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Introduction

Le secteur de I'industrie agroalimentaire utilise pour élaborer les aliments fermentés, un
certain nombre d’ auxiliaires technologiques, parmi lesgquels les bactéries lactiques.

Les bactéries lactiques constituent un groupe hétérogéne qui rassemble des bactéries
capables de produire de I'acide lactique par un métabolisme fermentaire. Ce groupe de
bactéries occupent des niches écologiques extrémement variées et peuvent synthétiser une
large gamme de composés, tels que les acides organiques, les peptides, les composés
antimicrobiens et aromatiques et les exopolysaccharides. Ces métabolites peuvent contribuer
aux caractéristiques organol eptiques, technologiques et nutritionnelles des aliments fermentés
(Rigaux, 2008 ; Mozzi et al., 2010).

Les bactéries lactiques sont parmi les plus importants groupes de micro-organismes
utilisés dans les fermentations aimentaires. (Hikmate et al., 2012).

L’intérét des bactéries lactiques dans les aiments fermentés réside principalement dans
certaines propriétés technologiques, a savoir, le pouvoir acidifiant qui a une influence
importante sur la formation de coagulant et la gdlification, ainsi que le pouvoir aromatisant, le
pouvoir texturant, I’ activité protéolytique et lipolytique qui ont un réle bien déterminé sur la
gualité organoleptique de |I” aliment fermenté (Randazzo et al., 2009).

Nous disposons d'un potentiel énorme en matiere de bactéries lactiques locals, mais leurs
potentiels technologiques sont jusqu’ a présent méconnus. De plus, en Algérie peu de données
relatives aux potentiels technologiques des ferments subsistent. Ainsi, nous nous sommes
intéresses a prendre en charge ce volet scientifiqgue afin de contribuer a |'apport de
renseignement pratigque a ce sujet.

Dans ce contexte, I’objectif principal de notre éude est d'éudier certaines activités
technol ogiques de quel ques souches lactiques locales.

Pour bien aborder le théme, notre manuscrit est structuré en trois parties. La premiére
partie sera consacrée a une synthese bibliographique, qui portera sur les connaissances
actuelles des bactéries lactiques. La seconde partie présente le matériel et les méthodes mis
en ceuvre dans le cadre de la réalisation de ce travail, ou seront détaillés les procédés
d’ évaluation des aptitudes technologiques des souches lactiques locales. Les résultats obtenus
au cours de cette étude seront ensuite exposes et discutés dans la troisieme partie. Finalement,

une conclusion générale permettra de récapituler les principaux résultats obtenus.
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) Généralités sur lesbactérieslactiques
|.1) Définition et caractéristiques généraux des bactérieslactiques

Les bactéries lactiques ont été définies par Orla-Jensen dans I'année 1919, elles
rassemblent plusieurs genres caractérises par leur aptitude a produire de I’ acide lactique suite
a la fermentation des glucides (sucre). Ce sont des cocci ou bétonnets Gram positif,
généralement immobile et asporulés. (Axelsson, 2004).

Ce sont des bactéries anaérobies mais aérotolérantes. Elles ont des exigences
nutritionnelles complexes : les acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels, les acides

gras et les glucides fermentescibles (Dellaglio et al., 1994 ; Hogg, 2005).

Les bactéries lactiques utilisées dans les fermentations laitieres peuvent étre divisées en
deux groupes sur la base de leur croissance optimale (Bissonnette et al., 2000). Les bactéries
meésophiles avec une température optimum de croissance entre 20°C et 30°C et les
thermophiles a partir de 50°C. Alors que la majorité de souches se développent a pH 4,0-4,5
(Jozala et al., 2005). A ces pH, beaucoup de bactéries communes ont leur croissance inhibée.
Ces propriétés sont utilisées en agroalimentaire pour transformer la matiere et empécher le
développement de la plupart des bactéries d’ altération ou pathogenes. Il apparait donc que les
produits fermentés puissent étre considérés comme «a faible risque» vis-avis des
pathogenes courants. Cependant, il n’est pas exclu que des souches particulieres d’ une espece
de bactérie indésirable puissent se développer. D’autres microorganismes sont également
connus pour se développer a pH acide, comme de nombreuses levures et moisissures (Neilsen
et al., 2008).

Les bactéries lactiques sont dites :
s Homofermentaires : I’ acide lactique est |e seul produit de lafermentation du glucose ;

% Hétérofermentaires : la fermentation du glucose aboutit a la formation d’ acide lactique et

d’ autres composés : éthanol, CO, et autres acides organiques. (Carr et al., 2002).

Les bactéries lactiques sont présentes a I'état libre dans |’ environnement ou vivent en
association avec un hote, tel que I’Homme ou |’ animal, dans un écosysteme bactérien comme

le tractus gastro-intestinal ou génital des mammiferes. (Klein et al., 1998).
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Elles sont ubiquistes et on les trouve dans différentes niches écologiques comme le lait et
les produits laitiers, les végétaux, la viande, le poisson, les muqueuses humaines et animales
et dans le tractus digestif Douault et Corthier, (2000) et ont été également retrouvées dans le
sol, lesengrais, et les eaux d égout (Holzapfel et al., 1995 ; Givry, 2006).

Selon Dasmazeaud, (1992), les especes du genre Sreptococcus ; Lactococcus et
Leuconostoc se rencontrent plutét chez les hommes ainsi que chez les animaux. Dans le
domaine laitier. Elles existent en quantité considérable. Les espéeces du genre Lactobacillus
sont encore plus répandues dans la nature ; par exemple : on les trouve chez les végétaux ; on
les trouve aussi dans I’intestin des animaux et de |I"’homme. Elles sont également isolées des

cavités naturelles d’ organismes (Cavités buccal et cavités vaginales).
|.2) Classification des principaux genres de bactéries lactiques

|.2.1) Le genre Lactobacillus

Lactobacillus est le genre principa de la famille des Lactobacillaceae, il contient de
nombreuses especes qui sont des agents de fermentation lactique intervenant dans de
nombreuses industries ou elles sont rencontrées comme contaminants. Il s agit de bacilles
longs et fins (parfois incurvés) souvent groupés en chaines, immobiles, asporulés, cataase
négative, se développent & un optimum de température situé entre 30 et 40°C. Les
Lactobacilles ont des exigences nutritionnelles trés complexe en acide aminé, en vitamines, en
acide gras, en nucléotides, en glucides et en minéraux (Khalid et Marth, 1990 ; Leclerc et al.,
1994).
|.2.2) L e genre Lactococcus

Le genre Lactoccoccus est formeé de bactéries a Gram positif dont les cellules, en forme de
coques, sont associées par paires ou en chainettes de longueur variable. Elles sont dépourvues
de catalase et ne sont pas capables d'utiliser |I’oxygene mais se multiplient en sa présence
(anaérobies agrotol érantes). Ces bactéries sont thermosensibles et ne peuvent pas croitre en
présence de 6,5% de NaCl ou a pH 9,6. Leur température optimale de croissance s éend de
25 & 35°C, respectivement pour les souches de Lc. cremoris et Lc. lactis. Les Lactococcus
sont capables de croitre a 10°C mais pas a une température supérieure a 40°C. (Dédllaglio et
al., 1994).

Le genre Lactococcus représente les Streptocoques dits « lactiques », car ils sont associés

a de nombreuses fermentations alimentaires et ne possedent aucun caractere pathogene. Les
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produits végétaux constituent leur réservoir principal, maisils sont largement présents dans le
lait et les produits laitiers. (Pilet et al., 2005).
[.2.3) Le genre Leuconostoc

lIs rassemblent les coques lenticulaires en paires ou en chainettes mésophiles, qui
possedent un caractere hétérofermentaire marqué, avec production d’ acide lactique (isomére
D), de CO;, et d éthanol. Les caractéristiques telles que I’ hydrolyse de I’ esculine, la formation
de dextrane, les conditions de croissances, |a capacité a croitre adifférents pH et température,
I’'assimilation de citrate et/ou maate permettent la différenciation entre les genres
Leuconostoc et Weissella. (Pilet et al., 1998 ; Ho et al., 2007).

Le développement des Leuconostoc entraine souvent |’ apparition d’ une viscosité dans le
milieu gréce a la production des expolysaccharides. Les Leuconostoc principalement Ln.
mesenteroides ssp. cremoris et Ln. Lactis sont utilisés en association avec les Lactocoques
dans I'industrie laitiére pour produire en plus de I’acide lactique et le CO,, des substances
aromatiques telles que le diacétyle et |’ acétoine a partir des citrates du lait. (Hassan et Frank,
2001 ; Guirand, 2003 ; Ogier et al., 2008).
|.2.4) L e genre Streptococcus

La seule espece de streptocoque qui soit utiliste en technologie alimentaire est
Streptococcus thermophilus. (Stiles et Holzapfel, 1997).

Sreptococcus thermophilus se différencie par son habitat (lait et produits laitiers) et son
caractéere non pathogéne. La résistance a la température, la capacité de croitre a 52°C €t le
nombre limité des hydrates de carbone permettent de distinguer le S.thermophilus de la
plupart des autres Streptocoques. (Haddie, 1986 ; Pilet et al., 2005).

1.2.5) L e genre Pediococcus

Les Pediococcus sont des cogques homofermentaires dont la particularité est le
regroupement en tétrade. 1ls sont mésophiles, le plus souvent incapable d' utiliser |e lactose, et
leur développement nécessite la présence de divers facteurs de croissance. Certaines especes
se distinguent par leur capacité a se développer a des teneurs en sels trés élevées, comme
Pediococcus halophilus, renommé Tetragenococcus halophilus et Tetragenococcus
muriaticus qui tolére jusgu’ a 18% de NaCl. (Pilet et al., 2005).
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[1) Propriétéstechnologiques des bactéries lactiques

[1.1) Activité acidifiante (production d’acide lactique)

La quantité d acide lactique élaborée varie selon le genre, I'espéce bactérienne et les
conditions de culture. Dans le lait, Lb.helveticus produit 2 a 2,7% d’ acide lactique, alors que
Lb.delbrueckii ssp.bulgaricus et Lb.delbrueckii ssp. Lactis ne produisent au maximum que
1,8%. Chez < .thrmophilus, la quantité d’ acide lactique formé atteint, en général, 0,5 a 0,6%.
(Dellaglio et al., 1984).

La plupart des micro-organismes du lait sont capables de fermenter le lactose en
produisant une acidification qui entraine la coagulation de la caséine : Lactococcus lactis,

Enterococcus feacalis ; Lactobacillus. (Bourgeois et al., 1991).

Le pouvoir acidifiant des bactéries lactiques permet la coagulation du lait (en facilitant
I’action de la présure) et l'augmentation de la synérese du caillé la participation aux
propriétés rhéologiques du produit fina; I'inhibition de la croissance des bactéries nuisibles.

(Papamanoli et al., 2003).

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des bactéries
lactiques utilisées dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par la production de
I’acide lactique a partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours de la croissance
bactérienne. (MayraMakinen et Bigret, 2004 ; Monnet et al., 2008).

Les conséquences, d ordre physico-chimique et microbiologique (Béal et al., 2008)

peuvent se résumer comme sulit :

» Accumulation d’ acide lactique participant ala saveur des aliments fermentés ;

» Abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices alimentaires ;

> Limitation des risques de développement des flores pathogene et d'atération dans les
produits finaux ;

» Déstabilisation des micelles de caséines, coagulation des laits et participation ala synérese.
Pour un ferment donné, il sagit de permettre une vitesse d acidification éevée et/ou
d atteindre un niveau d’ acidité finale prédéfinie. Le niveau d’ acidité dépend des spécifications
du produit, lesquelles vont conditionner le choix des souches. (Monnet et al., 2008).

[1.2) Activité protéolytique:
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Le développement des lactocoques est limité par la disponibilité en acides aminés libres et
en peptides assimilables donc par I’ aptitude de leurs enzymes protéolytiques (protéases et
peptidases) a dégrader les protéines du lait en molécules assimilables. En outre, ces enzymes
protéol ytiques participent au développement des caractéristiques organol eptiques des produits
fermentés.

L’ activité protéolytique des bactéries lactiques est faible comparativement aux autres
genres bactériens tels que Bacillus et Pseudomonas. Cependant, elles jouent un réle capital :
d’ une part elles stimulent la croissance des bactéries lactiques en leur fournissant les acides
aminés dont elles ont besoin et d’ autre part, elles interviennent dans I’ affinage du fromage,
étape au cours de laquelle se développent les caractéristiques organoleptiques du produit.
(Law et Kolstad, 1983 ; Gobbetti et Fox, 1996).

Le systéme protéolytique des bactéries lactiques est composé de protéases associees a la
paroi cellulaire, qui catalysent I'hydrolyse de protéines en peptides contenant de 7 a 16
résidus amines. (Law et Haandrikman, 1997).

Les bactéries lactiques possedent des protéinases et des peptidases nécessaires a la
dégradation des protéines du lait en peptides et acides aminés, Ceux-ci peuvent alors étre
transformés en acools et en acides. Cette activité protéolytique intervient de ce fait sur le
rendement fromager, la texture et la saveur typique du fromage et par conséguent sur les
caractéristiques du produit final. (Buist et al., 1998).

Les bactéries lactiques démontrent des potentialités différentes, liées a leur équipement
enzymatique, pour |I'utilisation de la fraction azotée. Les lactobacilles présentent
généralement une activité protéolytique plus prononcée que les lactocoques. (Donkor et al.,
2007 ; Monnet et al., 2008 ; Roud; et al., 2009).

[1.3) Activité lipolytique

Les propriétés lipolytiques sont généraement faibles chez les bactéries lactiques, les
lactocoques sont considérés comme plus lipolytiques que Sreptococcus thermophilus et les
lactobacilles. Elles peuvent cependant présenter un intérét pour certaines applications
fromagéres. (Béal et al., 2008).

D’une maniére générale on distingue les estérases qui hydrolysent de fagcon préférentielle
les esters formeés avec les acides gras a chaine courte (C2-C8) et les lipases qui sont actives
sur des substrats émulsifiés contenant des acides gras a chaine longue (>C8), ces enzymes
sont impliguées dans I'hydrolyse de mono, di, et triglycérides. (Béal et al., 2008 ; Serhan et
al., 2009).
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[1.4) Pouvoir aromatisant et pouvoir gazeux

La fermentation lactique ne libére pas uniquement de I’ acide lactique mais un mélange de
composes « secondaires » carbonylés dont I’ acétaldéhyde. L’ acétoine, I acétone et le diacétyle
qui conferent aux produits laitiers leur arome typique.

Chez les bactéries, |'acé&tadéhyde est généralement converti en éthanol par une
déshydrogénase. Cependant, chez certaines bactéries lactiques telles que les bactéries du
yaourt, cette enzyme est absente et |'acétaldéhyde qui joue un réle prépondérant dans
I’ éaboration de I'arome du yaourt. Accolas et al., (1980) ; Branger, (1990) s accumule dans
le produit. Diacétyle représente le compose clef de I’arome du beurre et de creme. (Branger,
1990).

Il est important de signaler que la production de composés aromatiques est fortement
influencées par le type de souche, la température et la durée d'incubation et de stockage du
lait fermenté.

Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composés aromatiques (tels
gue : l'acétolactate, |'acétaldéhyde, le diacétyle, |'acétoine et 2,3-butanediol, I’éthanal,
I’ acétate, le formiate, ...etc.) principalement a partir du lactose, du citrate, des acides aminés
et des matieres grasses. Cette fonctionnalité est particulierement importante lors de
I’ éaboration des laits fermentés, des fromages frais, crémes et beurre, dont I’aréme principal
est lié a cette activité microbienne. (Bourgeois et Larpent, 1996 ; Gerrit et al., 2005 ; Cholet,
2006).

Certaines bactéries | actiques sont capables de produire des composés d'arébmes qui
participent aux qualités organoleptiques des fromages. La plupart des composés d'ardme sont
issus du métabolisme du citrate, |'acétoine et |e diacétyle sont les plus importants. (Georgal aki
et al., 2002).

11.5) Pouvoir texturant

L’ acidification du lait provogue la formation d’ un caillé plus ou moins ferme selon les
bactéries lactiques présentes. Selon les produits, la texture recherchée est ferme (yaourt
ferme) ou onctueuse (yaourt brassé ; kéfir). Pour obtenir une consistance déterminée ;
I’utilisation des souches plus ou moins acidifiantes peut étre couplée a celle des souches
productrices de polysaccharides. (Satura et Federighi, 1998).

La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des exopolysaccharides (EPS) joue un role
important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés. Les Lb. delbrueckii
ssp. bulgaricus et Sreptococcus thermophilus produisant des EPS sont utilisés dans la
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fabrication des yaourts, ceci afin d’améiorer la texture, éviter la synérése et augmenter la
viscosité des produits finis. L’utilisation des EPS produits par les souches Lc. lactis ssp.

cremoris est tres prometteuse pour la structure et la viscosité des produits laitiers fermentés
(Leroy et De Vuyst, 2004 ; Ho et al., 2007).
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) Matériel et méthodes
[.1) Lieu d’étude

Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie (N° 1) bloc 9 de la
faculté des sciences de la nature et de la vie (Université Abderrahmane Mira de Bejaia), sous
ladirection du Dr. FARADJ-HAMMA S.

|.2) Objectif detravail

L’ objectif portera sur |'étude de quelques propriétés technologiques de souches de

bactéries lactiques isolées de |’ ben traditionnel.
[.3) L’ origine des souches tests

Nous avons utilisé 34 souches lactiques (17 de Lb, 4 de P, 4 deLc, 1 de St, 8 deLn) pour
la réalisation de cette étude, qui font partie de la collection de souches du laboratoire de
microbiologie appliquée (laboratoire de microbiologie du lait et des probiotiques) de
I’ université d’ Abderrahmane Mira de Bejaia, elles ont été isolées a partir du I’ ben traditionnel
et identifiés par le Docteur FARADJI puis conservées sur bouillon MRS a4°C. (Voir tableau
I, 'annexe V).

I.4) Milieux de culture, appareils et réactifs
» Lesmilieux de culture ainsi que leur composition sont décrits dans|’ Annexel ;
> Le matériel et appareillages utilisés dans la présente étude sont cités dans I’ Annexe
I ;
» Lesréactifs chimiques et solutions de titrage dans I’ Annexe .

|.5) Revivification et vérification des souches utilisées

La revivification et la pureté des souches lactiques étudiées consiste a réaliser des
repiquages successifs sur 9ml de bouillon MRS jusqu'a I’obtention des colonies bien
distinctes et homogeénes (Figure 01). La véification de la pureté des souches sur milieu

gélosé sefait par laméthode de stries. (Guiraud ,2003).
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Repiquages successifs dans 9ml de bouillon MRS

v

----- > Incubation a 30°C et/ou37°C pendant 18h

Cultures conservées a4°C Ensemencement | en stries sur
gélose MRS et | incubation a

30°C et/ou 37°C 148h

@
v

Vérification de la pureté des souches (Aspect des colonies et des

cellules, mode de regroupement, catal ase)
Figure 01 : Revivification et vérification des souches test.

La pureté des souches est confirmée par des tests morphologiques et physiologiques selon
(Guiraud, 2003). Ces différents tests sont résumeés dans le (tableau 11).

Tableau Il : Tests de vérification de la pureté des souches utilisées.
Test

Aspect des colonies

Aspect des cellules

M ode de regroupement

Gram

catalase

|.6) Préparation del’inoculum standard des souchesde LAB

Afin de pouvoir éudier les propriétés technologiques des bactéries lactiques isolées de
I’ ben traditionnel, une standardisation des inocula est indispensable.

10
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Les inocula des souches de LAB (17 de Lb, 4 de P, 4 de Lc, 1 de St, 8 de Ln) sont
revivifiés par ensemencement en stries sur gélose MRS. Aprées incubation a 30°C, 37°C (selon
latempérature de croissance des souches utilisées) pendant 48 h, six colonies bien isol ées sont
repiquées dans 9 ml du bouillon MRS, puis incubées a 30°C et/ou a 37°C pendant18 h.

Au terme de I'incubation, des dilutions décimales sont réalisées dans de I'eau
physiologique (10 jusqu’ & 10° pour Oh, 2h et 4h), (10 jusqu’ & 10! pour 6h, 24h et 48h), 1
ml de chaque dilution (10 jusqu'a 10°° pour Oh, 2h et 4h), (10 jusqu’a 10™* pour 6h, 24h et
48h) est ensemencé en masse dans une gélose MRS. Un dénombrement est effectué aprés
incubation a 30°C et/ou 37°C pendant 48 h. La (figure 02) récapitule les éapes de la

standardi sation des souches utilisées sur milieu MRS.

Formule de dénombrements : e nombre des cdllules

(nl(O,l) + nz) d
n; - nombre des boites de la premiére dilution
n, . nombre des boites de la deuxiéme dilution

d:lapremieredilution

11
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v
Incubation ensemencement
(30°C, 37°C/24h) par stries
Culture conservée Bouillon MRS Incubation
a4°Cc (30°C, 37°C/48h)

0%% Yo% 0
Prélevement et ensemencement de 6 colonies

des souches de LAB dans 9ml de bouillon MR

1ml de la solution mére Incubation @

<

l Culture de 18h (30°C, 37°C/18h)

1ml

10t 102 10® 10 10° 10° 107 10® 10° 10 10U

[ 9ml de I'eau physiologique ] l
/'

, _ v
Dénombrement des Incubation < S

colonies <
(37°C, 30°C/48h) S

~ Géose MRS

Figure 02 : Standardisation desinocula de LAB.
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|.7) Etude du pouvoir acidifiant des souchesde LAB

L‘un des caractéres technologiques essentiels des bactéries lactiques est leur aptitude a
I“acidification du lait qui dépend de | aptitude a la fermentation du lactose et de larésistance a

|*acide développé dans le lait écrémé stérile.

La mesure de |*activité acidifiante consiste a suivre d une part |I‘évolution du pH des
différentes cultures en fonction du temps et d'autre part a doser simultanément |‘acidité
Dornic (Hadef, 2012).

Le pH produit par les souches isolées est mesuré al*aide d'un pH métre puis titré par le
NaOH 1/9 N en présence d'un indicateur de pH (la phénolphtaléine 1%). Cette acidité est

exprimeée en degré Dornic (D°).

Un degré Dornic correspond a |* acidité apportée par 0,1g d‘ acide lactique dans un litre
delait.

Les cultures fraiches de 18 h des 34 souches de LAB ont été préparées a des taux de 10°
UFC/ml.

Des séries de tubes de 9 ml du milieu MRS et de lait écrémé stérile (UHT) sont
préparées. Chaque tube a été ensemence par 1 ml de la culture fraiche des souches de BL.
Ces séries serviront au suivi de I’ acidification du milieu par mesure du pH ; La mesure a été
prise aprés une attente de deux minutes afin de permettre la stabilisation de I'électrode et de
I’acidité titrable titré jusqu’a I’ apparition d'une couleur rose pale persistante au moins 10
secondes. Ces derniéres sont effectuéesa0 h, 2 h, 4 h, 6h, 24h et 48 h (Larpent, 1997).

L*acidité est déterminée par laformule : Acidité (°D) =V NaOH x 10
V NaOH: Volume de NaOH utilisé pour titrer | acide lactique contenu dans les 10ml de lait.
|.8) Effet dela salinité (NaCl) sur la croissance des LAB

Préparation de Cing flacons de 250 ml a raison de 100 ml du bouillon MRS et dont
chacun est additionné respectivement par (2% ; 4% ; 6% ; 8% ; 10%) du NaCl puis chacun est
gjusté apH 6,5. (Badis et al., 2005).

Les cultures fraiches sont ensemencées dans des tubes du bouillon MRS avec des

concentrations du NaCl précédemment gjusté respectivement a 2%, 4%, 6% ; 8% et 10%. En

13
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paraléle, des témoins de chague souche (MRS sans NaCl) sont préparés dans les mémes

conditions.

Les tubes ensemencés sont incubés a 30°C et/ou 37°C (selon la T° de croissance de la
souche) pendant 24 h, en terme de I’incubation, une observation al’ ceil nu est effectuée afin

d’ estimer I’intensité du trouble de croissance puis comparer aux témoins. (Figur e 03).

Culturefraiche de 18h

(Taux : 10° UFC/m) @
dansle bouillon MRS

R

Témoin  bouillon MRS bouillon MRS bouillon MRS  bouillon MRS  bouillon MRS

(MRSseu) & a a a a
2% NaCl 4% NaCl 6% NaCl 8% NaCl 10% NaCl
N -
N

Incubation a30°C et/ou 37°C (selon laT° de croissance de la souche) pendant 24h

l

Observation al’ eeil nu de présence ou pas de trouble de croissance
Figure 03 : Etude de |’ effet du sel (NaCl) sur la croissance des LAB.

[.9) Etude du pouvoir protéolytique

Afin d évauer I’activité protéolytique des 34 souches lactiques utilisées, 5ul de la
culture fraiche de chague souche ont été déposés en spot sur des géloses MRS préparées a 1%,
2% et 6% de lait écrémé. En termes d'une incubation a 30°C et/ou 37°C (selon la souche

14
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utilisée) pendant 48h, les zones protéol ytiques ont été mesurées (Veuillemard, 1986). (Figure
04).

Culture fraiche de 18h
des souches de BL Milieu MRS + lait @
(Taux : 10° UFC/m) (2% ou 4% ou 6%)

[i/ln:s de bouillon 1 . l
l l | l

— - 7

Dépdt de 5ul de la culture fraiche de chaque souche en spot aprés solidification

delagéose au lait

l
l

Incubation a 30°C et/ou 37°C pendant 48h

|

Mesure des zones protéol ytiques

Figure 04 : Etude du pouvoir protéolytique.
[.10) Etude du pouvoir lipolytique

Pour étudier le pouvair lipolytique des 34 souches de LAB des cultures fraiches de 18h

de ces dernieres ont été préparées;;
Nous avons utilisées pour ce test deux méthodes :

> La premiere méthode consiste a mettre en évidence la lipolyse sur gélose a I’ huile

d olive (annexel). Cette derniere a été coulée et solidifiée. 5ul de la culture fraiche de

15
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chague souche ont été déposés en spot sur des géloses MRS préparées a 1% d huile

d’olive. Aprés une incubation a 30°C et/ou a 37°C (selon la température de croissance

des souches utilisées) pendant 48h,

d éclaircissement autour de souches

la lipolyse est révélée par une zone
testées. (Guiraud et Galzy, 1980). Afin de

confirmer les résultats obtenus par cette méthode, un deuxieme protocole est utilisé:

La deuxieme méthode consiste a utiliser une gélose au glycérol. Cette derniére a été

coulée et solidifiée. 5ul de la culture fraiche de chaque souche ont été déposés en spot

sur des géloses MRS préparées a 1% de

a été effectuée pendant deux jours, |” ex

d’ une zone transparente autour du spot

glycérol. Une incubation a 30°C et/ou a 37°C
istence de lalipolyse se traduit par laformation

des souches testées.

La (figure 05) montre les étapes des deux méthodes utilisées.

Culture fraiche de 18h

de chague souche utilisée

9ml de
bouillon MRS

£

1%¢ méthode : 29 méthode :

Flacon de 100ml Flacon de 100ml
de gélose MRS + de gélose MRS +
1ml d huile 1ml de glycérol

v
v v v v

——3

Dépbt de 5ul de la culture fraiche de chague

souche en spot apres solidification de la gélosd

Incubation a30°C et/ou 37°C pendant 48h.

Mesure des zones lipol ytiques.

e R S—

Dépbt de 5ul de la culture fraiche de chague

> souche en spot apres solidification de la gélose

Incubation a30°C et/ou 37°C pendant 48h.

Mezure de la zone lipolytique.

Figure 05 : Etude du pouvair lipolytique.
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[.11) Etude du pouvoir texturant

» L’étude du pouvoir texturant nécessite a préparer des cultures fraiches des 34 souches
de LAB.

> Les souches a tester ont été ensemencées en stries sur gélose hypersaccharosée
(annexe 2) d§a coulée et solidifier. Apres incubation a 30°C et/ou a 37°C pendant
24h, la production des exopolysaccharides se manifeste par |’ apparition de colonies
larges et gluante. (Leveau et al. 1991). La (figure 06) montre |es étapes de test.

Culturefraiche de 18h des 34

9ml de
bouillon MRS souches de BL (taux : 10° UFC/ml).

!

Ensemencement en stries sur gélose hypersaccharosée déja coul ée et solidifié

(AN
v

Incubation & 30°C et/ou a 37°C pendant 24h

g‘

0 0
Observation de colonies larges et gluantes

Figure 06 : Etude du pouvoir texturant.

1.12) Etude du pouvoir aromatisant

Pour |’ étude du pouvoir aromatisant nous avons utilisé deux méthodes distinctes, des
cultures fraiches ont été préparées, un ensemencement de 1ml de culture fraiche dans des

tubes de 9ml de lait écrémeé stérile (Candia) a été effectué.

> Pour la premiére méthode, le pouvoir aromatisant a été détectée par la réaction de
Voges Proskawer sur le bouillon lactosé et citraté. La mise en évidence de
I” acétylméthylcarbinol (ou acétoine) est obtenue apres une culture de 72 h a 30°C
et/ou a 37°C. 1 ml de culture est additionné de 0,5 ml de réactif a I’a naphtol et 1 ml

de NaOH a 16 % et laissés reposé. La présence de I’arome est mis en évidence par la

17



Matériel et méthodes

formation d'un petit anneau rouge. (Boumediene, 2013). Afin de confirmer les

résultats obtenus par cette méthode, un deuxieme protocole est utilisé :

> Ladeuxiéme méthode consiste a mettre en évidence I’ activité aromatisante sur le lait

écréme.

Pour ce faire, chague tube contenant 5ml du lait écrémé stérile a été

ensemence par la culture fraiche d’ une des souches utilisées.

Apreés incubation pendant 24h et coagulation du lait, les réactifs de V ogues-Proskaeur

VPl et VPIlI ont éé goutés et laissés reposer 1 minute. La présence d' ardme est

révélée par |’ apparition d'un anneau rouge. (Hadef, 2012).

La (figure 07) montre les étapes des deux méthodes.

1%® méthode :
9ml de culture
fraiche de 18h

(10° UFC/ml)

Flacon de 200 ml de {j
milieu citraté et lactosé

On verse 5ml de bouillon citraté et lactosé

dans les 34 tubes

l

Incubation &30°C et/ou 37°C pendant 72h

Ajout de a naphtol et de NaOH a 16 %

Observation d’ un petit anneau rose

2°M méthode :

Lait écrémé (Candia)

On verse 5ml dans les 34 tubes

!

!

Ensemencement de chagque tube par 6 colonies
des 34 souches de LAB

!

Incubation &30°C et/ou a 37°C pendant 24h

l

L’ajout des réactifs VPI et VPII et laisser

reposé l

L’ apparition de |’ anneau rouge

Figure 07 : Etude du pouvoir aromatisant.
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I1) Résultats et discussion
[1.1) Revivification et confirmation des souches bactériennes
[1.1.1) Examen macr oscopique

Larevivification des 34 souches lactiques des 5 genres (Lactobacillus (Lb), Sreptoccocus
(), Leuconostoc (Ln), Pediococcus (P), Lactoccocus (Lc)) a été réalisée sur bouillon et
gélose MRS. Sur Bouillon, les souches ont présenté un trouble homogeéne. Apres repiquage
sur gélose et incubation & 37°C et 30°C (selon la T° de croissance de la souche) pendant 48h,
I” aspect macroscopique des colonies a montreé I’ absence de contaminants avec la présence des

colonies de forme circulaire, a pourtour régulier et de couleur blanche créme (figure 08).

Figure 08 : Aspect macroscopique de LAB sur gélose et bouillon MRS,

[1.1.2) Examen microscopique

L'observation microscopique a révélé deux formes des cellules qui sont la forme de cocci
pour les genres (Pediococcus (P), Leuconostoc (Ln), Lactococcus (Lc), Streptococcus (S))
(Raynaud et al., 2003), la forme béatonné pour le genre Lactobacillus (Lb)( figure 09). Sont
disposées en paires, en chainettes plus au moins longues ou isolés. Les résultats obtenus par la
coloration de Gram confirment les observations macroscopiques. Les photos (A et B)
montrent |’ aspect des souches codées par Lb, P, Ln, Lc, St. L’ observation microscopique des
34 souches de bactéries lactiques isolées sur milieu MRS est résumée dans (tableau |11 ;

AnnexelV).
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Les bactéries lactiques constituent un groupe de bactérie Gram positives,
taxonomiquement hétérogéne, anaérobie, aérobie, de forme coccoide, bacillaire ou

coccobacillaire, immobiles, dépourvues de catalase (Axelsson, 2004).

(A) (B)
Figure 09 : Aspect microscopique des 34 souches de LAB. (A) la forme batonné, (B) la
forme cocci (Gx100).
[1.1.3) Test de catalase:

L‘activité catalytique permet la dégradation de | eau oxygénée en oxygene et en eau, par la
mise en contact des colonies avec quelques gouttes d'eau oxygénée (Guiraud, 2003). Un
dégagement gazeux abondant sous forme de mousse, traduit la décomposition de |‘eau
oxygénée (Guiraud, 2003).

Le test est réalisé pour les 34 souches de BL des cing genres. Les résultats montrent que
toutes les souches testées se sont avérés a Gram positif et catalase négative ce qui est

caractéristique des bactéries lactiques (Figur e 10).

Figure 10 : résultat négative du test de catalase.

I1.2) Standardisation desinocula
Le but de la standardisation de I'inoculum, est d avoir le méme taux de cellules

bactériennes vivantes dans 1ml de culture durant toute I’ expérimentation.
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Afin de pouvoir étudier les propriétés technologiques des 34 souches de bactéries
lactiques, une standardisation des inocula de ces derniers est effectuée.

Aprés un dénombrements effectués pour les 34 souches de LAB, Les résultats sont
regroupés selon les genres (Lactobacillus (Lb),Pediococcus (P),Leuconostoc (Ln),
Lactococcus (Lc),Streptococcus (S)) dans le (tableau 1V, Annexe V).

Les résultats de la standardisation des 34 souches montrent qu’a partir de 6 colonies,
incubées a 30°C et/ou 37°C selon la T° de croissance des souches utilisées dans le bouillon
MRS pendant 18 h, un inoculum de 10° UFC /ml est obtenu.

11.3) Etude de quelques aptitudes technol ogiques des souches lactiques
11.3.1) Pouvoir acidifiant et la cinétique de croissance

a) Lepouvoair acidifiant

L’ activité acidifiante est I’ une des principal es fonctions des bactéries lactiques (Bédl et al.,
2008). Elle a été déterminée en mesurant la quantité d' acide lactique produite et le pH du
milieu chague 2h (Oh, 2h, 4h, 6 h) et & 24 h et apres 48h. Les résultats obtenus sont illustrés
dans les figures (11 a 22) qui montrent le suivi du pH et I’ acidité des 34souches de BL par
genres dans le lait et le bouillon MRS. Les résultats chiffrés de I’évolution du pH et de
I’acidité dans le lait et le bouillon MRS sont résumés dans les (tableaux V, VI, VII, VIII ;
Annexe V1).

Pour le genre Pediococcus (P) les figures (11,12) caractérisent I’évauation de pH et
d acidité danslelait et le bouillon MRS.

8 7
7 - 6
6 - = P9 5 - ————  mPp9
5 _ L
Pg' = 47 5, EPg
T4 z
5 m P10 3 P10
5 | = P11’ 2 1 m P11
1 -
1 _
0 - 0 -
T0 T2 T4 T6 T24T48 TO T2 T4 T6 T24T48
temps temps
Lait MRS
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Figure 11 : Evolution du pH des souches de LAB du genre Pediococcus (P) dans le lait et
le bouillon MRS selon le temps.

100 100
80 — 80
‘W | N
5 60 — mpo |2 60 N R
S =
£ 40 -  mpg || 8 40 - - mPpg
20 - e P10 20 + 5 P10
0 - I
m P11 0 - . mPp11'
O N < O <
F - F NS
== TO T2 T4 T6 T24T48
temps temps
L ait MRS

Figure 12: Evolution d’acidité des souches de LAB du genre Pediococcus (P) dans le lait
et le bouillon MRS selon e temps.

Toutes les souches passent par une phase de stabilité (entre 0 et 6h) et durant cette phase
les valeurs de pH se situent entre pH 7,09 et pH 5,92 dans le lait, entre pH 5,99 et pH 4,04
dans le bouillon MRS. Cependant les valeurs de I’ acidité Dornic se situent entre 17°D et 39°D
dans le lait, entre 10°D et 49°D dans le bouillon MRS. Néanmoins, une diminution
progressive des valeurs de pH jusgu’au pH 4,2 dans le lait inocul é par la souche P;;’. Un pH
de 3,25 est obtenu dans le bouillon MRS ensemencé par la souche Py. Cependant une
augmentation des valeurs de I'acidité Dornic, des valeurs de 94°D enregistré dans le lait
inocul é par la souche (Py) et de 89°D dans le bouillon MRS obtenu par 1a souche (P171').

Pour le genre Sreptococcus () les figures (13,14) caractérisent |'évolution de pH et
d acidité danslelait et le bouillon MRS.
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Figure 13: Evolution du pH des souches de LAB de genre Streptococcus () dans le lait et
le bouillon MRS selon le temps.
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Figure 14 : Evolution d' acidité des souches de LAB de genre Sreptococcus () dans le lait
et le bouillon MRS selon e temps.

Les souches passent par une phase de stabilité (entre 0 et 6h) et durant cette phase les
valeurs de pH se situent entre pH 7,11 et 6,46 dans le lait, entre pH 5,85 et 4,56 dans le
bouillon MRS. Cependant les valeurs de I’ acidité Dornic se situent entre 19°D et 30°D dansle
lait, entre 11°D et 28°D dans le bouillon MRS. Néanmoins, une diminution progressive des
valeurs de pH jusgu au pH 5,6 dans le lait, pH 4,26 dans le bouillon MRS. Cependant une
augmentation des valeurs de I'acidité Dornic jusgu’a 60°D dans le lait et 43°D dans le
bouillon MRS.

Pour le genre Leuconostoc (Ln) les figures (15,16) caractérisé I'évaluation de pH et
d acidité danslelait et le bouillon MRS.
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Figure 15: Evolution du pH des souches de LAB du genre Leuconostoc (Ln) dans le lait et

le bouillon MRS selon le temps.
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Figure 16: Evolution d acidité des souches de LAB du genre Leuconostoc (Ln) dans le lait
et le bouillon MRS selon e temps.

Les souches passent par une phase de stabilité (entre O et 6h) et durant cette phase les
valeurs de pH se situent entre pH 6,47 et pH 5,75 dans le lait et de pH 5,56 a pH 4,57 dans |e
bouillon MRS. Cependant les valeurs de I’ acidité Dornic se situent entre 15°D et 37°D dansle
lait, entre 12°D et 60°D dans |e bouillon MRS. Une diminution progressive des valeurs de pH
jusqu'au pH 4,75 inoculé par la souche (Ln;') dans le lait. Cependant un pH de 3,29 et 3,5
sont obtenues dans le bouillon MRS pour les deux souches (Ln;2', Lny;') respectivement. En
paraléle, une augmentation des valeurs de I’ acidité Dornic jusqu’a 90°D sont enregistré par
la souche (Ln7') dans le lait et 62°D et 70°D sont enregistré par les deux souches (Ln;2’,
Lny;") dansle bouillon MRS.

Pour le genre Lactococcus (Lc) les figures (17,18) montrent I’ évaluation de pH et d’ acidité
danslelait et le bouillon MRS.
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Figure 17 : Evolution du pH des souches de BL du genre Lactococcus (Lc) sur le lait et
MRS selon le temps.
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Figure 18: Evolution d acidité des souches de LAB du genre Lactococcus (Lc) sur le lait
et MRS selon le temps.

Toutes les souches passent par une phase de stabilité (entre O et 6h) et durant cette phase
les valeurs de pH se situent entre pH 6,32 et pH 5,68 dans le lait, entre pH 5,53 et pH 4,93
dans le bouillon MRS. Cependant les valeurs de I’ acidité Dornic se situent entre 15°D et 45°D
dans le lait, entre 13°D et 40°D dans le bouillon MRS. A partir de 24h, des vaeurs de pH
alant jusgu'au pH 4,33dans le lait et pH 3,39 dans le bouillon MRS sont obtenues par la
souche (Lc3'). En paralléle, une augmentation des valeurs de |’ acidité Dornic jusgu’au 76°D
et 77°D sont notés par les deux souches (Lcs, Lcs') respectivement dans le lait.pour la souche
Lcsl’acidité a attient 77°D dans le bouillon MRS.

Pour le genre Lactobacillus (Lb) les figures (19,20) caractérisent |’évaluation de pH et
d acidité danslelait et le bouillon MRS.
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Figure 19 : Evaluation du pH des souches de LAB du genre Lactobacillus (Lb) sur le lait et
MRS selon le temps.

Toute les souches de ce genre passent par une phase de stabilité (entre O et 6h) et durant
cette phase les vaeurs de pH de milieu ensemenceé par |es souches de ce genre se situent entre
pH 6,49 et pH 5,89 dans le lait, entre pH 5,45 et pH 4 dans le bouillon MRS. Cependant, les
valeurs de I’ acidité Dornic se situent entre 15°D et 34°D dans le lait, entre 11°D et 50°D dans
le bouillon MRS. A partir de 24h, une diminution des valeurs de pH milieu varient entre pH
4,83 et 4,11 sont obtenues pour les souches (Lbg’, Lbys', Lbis', Lbys', Lby7') respectivement
danslelait. Dansle bouillon MRS des pH plus bas sont notés allant de pH 3,24 a 3,45 pour
les souches (Lby, Lbyg', Lb;3) respectivement dans le bouillon MRS. En paralléles, le taux de
I’ acidité Dornic montant progressivement jusqu’a 90°D dans le lait ¢ méme dans le bouillon
MRS sont enregistrés par la souche (Lb;).
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Figure 20 : Evaluation d acidité des souches de BL du genre Lactobacillus (Lb) sur le lait
et MRS selon le temps.

D’aprés ces résultats, nous remarquons que la totalité des 34 souches de BL testées
présentent une production progressive en acide lactique. Cette derniére est accompagnée d’un
abai ssement du pH du milieu.

Nous remarquons d aprés les 34 souches de BL des cing genres qu’'on a étudié que les
souches qui sont fortement acidifiantes dans le lait apres 48 heures d'incubation sont
St1(60°D) (Streptococcus), Lc;’ (60°D), Les (76°D), Les' (79°D) (lactococcus), Lbog, Lbig’
(60°D), Lbys (66°D), Lbyy' (63°D), Lby (90°D), (Lactobacillus), Lnyy’ (60°D), Ln; (90°D),
(leuconostoc), P11’ (90°D) et Pyo (94°D) (Pediococcus).

Les souches qui sont fortement acidifiantes dans le MRS apres 48 heures d’ incubation sont
Pg' (60°D), Pio (85°D), P11’ (89°D) (Pediococcus), Lny," (62°D), Lny;” (70°D) (Leuconostoc),
Lcs (77°D) (Latococcus), Lby' (60), L,z (66°D), Lbys' (69°D), Lby (90°D) (Lacobacillus).

Soustre, (2009), a rapporté que la vitesse d' acidification est I’ un des critéres important dans

la sélection des souches rapidement acidifiantes dont I” abaissement du pH inhibe la croissance
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de la plupart des germes non-lactiques. Herreros et al., (2003) ont rapporté également que les
Lactobacilles métabolisent le lactose plus lentement que les Lactocoques, mais la production
finade d' acide lactique peut étre égale ou méme supérieure a celle des espéces du genre
Lactococcus. Par ailleurs, les Lactocoques qui fermentent lentement le lactose contiennent la
B-galactosidase et la phospho-B- galactosidase, alors que ceux qui le fermentent rapidement
possédent seulement 1’enzyme phospho-3-galactosidase (Cogan et al., 1997).

Nos résultats ne se concordent pas et ceux de Idoui et al., (2009), qui ont trouvé que les
Lc. Lactis ssp. lactis, Ln. lactis et Lc. lactis ssp. cremoris produisent des quantités en acide
lactique supérieures a 8,5g/I (80°D) apres 24h d'incubation. Néanmoins Cheriguene et al.,
(2006) ont rapporté une activité acidifiante plus faible des espéces de Lc. lactis ssp. cremoris,
isolées a partir du lait de chevre, de I’ ordre de 69/l d’acide lactique (60°D) et pour Lc. lactis
ssp. Lactis une moyenne de 7,5g/I (75°D) apres 24h d'incubation.

b) I'acidité et la cinéique de la croissance

Les cultures fraiches de 18h sont préparées pour la souche la plus acidifiante de chague
genre. La croissance est évaluée périodiquement (toute les 2 h, 4h, 6 h, 24 et apres 48 h) par

un dénombrement donnant les résultats présentés dans les figures (21 et 22), (tableau X, XI ;

Annexe VII).
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Figure 21 : Suivi de la croissance et pH des 5 souches les plus acidifiantes de chague genre
dansle bouillon MRS.

La croissance des souches étudiés est estimée par UFC/ml en fonction du temps.
L’ allure de I’ histogramme (figure 21) apres 48 h d'incubation dans e bouillon MRS, indique
deux phases exponentielles caractérisées par une croissance continue puis une diminution.
Durant les 4 premiéres heures d’incubation, la croissance des souches est semblable dont le
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pH se situé entre pH 5,86 et pH 5,07. De 4 a6 h, la croissance des deux souches (Ln7', St;) est
plus importante (95 10°, 92 10° UFC/ml) avec des pH 5,36 et 4,57 respectivement par rapport
aux autres souches qui présentent presgue le méme taux de croissance. Apres 24h, les souches

subits un ralentissement de croissance.
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Figure 22 : Suivi de lacroissance et pH des 5 souches les plus acidifiantes de chague genre
dans lelait.

L’ alure de I’ histogramme (figure 22) apres 48 h d’incubation dans le lait, indique deux
phases exponentielles caractérisés par une croissance continue puis une diminution. Durant
les 6 premieres heures d’incubation, la croissance des souches est semblable avec pH se situé
entre pH 7,11 et pH 5,75. De 6 424 h, La croissance de la souche (Lb,) est plus rapide (55 10°
UFC/ml) avec pH de 5,75 par rapport a les autres souches qui présentent presque le méme
taux de croissance. Aprés 24h, les souches subirent un ralentissement de croissance.

Nos résultats sont d accord avec Zadi-Karam H, Kalbaza K, N-E. Karam, (2006) qui
trouve que les leuconostoc peuvent croitre a pH 4,8 et avec Dacosta, (2000) qui trouve que
les lactococcus peuvent croitre ont pH 6,3, 6,5.

Nos résultats ne sont pas daccord avec Wang et a., (2010) qui montre que les
lactobacilles isolés a partir des matiéres fécales sont résistantes a faible pH de 3,0 et que ces

bactéries sont acidifiants.
I1. 3.2) Effet de NaCl

Dans ce test on a ensemencé 34 souches lactique dans un milieu MRS de différant

pourcentages de NaCl (2%,4%,6%,8%,10%) incube pendent 48h. La croissance dans le
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bouillon MRS a différents pourcentage de NaCl est présentée par une bonne densité de
trouble dans |e tube.

Les résultats de ce test sont résumés dans le (tableau XII ; Annexe VIII) selon les
genres. Solon le (tableau XI1), La mgjorité des 34 souches des cing genres testés présentent
une croissance positive (une bonne densité de trouble) dans le bouillon MRS a des
concentrations 2% ,4% et 6% a par les souches (Lcs'du genre Lactococcus, Lb,7 du genre
Lactobacillus, Lniy’, Lns, Lny, Lng' du genre Leuconostoc) qui présentent une faible
croissance a 6% de NaCl.

La majorité des 34 souches de LAB des cing genres présentent a 8% une faible croissance
et 10% de NaCl. Cependant, aucune croissance a 8% n’est notée pour les deux souches (Lby;
du genre Lactobacillus et (Lns) du genre Leuconostoc et a 10% pour les souches (Lc3') du
genre Lactococcus, (Lby,, Lbys') du genre Lactobacillus, (Lni2’, Lng’) du genre Leuconostoc.
Par contre, La souche St; de genre Streptococcus montre une bonne croissance dans toutes les
concentrations de NaCl 2%, 4%, 6%, 8% et 10%.

11.3.3) Pouvoir protéolytique

La protéolyse est I'un des processus biochimiques les plus importants impliqués dans la
fabrication de beaucoup de produits laitiers fermentés. La capacité de produire des protéinases
extracellulaires est une caractéristique trés importante des bactéries lactiques. Ces enzymes
hydrolysent les protéines du lait, en fournissant les acides aminés essentiels pour la
croissance. Il est connu que le systéme protéolytique des bactéries lactiques dégrade les
protéines et par conséguent, change la texture, le golt et les ardmes des produits fermentés
(El-Ghaish et al., 2011).

Selon Vuillemard, (1986), la souche est dite protéolytique si elle présente une zone de lyse
de diametre compris entre 5 et 15 mm. Par comparaison a cette donnée, nos souches peuvent
étre considérées comme protéolytique (tableau XV ; Annexe X).

Dans ce test des 34 souches de BL des différentes genres sur des géloses MRS au lait a
différents pourcentages 1% ,2% ,6%. (Figure 23)
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1% 2%

3%
Figure 23 : Exemple de résultats obtenus pour |e pouvoir protéol ytique.

Les diamétres des zones de protéolyse étaient défrancisées selon les pourcentages de lait,

selon les genres des 34 souches qu’ on a utilisé.

Dans le MRS a 1% de lait le diamétre de zones de lyse était compris entre 22 et 30mm
chez le genre Pediococcus (P), 44mm chez Streptococcus (), 23 et 33mm pour le genre
Lactococcus (Lc), 11 et 40mm pour Leuconostoc(Ln) et enfin 11 et 50mm chez
Lactobacillus(Lb).

Dans MRS a 2% de lait le diamétre des zones de lyse était compris entre 10 et 25mm chez
le genre Pediococcus (P), 40mm chez Streptococcus (), 10 et 16mm pour Lactococcus (Lc),
10 et 21mm chez Leuconostoc(Ln).Soule la souche (Ln7') qui ne présente aucune zone de
lyse. 10 a 28mm sont enregistrées pour le genre Lactobacillus(Lb), il ya trois souches (Lby’,
Lbg', Lby') qu'ils ne présentent aucune activité protéol ytique dans ce pourcentage.

Dans MRS a 6% de lait la mgjorité des 34suches BL des différents genres ne présentent
aucune zone de lyse a part deux souches (P1o, P11') de Pediococcus montrent une zone de lyse
de 4mm, la souche Lcs du genre Lactococcus (Lc) présente une zone de lyse de 2mm. La

majorité des souches du genre Leuconostoc ont un diamétre de lyse de 4mm, seule la souche
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Lno’ 2mm. Les souches du genre Lactobacillus(Lb) présentent une zone de lyse variant entre
2 et 10mm. Néanmoins, 7 souches (Lbys, Lbio, Lbos', Lbi7', Lby, Lbg', Lbyy') présentent
aucune zone de lyse.

Les résultats obtenus montrant que lamajorité des souches (29 souches) ont une activité
protéolytique dans lagélose MRS a 1%,2% de lait écrémé. Un nombre limité (19) de souches
présentent une zone de lyse a 6%.

D’ aprés Kawai et al., (1999) et Vasiljevic et al., (2005), les bactéries lactiques possedent un
systeme protéolytiqgue complexe qui assure leur croissance dans des milieux a faibles
concentrations en acides aminés libres et oligopeptides.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Idoui et Karam (2008) et Hadef (2012)
gui ont trouveé que les bactéries lactiques, isolées a partir du beurre de vache traditionnel et le
beurre de chévre de larégion de Jijel, présentaient un caractere protéol ytique.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par (Christine et al., 2016) qui trouve que
les souches ( Lactobacillus fermentum; Lactobacillus casei; Leuconostoc mesenteroides;
Sreptococcus thermophilus) sont révélés étre protéol ytiques avec des diamétres de protéolyse
variable (24 + 5,30 mm a 27,5 £ 10,61 mm).

L'activité protéol ytique des bactéries lactiques est essentielle pour leur croissance dans les
produits fermentés et pour le développement des propriétés organoleptiques de différents
produits (Savoy et Hébert, 2001; Hassaine et al., 2007). Ainsi, les protéases hydrolysent les
protéines, en fournissant essentiellement les acides aminés pour la croissance des bactéries. Il
est connu que le systeme protéolytique de bactéries lactiques décompose les protéines et
modifie donc la texture, le goQt et I'arbme des produits fermentés (EI-Ghaish et al., 2011 ; El-
Jeniaet al., 2015).

[1.3.4) Pouvair lipolytique

Pour étudier le pouvoir lipolytique, les cultures fraiches de 18h des 34 souches de BL été
préparé puis déposées en spot et incubées 48h a température de croissance de ces derniers.
Nous avons utilisées pour ce test deux méthodes ; la premiére méthode consiste a mettre en
évidence la lioplyse sur gélose MRS a 1% de | huile d olive, affin de confirmer les résultats
obtenus par cette méthode un deuxiéme protocole est utilisé qui consiste a utiliser une gélose
MRS a 1% de glycerol.

Nos résultats montrent que les 34 souches de LAB des cing genres n’ont présenté aucune

activité lipolytique avec les deux protocoles. (Figure 24).
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(1) 2)

Figure 24 : Résultat négatif du pouvoair lipolytique. (1) test lipolytique avec MRS+lait, (2)
test lipolytique avec MRS+Glycérol.

En effet, Les bactéries lactiques sont considérées comme faiblement lipolytiques Molimard
et Spinnler, (1996). Selon Béal et al., (2008), les propriétés lipolytiques sont généralement faible
chez les bactéries lactiques, les lactocoques sont considérés plus lipolytiques que .
thermphilus et les lactobacilles. Les travaux de Fernandez et al. (2000) ont montré que I’ activité
estérasique N’ était pas nécessaire a la croissance des bactéries lactiques ni dans un milieu

synthétique, ni dans du lait écrémé ou entier.

Nos résultats sont d’ accord avec Boussaid, (2015)
[1.3.5) Pouvoir texturant

Dans ce test les 34 souches de BL des cing genres ont été ensemencées en stries sur gélose
hypersaccharosée et incubées 48h a température de croissance correspondante. L’ ensemble
des résultats montrent que quel ques souches (8) parmi les 34 souches de BL sont capables de
se développer sur gélose hypersaccharosée en formant des colonies larges et gluantes avec
aspect brillant témoignant une production d’ un agent épaississant (Figure 25).

Les souches de BL qui sont capable de se développer sur la gélose hypersaccharosée sont
la souche (Pg) du genre Pediococcus, (St;) du genre Streptococcus, (Lni) du genre
Leuconostoc, (Lcs) du genre Lactococcus, (Lbyz, Lbgs', Lbog’, Lbag') du genre Lactobacillus.

D’ apres les résultats obtenus, ont noté que la majorité des souches qu’ils ont des activités

texturant sont des souches du genre Lactobacillus.

36



Résultats et discussion

Figure 25 : Pouvoir texturant sur milieux hypersaccarosés.

Selon Sodini, (2004) les propriétés texturant des bactéries lactiques sont principalement
utilisées pour améiorer les qualités organoleptiques des produits laitiérs frais fermentés.
Ainsi, laproduction d’ exopolysaccharides par les bactéries lors de leur dével oppement dans le
lait, évite d’ augmenter |e taux protéques du produit ou d avoir recours al’ ajout d additifs.

Nos résultats sont en accord et ceux de Christine et al., (2016) qui montrent que
Lactobacillus casei a produit la plus grande quantité d'EPS (1,13 g/ |), puis par Streptococcus
thermophilus (0,75 g / I) et Lactobacillus fermentum (0,70 g / |). Le principal avantage de
I'utilisation d'EPS des bactéries productrices d'acide lactique dans les ferments lactiques au
cours de la production de produits de fermentation est d'améliorer latexture et la viscosité.
[1.3.6) Pouvoir aromatisant

La production de composés d' ardmes est une fonctionnalité technol ogique importante des
produits laitiers fermentés donc |les souches productrices sont importantes pour contribuer aux
caractéristiques organol eptiques du produit fini.

Divers composés aromatiques interviennent dans la saveur, ¢’ est principalement le lactose
qui intervient dans la formation de ces composés. Chez les bactéries lactiques, la détection
d'acétate dans le milieu de propagation est généralement associée a l'utilisation du citrate
(Hugenholtz, 1993).

Pour cette étude, nous avons utilisé deux méthodes distinctes. Dans la premiére méthode
le pouvoir aromatisant est détectée par la réaction de Voges Proskawer sur le bouillon lactose
et citraté incubé 72h a température de croissance (30°C et 37°C) selon les souches. Les
résultats obtenus sont confirmés avec une deuxieme méthode qui consiste a mettre en

évidence |’ activité aromatisant sur le lait écrémé. La présence de I’ arome est présentée par la
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formation d'un petit anneau rose dans la premiere méthode et un anneau rouge dans la
deuxieme méthode.

Les résultats obtenus sont illustrés par la (figure 26). La majorité des 34 souches de BL de
cing genres ne présentent aucune activité aromatisant sauf  St; pour Streptococcus (), Lcy’
pour le genre Lactococcus (Lc), Ln'et Lng' pour Leuconostoc (Ln), Lbos’ Lbis', Lby Lbyo',
Lbg’, Lbys', Lbyy pour le genre Lactobacillus (Lb).

On a remarqué que les souches qui présentent le plus grand pouvoir aromatisant

appartiennent au genre Lactobacillus.

1) 2

Figure 26 : Pouvoir aromatisant. (1) tube positive de lait, (2) tube positive de bouillon

citraté et lactosé.

Certaines especes de bactéries lactiques utilisées dans I'industrie laitiére, Lc. lactis ssp et
Ln. mesenteroides ssp. cremoris, sont dites aromatiques puisgu’ elles sont capables, a partir du
pyruvate, de synthétiser divers composés responsables des arbmes des produits laitiers:
diacétyle, acétoine, 2,3 -butanediol et a-acétolactate (Raynaud et al., 2003 ; Leroy et De
Vuyst, 2004).

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Christine et al., (2016) qui ont trouve
gue toutes les souches de bactéries lactiques testées dans leur éude de ( Lactobacillus
fermentum ; Lactobacillus casei; Leuconostoc mesenteroides; Streptococcus thermophilus)
ont un trés bon pouvoir texturant, aromatisant et un pouvoir coagulant. Ces résultats
confirment ceux de plusieurs auteurs qui ont montré que les bactéries lactiques sont capables,
a partir du pyruvate, de synthétiser différents composés (diacétyle, acétoine, le 2,3-butanediol
et acétolactate a-) responsables de l'arome des produits fermentés (Raynaud et al., 2003;

Leroy et De Vuyst, 2004). En effet, a-acétolactate est un composé instable qui peut étre
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spontanément transformé en diacétyle et / ou acétoine (molécules aromatiques) lors de la
fermentation lactique (Monnet et al., 2008).

Les bactéries lactiques qui métabolisent le citrate jouent un réle important dans de
nombreux processus laitiers parce que, dans ces bactéries, le métabolisme du citrate et du
lactose aboutit a la production de diacétyle, acétoine et le CO,, en participant a

I’aromatisation et qualités texturants des produits (Raynaud et al., 2003).
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Conclusion

Les bactéries lactiques sont largement utilisées dans les procédés de fermentation
agroindustrielle et présentent une parfaite innocuité. La découverte de leur action sur le lait fut
probablement accidentelle mais leur utilisation fut perpétuée sous forme de ferments et elle

est en dével oppement continu.

C est dans se sens que s'inscrit I’ objectif de notre travail qui consiste a étudier I’ activité
technol ogique des bactéries lactiques.

Nous avons réalise, tout d’abord, une revivification et purification de 34 souches de LAB
isolées de I’ ben traditionnel, elle est effectué sur bouillon et gélose MRS ou on a obtenu un
trouble homogene avec une pastille blanche au fond du tube sur le bouillon et la présence de
colonies blanchétres rondes lisses et de formes lenticulaires de petite taille sur la gélose.

La confirmation de la pureté des souches lactiques locales a été réalisée, apres une
revivification, par une coloration de Gram. L’ examen microscopique a montre deux formes de
cellules qui sont la forme de cocci (Pediococcus (P), Leuconostoc (Ln), Lactococcus (Lc),
Sreptococcus () et laforme batonnet (Lactobacillus (Lb)).

Notre étude s'est ensuite développée autour de ces souches en examinant certaines
caractéristiques d'intérét technologique afin d* évaluer leurs potentiels pour un éventuel usage
industriel. Dans cette partie, nous nous sommes intéressés spécidlement a leur activité
acidifiante, |'activité protéolytique, I’activité lypolitique, I'activité texturant et I'activité
aromatisant.

D’ apres les résultats de I’ é&ude des aptitudes technologiques, nous avons pu déduire que,
méme au sein d'un méme genre, il existe des variations entre les souches autant au niveau de
I'activité acidifiante que I’ activité protéolytique et texturante. Cependant, les souches avaient
de bonnes fonctionnalités technol ogiques.

Les souches testées, sont fortement acidifiantes, ayant un bon pouvoir protéolytique,
texturant et une capacité a produire des composes aromatiques, sont dépourvues d' une activité
lipolytique. Les souches de genre Lactobacillus présentent les meilleures propriétés
technol ogiques par rapport aux autres souches de différents genres étudiés.

Il reste a dire que la connaissance approfondie des bactéries lactiques, impliquées dans les
procédés industriels, est indispensable a la bonne maitrise de ces derniers et permettra

également |a sélection de souches adaptées ayant des aptitudes technol ogiques intéressantes.

Per spectives:
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Afin de compléter cetravail, nous proposons :
> D’éudier la cinétique de croissance et d acidification pour toutes les souches;;
» Faire plusieurs essayées afin de confirmer les résultats obtenus ;
> Quantifier les exopolysaccharides produits ;
» Mettre en point les produits fermentés traditionnellement ;

L’industrie de transformation nationale demeure fortement dépendante des importations.
Cette dépendance tient essentiellement & la faiblesse de la production nationale et la faible
insertion de la recherche scientifique dans I’ activité économique. A titre d’ exemple, s la
production de ferments locaux est sérieusement prise en charge, il peut donner un sérieux

coup de fouet au domaine des industries agroalimentaires.
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Annexes

Annexel : Composition des milieux de culture, réactifs chimiques

1. Lesmilieux de cultures
> Bouillon MRS

EXtrait delevure ... ... s 05g
Extrait deviande...... ..o 05g
PEPIONE. ... e e . 100

Acétate de SOdiUM...... ..o e e e e e ie e e ee e 20..0D0)

Citrale de SOIUM. .. ... e e e e e 02g
GlUCOSE. .. et e e e e e e e e 20g
KHoPO. . e e e e e, 0,1g
MgSOs;.. 0,19
MG e ettt e e 0,059
TWEENBO. .. et Iml

Baudistill@e.. ..o 1000ml

Ph=6,5 plus ou moins 0,2, Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min.

» Gélose hyper sacchar osée

EXtrait de VIiande ........ccooveieiiee et 10g
EXIrait dEIEVUIE ... 39
PEPLONE. ... s 2.59
SBCCNAIOSE ...ttt e 150g
(102 1 © 7 S 29

NN = 1 19
MQSOA4, TH20 ...t e 0.29
AL e 15g
Bal distille... .. oo e 1000ml

pH 6.8 Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min.
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» Huiled' olivedelarégion de Bgaia
» Lait écréemé (Candia)

Eau, poudre de lait écrémé, matiere grasse laitiere, vitamines B1, B2, B3, B5, B6, B8, B9,
B12, E, D.

» MRSagar (Lan Rogossa et Sharpe, 1960)
L= 0 (S = 059

EXtrait de VIaNGe. ... .ot e e e e e e e 059
PEPLIONE. .. ... e e e a2 100
AcBtate de SOIUM......ceu it e e e et e e ie e e e ee e neneneenee e 22000
@1 (Y0 (S o | 11 o O 02g
GlUCOSE. .. e e e e e e e e e 2. 200
KH2PO. . e e el 0,1g

MOS0 . ettt e e e e e e e e e 0,10

I o S == 1000ml
Ph=6,5 plus ou moins 0,2, Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min.

2. Solutions detitrage:

> Solution NaOH

» Eau physiologique peptone



Chlorure de SOIUM. .. ... .oe e e e e e e e e e e e e e ete e eennen e eeeen .80

BaU distill@. .. ... 1000ml

2. Lesréactifschimiques
» Alpha naphtol

ALPha NPl ... ... 509

N oo o = 1017/ 1T 0= 1000g
» Phénolphtaléinea 1%

PhenoIphtal@iNe. .. ..o e e e e e e a1

ALCO0L O . o e e a2 100MI

» Réactif de Vosges Proskauer (VP)

VPI:

HydroxXyde de POtaSSIUM ... ... et et e e e e e e e e et e e e e eaeeae e aennenaas 409
BaU distilEe. ... e 100ml
VPII:

ALPha NPl ... ... 69

Bthanol ... ..o e e e e e e e e e e a2 100mM

Annexell : Matérielset Appareillages
L’ appareillage utilisé est le suivant :
- Agitateur éectrique (Bunsen) ;
- Autoclave (Shiavx Electronic) ;
- Bain Marie (Memmert) ;
- Balance (Denver) ;
- Etuves (Memmert) ;
- Four Pasteur (Contrals) ;
- Micropipettes (Microlit) ;
- Microscope optique (Moatic) ;

- pH metre (Hanna) ;



- Réfrigérateur (Condor) ;
- Vortex éectrique (MS2 Minishaker).

Annexelll : Origine des souches

Tableau | : Lesorigines des 34 souches de BL des cing genres :

Annexes

Codeet origine

Genre

1) St; S: 02MRSPK7

Streptoccoccus (S aglateae)

2) Ps S: 01 MRS Adekar

3) Ps S: 07 MRS Tichy

4) Py S: 01 M17 PK7

5) P11 BL S: 04 MRS

Pediococcus

6) Lc1 S: 04 MRS Tizi

7) Lcs S: 03 MRS PK7

8) Lc's AMZ S: 02MRS

9) LCsS: 03MRSTizi

Lactococcus

10) Ln'1S: 05 MRS pk7

11) Lnp, S: 01 MRS Kendira

12) Ln'3 S: 02 Tizi MR

13) Ln'y S: 02 MRS

14) Lns S: 03 M17 LK

15) Ln'; BL S: 01 MRS

16) Ln';1 S: 0OIMRS LK

17) L' S 05LK

Leuconostoc

18) Lby S: 02 MRS Tichy

19) Lb's AMZ : D MRS

20) Lb';: AMZ S: D MRS

21) Lbs S: 03Kendira MRS

22) Lb's S: 09 MRS Tichy

23) Lb'1o S:C MRS Amizour

24) Lby, S: 03 MRS Tichy

25) Lbys S: 01 MRS Tichy

Lactobacillus
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26) Lb'14 S:

04 MRS Tichy

27) Lb'17 S:

05 MRS Adekar

28) Lb']_g S:

06 MRS Adekar

29) Lb'zo S:

B MRS

30) Lb'zz S:

07 Adekar MRS

31) Lb'24 S:

02 Tichy MRS

32) Lb'25 S:

06 Tichy MRS

33) Lb'ze S:

01 MRS Tichy

34) Lb27 S:

06MRS PK7

Annexe |V : Observation microscopique

Tableau |11 : Résumé de I’ observation microscopique des 34 souches de BL des cing

genres isolées dansle bouillon MRS.

Codedela souche Gram Forme M ode d’association

Lb1 + Petit batonnet Chainettes
Lb2 + Petit batonnet Chainettes
Lb5 + Petit batonnet Chainettes

Lb8& + Longue bacille Isolées, petites
chainettes
Lb 10 + Petit gros bacille Chainettes
Lb12 + Bacille Chainettes
Lb 13 + Bacille Chainettes
Lb 14 + Petit gros bacille Chainettes
Lb17 + Petit batonnet Chainettes
Lb 18 + Petit batonnet Chainettes
Lb 20 + Bacille Chainettes
Lb 22 + Bacille Chainettes
Lb 23 + Bacille Chainettes
Lb 24 + Petit batonnet Chainettes
Lb 25 + Petit batonnet Chainettes
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Lb 26 Petit batonnet Chainettes
Lb 27 Coccobacille Chainettes
Lnl Cocci (ronde) Diplocoques,
chainettes
Ln2 Cocci Diplocoques
Ln3 Cocci Diplocoques,
chainettes
Ln4 Cocci (ronde) Diplocoques
Ln5 Cocci Diplocoques
Ln7 Cocci (ovoide) Diplocoques
Ln 1Y Cocci (ovoide) Diplocoques
Ln12 Cocci Diplocoques
Lcl Cocci Chainettes
Lc3 Cocci Chainettes,
Diplocoques
Lc3 Cocci Chainettes
LcS Cocci Chainettes
St1 Cocci Amas
P8’ Cocci Diplocoques, en tétrade
P9 Cocci Diplocoques, en tétrade
P10 Cocci Diplocoques
P11 Cocci Diplocoques

AnnexeV : Standardisation

Tableau | V: Inocula standard de 18h 10° de 34 souches de BL de cing genres.

L es souche Inocula standard de 18h 10°

genre Pediococcus

P8’ 3
PO 2,2
P10 3,25




P11’ 3,25
genre Lactococcus
LcT 3,25
Lco' 15
Lc3' 2,5
Lc3 1,45
genre Streptococcus
St1 2
genre Lactobacillus
Lb10 4,3
Lb13 3,7
Lb12 1
Lb18' 6
Lb23' 3,25
Lb27 12
Lb5' 5,1
Lb26' 4,6
Lb22' 24
Lb24' 2,3
Lb14' 1,6
Lb25' 2,5
Lbl 1
Lbl7 4,2
Lb2' 3
Lbg' 2,5
Lb20' 18
genre Leuconostoc
Lnl 18
Lnl11' 2,6
Ln12' 3
Ln5 2,7
Ln4' 31

Annexes
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Ln3' 35
Ln7' 2,7
Ln2 1,2

Annexe VI: Pouvoir acidifiant

Tableau V : Evaluation du pH des 34 souches de LB des cing genres dans e lait au cours

du temps.

Lb10
Lb13
Lb12
PO
Ln2
Stl
LcT
Lb18

Lb23'
Lnl11'
Ln12'
Lb27
Ln5
Ln4'
Lb5'
Ln3
Lb26'
Lb22'
Lb24'
Lb14'
Lc3

6,94
6,98
7,02
6,94
6,66
7,11
6,88

7,1
7,09
6,81
6,74
6,81

6,7
6,84
6,65
6,58
6,54
6,69
6,64
6,56
6,54
6,32

6,71
6,89
6,74

6,6
6,82
6,54

6,7

6,8
6,77
6,58
6,75
6,53
6,68
6,45
6,45

6,5
6,58
6,66

6,5
6,49

6,3

6,68
6,84

6,7
6,56

6,8

6,5
6,68

6,7
6,71
6,53
6,61
6,46
6,44
6,44
6,38
6,46
6,56
6,56
6,38
6,39

6,6
6,8
6,66
6,4
6,78
6,46
6,5
6,5
6,63
6,2
6,5
6,28
6,22
6,33
6,32
6,4
6,49
6,47
6,28
6,33
5,68

5,6
6
59
5,6
5,89
54
5
5,55
5
59
52
g
5,36

6,04
5,82
5,53

5,75
5,82
5,03

6,84 6,8 6,7 59 5,6

51
5,6
54
52
5,6
4,9
5
53
5,03
54
4,81
4,72
517
5
54
5,04
4,45
4,54
4,78
4,68
4,33
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Lb25'
Lco
Lbl
Ln7
P10
Lc3
P11’
Lb17
Lb2'
Lb8'
Lb20'
Lnl

6,58
6,59
6,49
6,47
6,46
6,48
6,44
6,62
6,56
6,65
6,55
6,62

6,58

6,5
6,41
6,26
6,31
6,38
6,35
6,14
6,08
6,09
6,09
6,07

6,52
6,48
6,34
5,92
6,09

6,2
6,28
5,96
5,95
5,95
6,03

59

6,5
6,4
6,29
5,75
5,92
6,04
6,23
St
59
5,89
5,95
58

56
5,11
575
5,03

5.1
517
5,02

4,2
5,62
5,65
5,46
5,41

5,32
4,52
5,03
4,75
4,97
4,99

4,2

41
4,82
4,83
4,44
4,86

Tableau VI : Evaluation du I’ acidité de 34 souches des cing genres dans le lait au cours

du temps.

Les
souches TO

Lb10
Lb13
Lb12
P9
Ln2
St
Lcl
Lb18'
P8’
Lb23'
Ln11'
Lnl12'
Lb27
Ln5

16
18
15
17
15
19
15
18
20
15
17
19
20
19

20
20
19
20
27
28
25
27
19
22
21
24
23

23
21
22
24
29
30
31
34
20
24
27
26
25

28
26
29
30
32
35
34
37
23
30
30
29
30

38
36
40
40
44
54
51
50
50
45
52
46
56

20 21 27 35 43

51
50
54
52
60
60
55
56
60
54
60
56
59
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Ln4' 17 26 28 30 40 58
Lb5 19 22 27 30 41 54
Ln3' 16 20 23 29 46 57
Lb26' 20 25 28 30 50 58
Lb22' 20 25 29 30 50 55
Lb24' 22 26 29 =il 48 66
Lb14' 20 28 25 35 50 60
Lc3 19 21 25 30 49 53
Lb25' 20 28 26 30 40 54
Lco 20 21 32 45 59 79
Lbl 20 29 30 33 49 90
Ln7' 21 30 35 37 68 90
P10 20 30 35 39 56 94
Lc3 18 23 27 34 63 76
P11’ 20 28 27 30 70 90
Lb17 20 21 24 26 42 55
Lb2' 21 26 29 30 45 53
Lb8 20 24 26 30 50 54
Lb20' 19 22 28 32 46 63
Lnl 21 22 26 28 47 55

Tableau VI : Evaluation du pH des 34 souches de LB des cing genres dans le bouillon

MRS au cours du temps.

6,36 5,37 4,32 4,09 3,38 3,26
Lb10 5,89 531 4,4 4,15 3,5 S kg
Lb13 5,89 53 4,96 4,34 3,32 3,24
Lb12 5,53 4,94 4,36 4,12 3,4 b
P9 574 527 4,71 4,04 3,32 S35

Ln2 5,77 5,57 4,82 4,71 4,12 4,1
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St1
Lcl
Lb18

Lb23'
Lnl11'
Ln12
Lb27
Ln5
Ln4'
Lb5'
Ln3'
Lb26'
Lb22'
Lb24'
Lb14'
Lc3
Lb25'
LcoS
Lbl
Ln7'
P10
Lc3
P11’
Lb17
Lb2'
Lb8'
Lb20'
Lnl

5,85
5,71
5,88
5,99
5,45
5,74
5,8
5,7
6,63
5,7
5,8
5,9
5,87
5,75
5,7
5,96
5,69
5,86
5,79
5,7
5,83
5,86
5,53
5,61
5,6
5,58
5,7
5,7
5,56

5,79
5,66

5,7
5,97
5,28
5,64
4,95

4,9
5,37
5,35
5,23

5,6
5,57

5,7
5,68
5,65
5,61

5,4

5,6
5,56
5,44
5,72

5,5
5,18
5,17
5,14

5,3
5,09
5,43

5,56
5,59
5,69
5,89
511
56
4,7
4,78
53
4,76
4,88
5,45
55
55
56
56
5.2
5,16
55
5,07
5,09
53
5,29
4,4
4,97
5,05
4,83
4,64
5,03

5,36

5,1
5,65
5,81
4,95
4,72
4,53
4,64
5,22

4,7
4,48

5,2
5,43
5,37
5,56
5,16
4,93
4,98

51
4,75
4,57
5,13
5,27
4,13

48

4,61

4,93

4,3
3,86
3,73
3,61
3,91
3,55

41
4,24
3,87
4,22

4,48
4,75

4,49
372

3,96
3,57
3,67

3,75
3,54

4,2
3,66
3,65
3,45
3,96

4,2
3,8
3,5
3,5
3,52
3,5
b
3.9
3,84
3,48
35
3,65

36
4,4
3,39
3,68
3,48
3,45
36
3,76
351
343
4,03
36
36
3,39
391

Tableau VIII : Evauation du I’ acidité de 34 souches des cing genres dans |e bouillon au

cours du temps.
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les
souches TO V4 T4 T6 T24 T48
P1' 14 23 25 26 31 40

Lb10
Lb13
Lb12

Ln2
St1
LcT
Lbi1g'

Lb23'
Lnl11'
Ln12
Lb27
Ln5
Ln4'
Lb5'
Ln3'
Lb26'
Lb22'
Lb24'
Lb14'
Lc3'
Lb25'
LcoS
Lbl
Ln7'
P10
Lc3
P11’
Lb17

12
21
20
10
12
11
e
14
15
23
35
27
32
28
26
22
21
11
20
37
20
22
23
30
28
25
24
27
22
20

16
24
22
11
20
18
21
21
33
37

SIS

27
23
20
24

24
29

33
30
35
33
29
24
22

22
24
27
20
24
24
25

R &

47

36
35
35
32
30
27
41
30
33

35
39
37
40
33
28
30

25
27
30
30
28
28
28

49

60
51
50
38
38
38
37
35
29

35

40

47

38

41

40

33

30
36

38
40
38
40
49
56
65
66
59
60

& & &8

55
47
47
55
49
59
50
60
65
71



Lb2'
Lb8'
Lb20
Lnl

25
25
27
20

26
29
30
25

30
30
35
27

=il
33
38
29

46

49
42

Annexes

50
51
60
52
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Tableau X : Dénombrement des 34 souches de BL sur lelait (10°UFC/ml).

Annexe VII: Croissance bactérienne

P10 3 38 53 8,2 15 24

Lbl
Ln7'
St1

LcS

2,5 5 8 13
1 15 5 5,7
2 3 5 7,5
1,6 4,5 55 8,2

55
23
29
29

5
8
1
2

Tableau X| : Dénombrement des 34 souches de BL sur gélose MRS (10°UFC/ml).

P10

Lbl
Ln7'
St1

Lco

1,88 8,5
1,59 6,5 8 45
2,5 9 69 95
3 4,2 20 92
18 2 Gis 26

8
32
75

15,5

38 55 3 2

2
23
32

4,9
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Annexe VIII : Test desalinité

Tableau XI1 : test delatolérance a salinité (différant pourcentages de Nacl) des

34souches selon les genres.

Lessouche 2%

genre Pediococcus

P8’ et et et et F
PO +++ +++ +++ +++ ++
P10 +++ +++ +++ ++ +
P11 +++ +++ +++ ++ +
genre Lactococcus
Lcl' +++ +++ +++ +++ ++
LcH' +++ +++ +++ ++ +
Lc3 +++ +++ ++ + -
Lc3 +++ +++ +++ ++ +
genre Streptococcus
St1 +++ +++ +++ +++ +++

genre Lactobacillus

Lb10' +++ +++ +++ +++ ++
Lb13 +++ +++ +++ +++ ++
Lb12 +++ +++ +++ +++ ++
Lb18' +++ +++ +++ +++ ++
Lb23' +++ +++ +++ +++ ++
Lb27 +++ +++ +++ - -
Lb26' +++ +++ ++ ++ +
Lb5' +++ +++ +++ +++ ++
Lb22' +++ +++ ++ + -
Lb24' +++ +++ +++ +++ ++
Lb14' +++ +++ +++ +++ ++
Lb25' +++ +++ +++ ++ -
Lbl +++ +++ +++ +++ +
Lb17 +++ +++ +++ ++ +

Lb2' +++ +++ +++ ++ +
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Lb8' +++ +++ +++ ++ +
Lb20' +++ +++ +++ +++ ++
genre Leuconostoc

Lnl +++ +++ +++ ++ +
Lnil' +++ +++ +++ ++ +
Ln12' +++ +++ ++ + -
Ln5 +++ +++ ++ - -
Ln4' +++ +++ ++ + -
Ln3' +++ +++ ++ ++ +
Ln7' +++ +++ +++ ++ +
Ln2 +++ +++ +++ +++ ++

(-) Pas de croissance, (+) faible, (++) bonne, (+++) tres bonne croissance (trouble d’intensité

semblable au témoin sans NaCl)



Annexe X : Activité protéolytique

Annexes

LeTableau XIV : Activité protéolytique des 34 souches lactiques selon les genres.

L es souche 1% 2% 6%
genre Pediococcus
P8’ 30 10 0
P9 24 20 0
P10 28 25 4
P11 22 18 4
genre Lactococcus
Lcl' 30 10 0
Lc5' 24 10 0
Lc3 23 11 0
Lc3 28 16 2
genre Streptococcus
Stl 44 40 0
genre Lactobacillus
Lb10 30 20 4
Lb13 30 20 0
Lb12 50 20 0
Lb18' 30 10 2
Lb23' 30 0 0
Lb27 27 14 4
Lb5' 12 8 2
Lb26' 22 10 5
Lb22' 22 12 8
Lb24' 11 7 10
Lb14' 23 15 2
Lb25' 24 10 6
Lbl 27 8 2
Lb17 30 28 0
Lb2' 40 0 0
Lb8' 40 0 0
Lb20' 30 0 0
genre Leuconostoc
Lnl 30 10 0
Lnll' 16 10 4
Ln12' 10 6 2
Ln5 30 10 4
Ln4' 17 8 4
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Ln3' 11 10 4
Ln/' 28 21 4
Ln2 40 0 0




Résumeé:

Une collection de 34 souches de bactéries lactiques isolées de I’ ben traditionnel revivifiées
et purifiées a été mise au point. A partir de la, un dénombrement de ces dernieres a éé fait, les
résultats obtenus montrent que le nombre moyen de ces bactéries lactiques, varie de 10° a5,1
10° UFC/m.

Nous avons par la suite examiné chez ces souches certaines caractéristiques d'intéréts
technologiques afin d‘évaluer leurs potentiels pour un éventuel usage industriel. Nous nous
sommes intéressés spécidlement a |‘évaluation de I'activité acidifiante, |‘activité
protéolytique, I’ activité lypolitique, I’ activité texturante et I’ activité aromatisante.

Les résultats de I'évaluation des aptitudes technologiques indiguent que I’ensemble des
souches ont présentée un bon pouvoir acidifiant, protéolytique, texturant, mais dépourvus de
pouvoir lipolytique. Cependant, ces bactéries sont capables de synthétiser des composés
aromatiques. En général les souches de BL utilisées dans cette étude présentent de bonne
propriétés fonctionnelles (acidifiante, protéolytique, texturante, et aromatisante) qui peuvent
étre exploitées. Ces caractére ont un intérét essentiel dans|‘industrie.

Mots clés : Propriétés technologiques, bactéries lactiques, pouvoir acidifiant, pouvoir
protéol ytique, pouvoir lypolitique, pouvoir texturant, pouvoir aromatisant.

Summary:

A collection of 34 isolated strains of lactic bacteria of traditional I’ ben revived and
purified has been developed. From the count of these has been made, the results obtained
show that the average number of lactic acid bacteria, varies from 10° to 5.1 10° CFU / ml.

We subsequently examined in these strains some technological interest’s characteristics to
assess their potential for possible industrial use. We focused specifically on assessing the
acidifying activity, proteolytic activity, lipolytic activity, the activity texturing and flavoring
activity.

The results of the evaluation of technological skills indicate that all strains have shown
good power acidifying, proteolytic, texturing, but devoid of lipolytic power. However, these
bacteria are capable of synthesizing aromatic compounds. Generally BL strains used in this
study have good functional properties (acidifying, proteolytic, texturizing, and flavoring) that
can be exploited. These characters have avital interest in the industry.

Keywords. Technological properties, lactic acid bacteria, acidifying power, power
proteolytic, lipolytic power, texturing power, flavoring power.
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