d’autres perspectirgéressantes sur I'étude de la substance
inhibitrice en lisolant, la purifiant et en l'idéfiant avec plus de précision (Biologie
moléculaire, PCR, RADP etc...) afin d’orienter sapleitation dans la bio préservation des

produits alimentaires.
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Annexe

* Milieu MRS (De Man Rogosa et Sharp, 196Bpur I'isolement des

bactéries lactiques :

Extrait de levure
Extrait de viande
Peptone

Acétate de sodium
Citrate de sodium
Glucose
KH2PO4

Mgso4

Mnso4

Agar
Cystéine-HCL
Eau distillée g.s.p
PH =6,8

Autoclavage:120°C pendant 20 minutes.

59
10g
10g
59

29
209
29
0,25¢
0,05g
15¢
0,59
1000ml

« Milieu MRS-BCP (Kihal, 1996) :Utilisé pour I'étude du profil fermentaire,

composition en g/l.

Protéose peptone
Extrait de levure
Tween 80

Citrate de sodium
Acétate de sodium
Sulfate de manganese
Phosphate potassique
Eau distillée

Bromocrésol pourpre

115

10g

59

Iml

29

19
0,05¢g
29

1000 ml
0,05 g/l
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e Milieu MRS tamponé (De Man Rogosa et Sharp, 196@jur le test des

intéractions bactérienne :

Extrait de levure
Extrait de viande
Peptone

Acétate de sodium
Citrate de sodium
Glucose

KH2PO4

Mgso4

Mnso4

NA2HPO4

Agar

Eau distillée g.s.p
PH=7

Autoclave : 120°C pendant 20 minutes.

« Bouillon nutritif :  Pour les cultures jeunes des bactéries pathogénes

Extrait de viande

Extrait de levure

Peptone

Chlorure de sodium

Eau distillé g.s.p

pH=7.4

Autoclavage : 120°C pendant 20 minutes.

116

59

10g
10g

59

29

209
13,6979
0,25g
0,05g
17,8149
159
1000 ml

19

29

59

59
1000ml



Annexe

. Lait écrémé:

Lait écrémé 10g
Extrait de levure 0,59
Eau distillée g.s.p 1000ml
pH=7

Autoclavage : 110 °C pendant 10 mn.

« Eau physiologique :Pour les dilutions :

Chlorure de sodium 8,50
Peptone 0,59
Eau distillée g.s.p 1000ml
pH=7

Autoclavage : 120°C pendant 20 minutes

« Milieu Muller Hinton (Muller et Hinton, 1941) Pour les tests des intéractions

et des phages

Infusion de viande de boeuf 300ml
Peptone de caséine 17,59
Amidon de mais 1,59
Agar-agar 179
pH=7.4

Autoclavage : 120°C pendant 20 minutes.
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« Milieu M16 BCP (Thomaset al.,1973) :Pour le test de 'ADH

Extrait de levure

Extrait de viande
Lactose

Biopolytone

Peptone papainique de soja
Acide ascorbique
Acétate de sodium
L-Arginine

Pourpre de bromocrésol
Agar

Eau distillée gsp

pH 6,5,

Autoclavage 120°C

 Tampon phosphate :

KH2PO:
NaHPOs
Eau distillé g.s.p

2,59
59
29
59
59
0,59
1,89
49
0,05
10g
1000ml

13,697g
17,814g
1000ml
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