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Introduction



INTRODUCTION

Une grande variété de produits laitiers fermentés sont préparés traditionnellement en

Algerie dans le but est la bioconservation du lait pour une utilisation ultérieure. Ces produits

font partie de l’héritage Algérien et ont une grande importance culturelle, médicinale et

économique, ils ont étés développés sur une grande période (Benkerroum et al., 2004).

Le beurre est essentiellement fabriqué dans les régions d’élevage de bovins. Ce produit

étant un dérivé du lait, constitue un habitat pour les bactéries lactiques (Cogan et al., 1997 ;

Desmazeaud, 1996).

Les bactéries lactiques sont des microorganismes utiles pour l’Homme, lui permettant

de fabriquer et de conserver un nombre très important d’aliments. Ces bactéries sont déjà

reconnues par la production des acides organiques qui abaissent le pH des aliments, ce qui

empêche la prolifération des germes nuisibles. La production de CO2 par les bactéries lactiques

réduit le potentiel d’oxydoréduction et inhibe les germes aérobies tels que les moisissures

(Desmazeaud, 1992).

En agroalimentaire, les bactéries lactiques sont à l’origine des processus de

transformation conditionnant la texture et la qualité des produits alimentaires fermentés (lait

fermenté, beurre, olives) (Ganzele et al., 2000 ; Delgado et al., 2001 ; Tailliez., 2001).

L’objectif de cette étude est de comparer le pouvoir acidifiant à l’aide d’une méthode

expérimentale standardisé entre les souches de bactéries lactiques apparentant aux deux genres

Lactobacillus et Leuconostoc. Pour cela, on a structuré cette étude de la façon suivante :

o Dans un premier temps, nous avons déterminé le taux des bactéries lactiques à

t=0h cultivées dans le lait écrémé et dans le bouillon MRS par mesure de la

densité optique sur bouillon MRS et par dénombrement sur le lait.

o Puis, un suivie du pouvoir acidifiant de quinze souches en réalisant la titration

par NaOH et en mesurant le pH dans un intervalle de temps régulier pendant

48h.
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Synthèse bibliographique



Chapitre I Synthèse bibliographique

1

1- Généralités sur les bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques décrites pour la première fois par Orla-Jensen au début du

siècle (Klontz et Desenclos, 1990) et réunit plusieurs genres caractérisés par leurs capacité à

fermenter les glucides en produisant de l’acide lactique.

La première définition des bactéries lactiques basée sur la capacité de fermenter et de

coaguler le lait, englobait les bactéries coliformes et lactiques. En 1901 Beijerinck observe

que les Lactobacilles sont des bactéries de Gram positif, ce qui séparera définitivement les

bactéries lactiques (à Gram positif) des bactéries coliformes (Stiles et Holzapfel, 1997).

Ce sont des cellules procaryotes, hétérotrophes, chimioorganotrophes, non

pathogènes, a Gram positif, généralement immobiles, non sporulées, anaérobies mais

aérotolérantes (Novel, 1993), ne possédants pas la catalase, ni la nitrate réductase, ni la

cytochrome oxydase, ne liquéfiant pas la gélatine, et ne produisant pas d’indole ni

d’hydrogène sulfureux (De Roissart et Luquet, 1994).

Afin de se développer, elles ont besoin de sources de carbone organique (glucides

fermentescibles) et de nombreuses bactéries lactiques ont des exigences nutritionnelles

complexes en ce qui concerne les acides aminées ou les peptides, les vitamines et les acides

gras (Prescott et al, 1999).

Les bactéries lactiques peuvent avoir un métabolisme homofermentaire,

hétérofermentaire facultatif ou hétérofermentaire strict (Vandamme et al, 1996).

La plupart des bactéries lactiques participent à l’élaboration de nombreux produits

alimentaires fermentés pour lesquels elles jouent plusieurs rôles relatifs aux caractéristiques

organoleptiques, nutritionnelles et sanitaires de l’aliment. Elles sont également impliquées

dans les phénomènes d’altération de certaines catégories de denrées alimentaires. Leur

caractère pathogène est en revanche extrêmement réduit puisque seules certaines espèces des

genres Streptococcus et, dans certaines conditions, Enterococcus peuvent être impliquées

dans des infections Humaines (Laurent et al., 1998).
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2 - Historique des bactéries lactiques :

L’utilisation de la fermentation par L’Homme remonte à des temps très anciens. Les

premières preuves dès l’existence des produits laitiers fermentés remontent à 8000 ans avant

J.C (fox, 1993). Il faudra attendre Pasteur et ses travaux sur la fermentation en 1857 pour

établir un lien entre la fermentation lactique et les bactéries (Alice et Sanchez rivas, 1997).

La première culture bactérienne pure sera d’ailleurs une culture de Lactococcus lactis

obtenue et décrite par Josef lister en 1873 (Azcarate-Peril et al., 2004).

3 - Habitat :

Les bactéries lactiques ont pour habitats de nombreux milieux naturels .Elles

colonisent de nombreux produits alimentaires comme les produits laitiers, la viande, les

végétaux et les céréales. Elles font partie de la flore intestinale et vaginale Humaine et

animale (Zarour et al., 2012) mais certaines espèces semblent s’adapter à un environnement

spécifique et ne sont guère trouvées ailleurs que dans leurs habitats naturels (De Roissart,

1986).

4 - Classification et taxonomie :

La première classification des bactéries lactiques a été établie par Orla-jensen. Elle est

basée sur les caractéristiques observables telles que les propriétés morphologiques,

biochimiques et physiologiques. Les marqueurs chimiotaxonomiques, comme la composition

des acides gras et les constituants de la membrane cellulaire, ont été également utilisés pour la

classification (Krieg, 2001).

Les nouveaux outils pour l’identification et la classification des bactéries lactiques

remettent couramment et/ou complètement les méthodologies traditionnelles basées sur les

phénotypes. La classification s’appuie sur des données moléculaires comme la comparaison

des séquences codant pour l’ARN16S ribosomiques.

D’après Ludwig et al, (2008), le phylum firmicute comprend trois classes : Bacilli,

Clostridia et Erysipelotrichi. Appartenant à la classe Bacilli, les bactéries lactiques sont

divisées en trois familles :
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 Famille des Lactobacillaceae comportant les Lactobacillus, Paralactobacillus et

Pediococcus.

 Famille des Leuconostocaceae contenant les Leuconostoc, Oenococcus et

Weissella.

 Famille des Streptococcaceae comprenant les Streptococcus, Lactococcus et

Lactovum.

Les révisions taxonomiques des bactéries lactiques montrent que ces dernières

peuvent comprendre environ une quarantaine de genres (Holzaphel et al., 2001).

Tous les genres principaux des bactéries lactiques décrites sont classés dans les mêmes

phylums, classe et ordre. Seuls varient les familles et les genres.

Actuellement les bactéries lactiques regroupent treize genres bactériens différents :

Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus,

Bifidobactérium, Carnobacterium, Oenococcus, Weissella, Aerococcus, Tetragenococus,

Vagococcus (Dortu, Thonart, 2009).
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Figure 1 : Distance phylogénétique entre les genres principaux constituants les

bactéries lactiques basées sur les séquences d’ARNr 16S (Schleifer et Ludwig,

1995).

4.1- Le genre Lactobacillus :

Il regroupe de nombreuses espèces dont l’hétérogénéité est illustrée par la variation

G+C %. La classification remaniée par Kandler et Weiss (Gupta et al., 1992), les subdivise

en 3 groupes selon leur type fermentaire :

 Groupe I: il comprend les espèces homofermentaires obligatoires, c’est-à-dire

produisant exclusivement de l’acide lactique à partir du glucose. Ils sont incapables de

fermenter les pentoses et le gluconate. Ce groupe est constitué d’environ 25 espèces, la

plupart thermophile (croissance à 45°C) dont Lb.delbrueckii, Lb. Acidophiles et Lb.

Helveticus. La plupart des espèces sont présentes dans le lait et les produits laitiers,

mais un grand nombre a été isolé chez l’Homme et les animaux (tractus digestif,

organes génitaux) et participe à l’équilibre de la microflore de l’organisme ;
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 groupe II : ce sont les espèces hétérofermentaires facultatives, c’est-à-dire capable

d’utiliser la voie hétérofermentaire dans certaines conditions, comme une

concentration en glucose limitante. Il est constitué d’une vingtaine d’espèces dont

Lb.plantarum, Lb.casei, Lb.curvatus, Lb.sake, majoritairement mésophiles. Ils sont

isolés à partir des fourrages, les produits laitiers et les produits carnés ;

 groupe III : il est constitué des espèces hétérofermentaires obligatoires, c’est-à-dire

utilisant la voie des pentoses phosphates pour la fermentation des hexoses et des

pentoses. C’est un groupe qui rassemble des espèces relativement hétérogènes, surtout

mésophiles, comme Lb. brevis, Lb. Kefir et Lb.sanfrasisco. Outre leurs présences dans

les produits laitiers et carnés, certaines espèces se développent dans le tube digestif de

l’Homme, et participent à l’équilibre de la flore intestinale.

4.2- Le genre Leuconostoc :

Il rassemble les coques lenticulaires en paires ou chaînettes, mésophiles, qui possède

un caractère hétérofermentaire marqué, avec production d’acide lactique (isomère D), de CO2

et d’éthanol. Certaines espèces sont capables de fermenter le citrate, ce qui leur confère une

activité aromatique importante. D’autre synthétisent des dextranes en présence de saccharose

(Chowdhury et al., 1987). Ce genre comporte 7 espèces présentes majoritairement dans les

produits végétaux, mais elles sont également isolées dans les produits laitiers et le vin.
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5 - Activité acidifiante des bactéries lactiques :

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des

bactéries lactiques utilisée, dans les industries alimentaires. En effet, l’acidification a pendant

très longtemps, constituée une méthode privilégiée de conservation des aliments traditionnels,

depuis les laits fermentés jusqu’aux végétaux (choucroute, olives…), alors que l’Homme ne

disposait pas encore des techniques modernes de conservation, tel que l’appertisation et la

congélation/surgélation.

Les progrès réalisés depuis plusieurs décennies, tant au niveau des connaissances

scientifiques (principalement en génétique et en physiologie microbienne) que de

l’industrialisation des procédés de fabrication (génie microbiologiques et alimentaire), n’ont

pas modifié l’intérêt porté à cette faculté majeure des bactéries lactiques que constituent leurs

potentiels acidifiant. Cependant, ils ont permis :

 De mieux comprendre les mécanismes et les réactions d’acidification ;

 De définir des méthodes permettant de mieux quantifier ce phénomène ;

 De développer des stratégies pour agir sur les propriétés acidifiantes des

bactéries lactiques, et donc de mieux les maitriser et les adapter aux

spécificités recherchées (George, François, 2008).

Le processus d’acidification, étroitement associé à la croissance bactérienne, se

traduit par l’accumulation progressive d’acide lactique dans les milieux de culture. Les

conséquences, d’ordre physico-chimique et microbiologique, peuvent se résumer ainsi (Beal

et al., 2008) :

 Accumulation d’acide lactique participant à la saveur des aliments fermentés ;

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

 Limitation des risques de développement de flores pathogènes et d’altération dans les

produits finaux.

Dans le cas des produits laitiers d’autres phénomènes se manifestent, tel que :

 Déstabilisation des micelles de caséine et coagulation des laits (formation de caillés

lactiques) ;
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 Participation à la synérèse (expulsion de lactosérum) (George, François, 2008).

6- Mécanisme et réaction d’acidification :

L’acide lactique est le principal métabolite produit au cours de la croissance

des bactéries lactiques thermophiles et mésophiles. Il s’agit d’un acide faible dont le

pKa est égal à 3,9. Dans le lait et dans certains de ses dérivés, tel que le lactosérum et

la crème, la production d’acide lactique s’effectue essentiellement à partir du lactose.

La majorité des bactéries lactiques utilisées dans les produits laitiers ont un

métabolisme homofermentaire, c’est-à-dire qu’elles produisent presque exclusivement

de l’acide lactique à partir des sucres. Le bilan de la réaction est alors de quatre moles

d’acide lactique produit par un mole de lactose consommé. Cependant, les bactéries

lactiques thermophiles sont souvent incapables de métaboliser le galactose issu de la

scission du lactose, qui s’accumule alors dans le milieu de culture. Dans ce cas seules

deux moles d’acide lactique sont produites à partir du lactose (Georges et François,

2008).

Les espèces hétérofermentaires produisent des quantités équimolaires d’acide

lactique, de dioxyde de carbone et d’éthanol (ou d’acide acétique) (Dellaglio, 1989 ;

De vuyst, 2000).

7- Conservation du beurre :

Le beurre fait maison se conserve peu de temps, maximum 48 heures, sinon il rancira.

Pour conserver du beurre deux à trois semaines, même hors réfrigérateur, il faut le

mettre dans de l'eau à l'abri de la lumière. L'eau protège le beurre de l'oxydation.

L'ajout de sel (environ 3 %) facilite également sa conservation.

Le beurre est microbiologiquement plus stable que le lait ou la crème, peut être attaqué

par des souches lipolytiques, certaines levures et plusieurs moisissures qui provoquent

l'apparition de taches colorées en surface ou goût de rance.
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Ce travail a été effectué au sein du Laboratoire de Microbiologie générale (Bloc N°9) de

Université A/Mira de Béjaïa, durant la période allant du 23 janvier au 20 d’avril 2016.

1-Origine des bactéries utilisées :

Quinze souches de bactéries lactiques appartenant au genre Leuconostoc et

Lactobacillus ont été étudiées. Les souches sont isolées à partir du Lben et du beurre

traditionnel collectés dans différentes régions de Bejaia.

Tableau I : Représentation des souches de bactéries lactiques.

Le genre Les souches

Lactobacillus

Lacto 6 Lb

Lacto 16 Lb1

Lacto 16 Lb

Lacto 8 Lb

Lacto 3 Br

Lacto 13 Br

Lacto 15 Br

Lacto 10 Lb

Lacto 12 Lb

Lacto 7 Br

Lacto 13 Br

Lacto 9 Br

Leuconostoc
Ln 18 Br

Ln 7 Br

Ln 3 Lb

Ln 12 Lb

2-Revivification :

A partir des souches conservées à 4 °C, des pré-cultures successives ont été réalisées sur

bouillon MRS (Man Rogosa et Sharpe, 1960) (annexe I).

Dans un premier temps, les souches ont été ensemencées dans des tubes à essai

contenant 5 ml de bouillon MRS à pH=6,5. Après 24 h d’incubation à 30°C, 0,5 ml ont été

prélevé et ensemencée dans 5ml de bouillon MRS stérile. Puis 1ml de ce bouillon a été

repiqué dans 9 ml de MRS liquide puis incubée 24 h à 30 °C.

Des isolements sur gélose MRS, ont été aussi réalisés.
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3-Vérification de la pureté des souches :

Avant toute utilisation des souches, une vérification de leur pureté est indispensable.

Après quelques repiquages successifs, la pureté des souches est confirmée par des tests

morphologiques inspirés du Guiraud (2003) (figure 2).

4.- Observation macroscopique et microscopique :

4.1.- Observation macroscopique :

Sur gélose MRS, après une culture en surface, on peut caractériser les bactéries selon

l’aspect des colonies formées. Plusieurs critères sont pris en compte : taille, forme et aspect.

4.2- Observation microscopique :

L’observation microscopique permet de faire une étude morphologique des cellules

d’une espèce bactérienne et leur mode de regroupement.

5- Coloration de Gram et test de catalase :

5.1- Coloration de Gram :

La coloration de Gram a été effectuée selon le Protocol décrit dans l’annexe II.

5.2- Test de la catalase :

En présence d’oxygène moléculaire, certaines réactions métaboliques conduisent à la

formation d’eau oxygénée. La catalase est une enzyme qui dégrade l’eau oxygénée en eau et

oxygène.

Ce test consiste à mettre une colonie prélevée du milieu gélosé à l’aide d’une anse

stérile sur une lame de verre contenant une ou deux gouttes d’eau oxygénée à 10 volumes.

Le dégagement de bulles de gaz (d’oxygène) signifie qu’il y a production de l’enzyme

catalase et que le test est positif.
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6- Type fermentaire et mobilité des souches :

6.1- Type fermentaire :

La production de gaz à partir de la fermentation de glucose est étudiée dans le bouillon

MRS contenant la cloche de Durham (Smelis et al., 1994 ; Hasaine et al., 2008) (Annexe II).

6.2- Mobilité des souches :

Une méthode rapide consiste à observer entre lame et lamelle une suspension

bactérienne à l’objectif 40 sans fixation préalable par la chaleur ou l’alcool. Le renseignement

obtenu par cette observation concerne principalement la mobilité des bactéries.

7 -Standardisation des souches de bactéries lactiques :

Afin d’étudier le pouvoir acidifiant des quinze souches de bactéries lactiques (11

souches de Lactobacillus et 4 souches de leuconostocs), une standardisation de l’inoculum est

indispensable.

Les inocula des quinze souches de bactérie lactiques sont revivifiés par ensemencement

en stries sur gélose MRS. Après incubation à 30°C pendant 48h, 2 à 3 colonies bien isolées de

chaque souche sont repiquées à chaque fois dans 9 ml du bouillon MRS, puis incubées à 30°C

pendant 18 h.

Au terme de l’incubation, des dilutions décimales sont réalisées dans l’eau

physiologique stérile (de 10-1 jusqu'à 10-9), 1 ml des dilutions (10-7,10-8 et 10-9) est ensemencé

en masse dans une gélose MRS. Un dénombrement est effectué après incubation à 30°C

pendant 48 h.
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Bouillon de culture 1errepiquage

Incubation 30°C/24h

Incubation 30°C/24h

Gélose MRS

Souche conservée

Dans une gélose

MRS à 4 °C

Repiquer une colonie bien caractéristique

2ème repiquage

Incubation

30°C/24h

Bouillon de Incubation 30°C/24h

Culture

Vérification de la pureté de la souche

Coloration de Gram Etat frais (mobilité) test de catalase

Figure 2 : Revivification et vérification de la pureté de la souche.
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8- La croissance des souches à pH=3 :

Le but de ce test est de voir si les souches de bactéries lactiques croissent en milieu

acide.

Après 3h-6h-24h d’incubation des souches à 30°C, on a procédé à une centrifugation.

Pour cela, il a fallu prélever, 1ml de chaque suspension, les mettre dans des epindorfs

stériles, les placer ensuite dans une centrifugeuse de paillasse à 1000rpm, après 10min,

récupérer le culot et le mettre dans 9ml de bouillon MRS a pH =3 et enfin incuber à

30°C/24h et mesurer la densité optique (DO).

8.1- mesure de a densité optique :

La mesure de la densité optique est effectuée a une longueur d’onde de 620 nm au

spectrophotomètre de type UV/VIS UV-9200 (Annexe III).

9 -Suivie de la cinétique de croissance et d’acidification :

9.1- préparation des souches :

Pour obtenir une préculture, les souches conservées au réfrigérateur sont repiquées sur

le bouillon MRS avec un inoculum de 0,3% et incubées à 30°C/24h. Cette préculture sert à

inoculer le lait écrémé (candia) et le bouillon MRS dans des tubes de 10ml.

 Après 24h d’incubation à 30°C, 10ml de l’inoculum sont versés dans des flacons de

90ml de lait et de bouillon MRS, afin de suivre toutes les 3h, les cinétiques de

croissance et d’acidification.

9.2 – cinétique de croissance :

La croissance à 30°C, des souches sont évaluées par la mesure de la densité optique au

spectrophotomètre de marque (UV- 9200) à une longueur d’onde de 620nm.
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9 .2.1 – évolution du pH du lait et du bouillon MRS :

Les mesures du pH des deux milieux (lait et bouillon MRS) préalablement ensemencés

avec les différentes souches est mesurés à l’aide d’un pH mètre de type (HANNA) (annexe

V).

9.2.2 – mesure de l’acidité titrable :

9.2.2.1-but de la manipulation :

Cette manipulation a pour but de déterminer par titrage la concentration molaire en ions

H3O+ dans un échantillon de lait et de bouillon MRS. Cette concentration est exprimée en

degré Dornic (°D) puis convertie en g/l selon la formule :

1ml de NaOH → 10 °D et 1 °D → 0,01 d’acide lactique. 

9.2.2.2- principe :

Le lait contient très peu d’acide et pas d’acide lactique. L’augmentation de l’acidité

provient donc d’un développement important de la flore lactique influencée par la température

et la durée de conservation du lait.

Le dosage de l’acidité au cours de la croissance des souches dans le lait, est effectué

toutes les trois heures selon la méthode normalisée par titrimétrie en utilisant une solution de

NaOH à N/9, le titrage se fait sous agitation en présence de phénolphtaléine à 1%.
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Figure 3: Titrimétrie

Remplir la burette de la solution de NaOH N/9 puis régler le niveau du liquide à 0.

A l’aide d’une pipette graduée stérile. 10ml de lait sont prélevés et transférés dans un

bécher. Puis 3 gouttes de solution de phénolphtaléine sont ajoutées et titrée jusqu’à

apparition d’une couleur rose persistante.

Le volume de solution titrante utilisée en 1/9 de millilitre est noté (Guiraud, 1998).
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10 – suivie de la cinétique d’acidification en culture mixte :

L’association des bactéries lactique repose sur le choix de l’utilisation de trois

meilleures souches pures présentant une bonne acidification qui sont : Lacto 16 Lb, Lacto 8

Lb et Ln 18 Br et deux autres souches pures présentant une acidification moyenne qui sont :

Lacto 7 Br et Lacto 10 Lb.

Les cultures ont étés préparées par la combinaison de la souche Ln 18 Br avec les

quatre autre souches Lacto 10 Lb, Lacto 7 Br, Lacto 16 Lb et Lacto 8 Lb.

L’objectif est de vérifier si l’association de ces bactéries provoque un effet de symbiose.

Après 24 h d’incubation des souches à 30°C, on a procédé à une centrifugation.

Pour cela il a fallu de prélever grâce à une micropipette 1ml de chaque suspension, les mettre

dans des epindorfs stériles puis les placer dans une centrifugeuse de paillasse à 1000rpm et

après 10min et récupérer le culot et le mettre dans 5ml de lait pour lacto 10 Lb, lacto 7 Br,

lacto 6 lb1 et lacto 8 Lbet 20ml de lait pour Ln 18 Br enfin les incuber à 30°C/24h.

Afin de suivre les cinétiques d’acidification et de pH :

 dans des flacons contenant 90 ml de lait, on a associé 5ml de chaque souche avec 5ml

de Ln 18 Br.
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1- Vérification de la pureté des souches :

1.1- Caractérisation macroscopiques :

Sur gélose MRS, les souches apparaissent sous forme de petites colonies d’environ

1mm de diamètre, de forme lenticulaire et de couleur blanchâtre ou crémeuse, ronde plus-en

moins bombées (figure 4 et 5).

Figure 4 : Aspect macroscopique des colonies d’une souche de Leuconostoc sur gélose MRS.

Figure 5 : Aspect macroscopique des colonies d’une souche de Lactobacillus sur gélose

MRS.
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 Test de catalase :

Selon Laurent et al (1998), les bactéries lactiques sont des bactéries à catalase négatif. Les

résultats obtenus après le test de la catalase, sont de même pour toutes les souches (pas

d’effervescence).

1.2- Observation microscopique :

 Coloration de Gram :

Les cellules observées après coloration de Gram sont bleues voilettes pour toutes les souches

donc se sont de bactéries a Gram positif. Selon Laurent et al (1998), Les bactéries lactiques

sont des bactéries à Gram positif.

Figure 6 : aspect microscopique des souches de Lactobacillus et Leuconostoc après

coloration de Gram (Gx100).

Selon Lenoir et al (1992), il existe deux grands groupes de bactéries lactiques

morphologiquement bien distincts : les cocci et les bacilles.

L’aspect microscopique des souches après coloration de Gram a révélé deux formes de

cellules : coques et bâtonnets. Les coques de formes ovoïdes ou rondes sont disposées en

paires (diplocoques) ou en chainettes (courtes ou longues). Pour les bâtonnets nous avons soit

la forme bacille ou bien coccobacilles.
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Ces observations permettent de classer initialement les isolats selon le Gram, leur

morphologie cellulaire et leur mode d’association (Joffin et leyral, 1996) (Tableau II).

 Type fermentaire :

D’après les résultats obtenus, Le type fermentaire diffère d’une souche à une autre selon la

production de gaz (Tableau II).

 Mobilité des souches :

Le test de mobilité indique que les quinze souches étudiées sont des souches

immobiles, ce qui est cohérant avec les résultats de Laurent et al (1998) sur les

bactéries lactiques.

Tableau II : aspect macroscopique de quinze souches des bactéries lactiques et leur

type de fermentation.

Souches forme Production de gaz

Lacto 6 Lb Bacille Légère production

Lacto 16 Lb1 Bacille +

Lacto 16 Lb Bacille -

Lacto 8 Lb Bacille en chainette +

Lacto 3 Br Bacille +

Lacto 15 Br Petit Bacille Légère production

Lacto 10 Lb Coccobacille Légère production

Lacto 12 Lb Bacille en chainette -

Lacto 7 Br Bacille allongé +

Lacto 13 Br Coccobacille plus en moins

allongé

Légère production

Lacto 9 Br Bacille court +

Ln 18 Br Coccobacille -

Ln 7 Br Cocci allongé +
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Ln 3 Lb Coccobacille +

Ln 12 Lb Cocci -

2- Standardisation des souches de bactéries lactiques

Les résultats obtenus après la standardisation de quinze souches de bactérie lactique sont

regroupé dans le tableau III :

Tableau III : Résultats de la standardisation des souches de bactéries lactiques.

Souches
Nombre de colonies

prises
MRS normal

Lait

écrémé

Lacto 6 Lb 2colonies 2x1010 5,3x1010

Lacto 9 Br 3colonies 1,04x1010 7,4x1010

Lacto 16 Lb 3colonies 0,5 x1010 3,6x1010

Lacto 8 Lb 2colonies 1,5x1010 6,1 x1010

Ln 18 Br 2colonies 3,2x1010 1 x1010

Ln 7 Br 3colonies 1,5x1010 1,2x1010

Lacto 15 Br 3colonies 1,07x1010 6,2x1010

Ln 3 Lb 3colonies 2,1x1010 0,5x1010

Lacto 7 Br 2colonies 12,9x1010 9,8x1010

Lacto 10 Lb 3colonies 13,9x1010 5,1x1010

Lacto 16 Lb1 3colonies 1,55x1010 4,2x1010

Lacto 13 Br 3colonies 4,98x1010 5,1x1010

Lacto 12 Lb 3colonies 1,05x1010 9x1010

Ln 12 Lb 3colonies 1,2x1010 0,7x1010

Lacto 3 Br 3colonies 1,34x1010 2x1010
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Après dénombrement des colonies des souches de bactéries lactiques sur gélose MRS, on

constate que la croissance des souches est plus importante dans le lait que dans le milieu MRS

à l’exception de Ln18 Br, Ln 7 Br, Ln 3 Lb, Lacto 7 Br, Lacto10 Lb et Ln 12 Lb qui présentent

des valeurs respectives de 3,2x1010 , 1,5x1010 , 2,1x1010 , 13,9x1010 , 1,2 x1010 .

Lacto 9 Br, Lacto 8 Lb, Ln 15 Br, Lacto 7 Br et Lacto 12 Lb ont une croissance très

importante par rapport aux autres souches dans le lait.

Lacto 7 Br et Lacto 10 Lb sont les seules souches qui ont une croissance très importante dans

le milieu MRS.

3– Croissance des souches de bactéries lactiques à pH= 3 :

La mesure de la densité optique sur bouillon MRS à pH = 3 a été effectuée et comparé avec

le bouillon MRS à pH 6.5 l’estimation de la comparaison est représentée dans le tableau IV.

Tableau IV : Appréciation de la croissance des souches par rapport au témoin.

Souches pH=3 pH=6,5

Ln 6 Lb ++ +++

Lacto 9 Br ++ +++

Lacto 16 Lb ++ +++

Lacto 8 Lb ++ +++

Ln 18 Br ++ +++

Ln 7 Br ++ +++

Ln 15 Br ++ +++

Ln 3 Lb ++ +++

Lacto 7 Br ++ +++

Lacto 10 Lb ++ +++

Lacto 16 Lb1 ++ +++

Lacto 13 Br ++ +++

Lacto 12 Lb ++ +++

Ln 12 Lb ++ +++

Lacto 3 Br ++ +++
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4- Cinétique de croissance et d’acidification en culture pure sur bouillon

MRS :

4.1- Cinétique de croissance :

Les caractéristiques de la croissance de quinze souches de bactéries lactiques sont évoluées à

30 °C dans le bouillon MRS par la mesure de l’évolution de l’absorbance à 620 nm.

Les résultats obtenus sont représentés dans la figures 7, courbes (a, b, c, d, e).
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(c)
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(e)

Figure (7) : cinétique de croissance de quinze souches de bactéries lactiques sur bouillon MRS

Les souches de bactéries lactiques présentent des courbes de croissance similaires pendant la

période d’étude.

Les quinze souches étudiées ne présentent pas de phase de latence, ce qui signifie qu’elles se

sont adaptées directement au milieu vue qu’on les a repiquées à partir du bouillon MRS.

Les bacteries : Lacto 16 Lb 1, Ln 3 Lb, Lacto 15 Br, Lacto 7 Br, Lacto 8 Lb, Ln 18 Br, Lacto

13 Br et Lacto 9BRr, évoluent plus rapidement que les autres souches, les valeurs de la DO

sont respectivement 1.255, 1.239,1.228, 1.164, 1.163, 1.298 et 1.093. Ces souches sont citées

par ordre décroissant de croissance.

Après 24 h d’incubation, toutes les souches se caractérisent par une phase de déclin. Cette

phase correspond à la lyse des bactéries due au manque de réserve énergétique ou à

l’accumulation de l’acide lactique. À l’exception de Lacto16 Lb, Lacto 7 Br et Lacto 3 Br qui

continuent de croitre. La souche Lacto 16 Lb évolue plus rapidement que les deux autres

souches. La valeur de sa DO varie entre 0,915 et 1,023.

Les valeurs de densité optique obtenues se rapprochent de celles rapportées par certains

auteurs tels que Sboui et al (2009). (Densité=1,02+/-0,0032), Siboukeur(2007)

(Densité=1,0230=0,0045). D’autres auteurs avancent des valeurs plus élevées tel que

Kamoun, (1995) (Densité= 1,028+/-0,002), (Farah, 1993).
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4.2- Cinétique d’acidification sur bouillon MRS en culture pure :

Le suivi sur bouillon MRS (pH et acide lactique) pendant 48h d’incubation à 30 °C pour les quinze

souches, nous a permis de tracer la figure 8, courbes (a, b, c, d, e, f).
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(e)

(f)

Figure 8 : Evolution du pH et de l’acidité des quinze souches de bactéries lactiques.
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La diminution du pH pendant les six premières heures montre une production d’acides

lactique (courbes a, b, c, d, e et f) pour toutes les souches. Cette activité ralentie ensuite après

24 h.

Selon Amran et Prigent (1998), la diminution du pH, lors de la culture libre se combine à

l’accumulation de l’acide lactique et conduit à une forte inhibition de la croissance et du

métabolisme bactérien.

Les souches de bactéries lactiques qui présentent une croissance importante sur bouillon MRS

s’accompagnent d’une forte baisse de pH.

 En résumant l’effet du pH et de l’acide lactique sur la croissance et la production

d’acide lactique par les résultats conclus par Amran et Pringent (1999) :

Au début de la fermentation, le pH constitue le seul facteur qui contrôle la croissance et la

production d’acide lactique. À la fin de la croissance, durant la phase de déclin, l’inhibition se

fait uniquement par la concentration d’acide lactique non dissocié et le pH n’a qu’un effet

indirect.
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5- Variation de pH et de la capacité maximale d’acidification lors de la fermentation sur

bouillon MRS :

Dans cette etude, deux paramettres ont été etudiés, la variation de pH (∆pH) et la capacité

maximale d’acidification (Cm), dans le but est de comprarer entre les quinze souches. Les

resultats sont representés dans les figures 9 et 10.

Figure 9: Représentation graphique de  mesure ∆pH de différentes souches de bactéries 

lactiques

Figure 10 : Représentation graphique de mesure de Cm de différentes souches de bactéries

lactiques.
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Après 24 h de croissance des différentes souches de bactéries lactiques sur bouillon MRS à

30°C, les souches Lacto 13 Br et Lacto 10 Lb présentent les valeurs minimales et maximales

de ∆pH qui sont respectivement 1,41 et 2,54.

La variation de pH diffère d’une souche de bactérie lactique à une autre et la comparaison

entre elles se fait par rapport au ∆pH moyenne qui est de 1,67. 

Lacto 3 Br, Lacto 15 Br, Lacto 10 Lb, Lacto 7Br, Ln 18Br présentent une forte ∆pH (∆pH >

1,67), tandis que les autres souches ont un faible ∆pH (∆pH < 1 ,67). 

Les valeurs minimales et maximales de Cm au bout de 24 H sont respectivement 18 et 50°D

et appartiennent aux deux souches Ln 3 Lb et Lacto 3 Br.

La capacité d’acidification moyenne est de 34,29 °D.

Lacto 10Lb et Ln 3Lb présentent une faible Cm (Cm < 34,29 °D), tandis que les autres

souches ont une forte Cm (Cm> 34,29 °D).

 Les résultats obtenus de la comparaison des souches en fonction des paramètres Cm et

∆pH ont montrés que les souches présentant une forte ∆pH (∆pH > 1,67) sont 

accompagnées d’une forte Cm (Cm > 34,29 °D) ce qui concorde avec les résultats de

Sina (1992), à l’exception de Lacto 10 Lb qui présente une faible capacité

d’acidification d’une valeur de 20°D (soit Cm < 34,29 °D). Les souches à faible ∆pH 

s’accompagnent aussi d’une forte Cm, a l’expression prés de Ln 3lb qui présente une

faible capacité d’acidification d’une valeur de 18 °D (soit Cm < 34,29 °D).

-Ces résultats indiquent que la production d’acide lactique et la baisse de pH ne sont

pas toujours proportionnelles (Abutarbousch, 1996 ; Tourette et al., 2001).
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6 – Etude de la vitesse d’acidification des bactéries lactiques en culture pure

à partir de la variation de pH lors de la fermentation :

La variation du pH de la fermentation du bouillon MRS par les souches fortement acidifiantes

(Lacto 16 Lb, Lacto 3 Br, Lacto 15 Br, Lacto 7 Br et Ln 18 Br) a été étudié pendant les 6

premières heures (figure 11) afin de sélectionner la ou les souches à grande vitesse

d’acidification.

Figure 11 : Evolution de la variation du pH durant les 6 premières heures des 4 souches les

plus acidifiantes de bactéries lactiques sur bouillon MRS.

La détermination de la variation de pH (∆pH) permet de classer les bactéries lactiques

acidifiantes en fonction de leurs vitesse d’acidification pendant les 6 premières heures, ainsi

les souches sont qualifiées de : souches à grande vitesse d’acidification si la variation de pH

atteint une valeur de 0,4 unité de pH en moins de 3h ; souches a vitesse moyenne

d’acidification si cette valeur est atteinte entre 3 et 5h ; souches à faible vitesse d’acidification

si la valeur est atteinte après 5 h.(Aribas et al., 2009).

En projetant la valeur de 0,4 unité pH sur les courbes de variation puis sur l’axe des abscisses

(temps) (figure11), nous remarquons que les souches Lacto 3 Br, Lacto 15 Br et Lacto 7 Br

ont diminué le pH du bouillon MRS de 0,4 unité pH en moins de trois heures ; ce sont donc

des souches à grande vitesse d’acidification. De plus, la vitesse d’acidification de la souche

Lacto 3 Br est supérieur à celle de la souche Lacto 15 Br qui est aussi supérieure à celle de la

souche Lacto 7 Br de Ln 18 Br qui a diminué le pH du bouillon MRS de 0,4 unité pH pour

3< t ≤ 5heures. Donc cette souche a une vitesse moyenne d’acidification. 
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7- Cinétique d’acidification des souches de bactéries lactiques dans le lait :

La figures 12 (a, b, c, d, e, f) représente le suivi dans le lait (pH et acide lactique) pendant 48h

d’incubation à 30 °C pour les quinze souches de bactéries lactiques.
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(e)

(f)

Figure 12 : Evolution du pH et de l’acidité de quinze souches de bactéries lactiques.
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La baisse du pH du lait pendant les six premières heures (courbes a, b, c, d, e et f)

s’accompagne également d’une augmentation de production d’acides lactique pour toutes les

souches. Cette activité ralentie ensuite après 24 h.

L’acidité titrable du lait dépend du nombre de moles d’acide lactique présents dans ce produit

et elle est inversement proportionnelle à son pH (Mathieu, 1998) ; (Sina 1992). Ce qui

concorde avec les résultats obtenus.

Le lait acquiert ensuite une acidité, dite acidité développée car elle est provoquée par l’acide

lactique et d’autres acides issus de l’activité fermentaire des microorganismes (Badaoui,

2000).

Le lait normal présente une acidité de 14 à 17 °D. Les laits acides coagulent au chauffage à

partir de 25° D ou à température ordinaire à 70 °D (Larpent, 1997). Ce qui concorde avec

nos résultats car l’échantillon de lait à une valeur de 17 °D et les laits ensemencés avec les

différentes souches de bactéries lactiques ont, pour la plupart fortement coagulé le lait. Lacto

16 Lb1 et Lacto 8 Lb l’ont coagulé moyennement, tandis que Ln 3 Lb et Ln 12 Lb présentent

une faible coagulation (Annexe VII).
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8 - Variation de pH et de la capacité maximale d’acidification lors de la

fermentation dans le lait :

Les resultats de la variation de pH (∆pH) et de la capacité maximale d’acidification (Cm) sont

representés dans les figures 13 et 14.

Figure 13 : Représentation graphique de  mesure de  ∆pH de différentes souches de bactéries

lactiques

.

Figure 14 : Représentation graphique de mesure de Cm de différentes souches de bactéries

lactiques.
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Après 24h de croissance des différentes souches de bactéries lactiques sur le lait à 30 °C, les

valeurs minimales et maximales de ∆pH sont respectivement 0,59 et 1,97 qui appartiennent

aux deux souches Ln 12 Lb et Lacto 16 Lb.

Lacto 16 Lb1, Lacto12 LB, Lacto 9 Br, Ln 3 Lb et Ln 12 Lb présentent un faible ∆pH

(∆pH<1,55), tandis que les autres souches ont un fort ∆pH. 

Il est connu qu’a des pH bas, l’acide lactique provoque une pression dans les cellules

microbiennes (Vali et al., 2006) puis les bactéries perdent leurs activités physiologiques

entrainant ainsi une inhibition de β galactosidase et d’autres enzymes de la glycolyse. 

Après 24h d’acidification dans le lait à 30°C, Les valeurs minimales et maximales de Cm sont

respectivement de 3 et 60°D et la valeur de Cm moyen est de 36,6 °D.

Lacto 6 Lb, Lacto 16 Lb1, Lacto 8 Lb, Lacto 10 Lb, Lacto 12 Lb, Ln 3 Lb et Ln 12 Lb

présentent une faible Cm (Cm < 36,6), tandis que les autres souches ont une forte Cm.

 Les résultats obtenus de la comparaison des souches en fonction des paramètres Cm et

∆pH ont montrés que les souches présentant un fort ∆pH (∆pH > 1,55) sont 

accompagnées d’une forte Cm (Cm > 36,6), à l’exception de Lacto 10 Lb, Lacto 6Lb

et Lacto 8Lb qui présentent une faible capacité d’acidification de valeurs respectives

de 17, 34 et 23 °D (soit Cm < 36,6 °D), et que les souches à faible ∆pH 

s’accompagnent d’une faible Cm, à l’exception près de Lacto 9Br qui présente une

forte capacité d’acidification d’une valeur de 45 °D (soit Cm >36,6 °D).

Selon Abutarbousch (1996) et Tourette et al (2001), l’absence de relation directe entre

le pH et l’acidité dornic des inocula de quelques souches s’explique par rapport à l’effet du

tampon qui est relativement élevé et qui s’oppose au changement brusque du pH lors d’une

augmentation de l’acidité dornic.
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9- Etude de la vitesse d’acidification des souches de bactéries lactiques en

culture pure à partir de la variation de pH lors de la fermentation :

La variation du pH de la fermentation du lait par les souches fortement acidifiantes (de Lacto

16 Lb jusqu’à Ln 7 Br) a été étudié pendant les 6 premières heures (figure 15 et 16) afin de

sélectionner la ou les souches à grande vitesse d’acidification.

Figure 15 : Evolution de la variation du pH durant les 6 premières heures de 4 souches les

plus acidifiantes de bactéries lactiques dans le lait.

Figure 16: Evolution de la variation du pH durant les 6 premières heures de 3 souches les

plus acidifiantes de bactéries lactiques dans le lait.
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En projetant la valeur de 0,4 unité pH sur les courbes de variation puis sur l’axe des abscisses

(temps), nous remarquons que : Les souches Lacto 16 Lb, Lacto 3 Br, Lacto 13 Br et Ln 7 Br

ont diminué le pH du lait de 0,4 unité pH en moins de trois heures; ce sont donc des souches à

grande vitesse d’acidification.

De plus, la vitesse d’acidification de la souche Lacto 16 Lb est supérieure à celle de la souche

Lacto 3 Br qui est aussi supérieure à celle de la souche Lacto 13 Br qui est aussi plus grande

que celle de Ln 7 Br.

Les souches Lacto 15 Br, Lacto 7 Br et Ln 18 Br. ont diminué le pH du lait de 0,4 unité pH

pour  3< t ≤ 5heures. Ces souches ont une vitesse moyenne d’acidification du lait. De plus la 

vitesse d’acidification de la souche Ln 18 Br est plus grande que celle de Lacto 7 Br qui est

aussi plus grande que celle de Lacto 15 Br.

Les résultats de chamba et prost (1989) et chamba (1990) ont confirmé qu’une souche de

bactérie lactique n’est acidifiante que si la diminution de pH égale au moins 0,4 unité en 3H.

À cet égard on peut confirmer que les souches Lacto 16 Lb, Lacto 3 Br., lacto 13 br et Ln 7 Br

sont fortement acidifiante.

10- Cinétique d’acidification dans le lait en culture mixte :

Le suivi dans le lait du pH et acidité Dornic pendant 48h d’incubation à 30 °C pour les

souches en culture mixte nous a permis de tracer les courbes 17 et 18 :

Figure 17 : Evolution du pH des souches en culture mixte dans le lait.
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Figure 18 : Evolution de l’acidité des souches en culture mixte dans le lait.

Concernant les cultures mixtes étudiées, la diminution du pH du lait est plus rapide pour la

combinaison (Ln 18 Br, Lacto 10 Lb) et pour (Lacto 18 br, Ln 8 Lb) (figure 17) en comparaison

avec la culture pure.

La production d’acide par les cultures mixtes pour toutes les souches est nettement supérieures à

celles des cultures pures, les résultats obtenues avec des cultures mixtes (figure 18) révèle une

stimulation de la production d’acide lactique.

Les associations (Lacto 8 Lb, Ln 18 Br) et (Lacto 10 Lb, Ln 18 Br) présentent une acidité Dornic

plus élevée que dans le cas où ces souches sont ensemencées en culture pures. L’amélioration de

l’activité acidifiante est plus marquée pour la culture mixte où sont associées les souches (Lacto

16 Lb, Ln 18 Br). En culture pure, la souche Ln 18 Br présente une acidité moyenne.

L’association des souches de bactéries lactiques étudiées, en proportion identique, entraîne une

amélioration du pouvoir acidifiant ; ceci indique l’existence d’une interaction entre les souches,

une relation de symbiose qui se déroule en activant leur pouvoir fermentaire (Ngounou et al.,

2003).
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11- Variation de pH et de la capacité maximale d’acidification en culture mixte lors de

la fermentation dans le lait :

Les resultats de la variation de pH (∆pH) et de la capacité maximale d’acidification (Cm) en

culture mixte sont representés dans les figures 19 et 20.

Figure 19: Représentation graphique de  mesure  de  ∆pH de différentes souches de bactéries 

lactiques en culture mixte.

Figure 20: Représentation graphique de mesure de Cm de différentes souches de bactéries

lactiques en culture mixte.
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Après 24h d’incubation, dans le lait à 30°C, les valeurs minimales et maximales de ∆pH sont

respectivement 1,7 et 1,79 sont révélées chez les combinaisons (Ln 18 Br, Laco 7 Br) et (Ln

18 Br, Laco 8 Lb) et la valeur du ∆pH moyen est de 1,74. 

L’association des souches : (Ln 18 Br, Lacto 16Lb), (Ln 18 Br, Lacto 10 Lb), et (Ln 18 Br,

Lacto 8 Lb) présentent ∆pH > 1.74, tandis que l’association que l’association (Ln 18 Br, Lacto

7 Br) a un ∆pH < 1.74. 

Les souches Lacto 16 Lb et Lacto 7 Br diminuent le pH du lait mieux en culture pure qu’en

culture mixte car ce sont des souches fortement acidifiantes qui se sont associées avec une

souche moyennement acidifiante (Ln 18 Br). Contrairement aux souches Lacto 8Lb et Lacto

10 Lb qui diminuent le pH mieux en culture mixte qu’en culture pure.

Les valeurs minimales et maximales de Cm sont respectivement de 57 et 135 °D et la valeur

de Cm moyen est de 87,25 °D.

L’interaction entre les souches (Ln 18 Br + 16 Lb), (Ln 18 Br + Lacto 7 Br) et (Ln 18 Br +

lacto 8 Lb) présentent une forte Cm tandis que l’interaction entre Ln 18 Br et Lacto 10 Lb

présente une faible Cm (Cm < 87,25).

 Les résultats obtenus de la comparaison des souches en fonction des paramètres Cm et

∆pH ont montrés que l’association des souches présentant un fort ∆pH (∆pH > 1,74) 

est accompagnée d’une forte Cm à l’exception de l’association de Ln 18 Br avec Lacto

10 Lb qui a un faible Cm d’une valeur de 57 °D (Cm < 87,27 °D). L’association de Ln

18 Br avec Lacto 7 Br présente un faible ∆pH  et une forte Cm de valeur de 98 °D 

(soit Cm > 87,25 °D).
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12- Etude de la vitesse d’acidification des souches de bactéries lactiques en culture mixte

à partir de la variation de pH lors de la fermentation :

La variation du pH de la fermentation du lait par les souches fortement acidifiantes (Lacto 16

Lb, Lacto 7 Br et Lacto 8 Lb et Lacto 10 Lb) a été étudié pendant les 6 premières heures

(figure 21).

Figure 21: Evolution de la variation du pH durant les 6 premières heures des 4 souches en

culture mixte dans le lait.

En projetant la valeur de 0,4 unité pH sur les courbes de variation puis sur l’axe des abscisses

(temps) (figure 21), nous remarquons que l’association des souches Ln 18 Br avec Lacto 16

Lb a fait diminué le pH dans le lait de 0,4 unité pH en moins de trois heures ; il s’agit donc

d’une association à grande vitesse d’acidification. De plus, la vitesse d’acidification de

l’association des souches Ln 18 Br avec Lacto 7 Br et l’association de Ln 18 Br avec Ln 8 Lb

ont fait diminué le pH du lait de 0,4 unité pH pour  3< t ≤ 6heures. Donc ce sont des souches à 

vitesse moyenne d’acidification. La vitesse d’acidification de l’association de Ln 18 Br avec

Lacto 10 Lb diminue le pH dans le lait de 0,4 unité pH à partir de 6 H. Cette association a une

lente vitesse d’acidification.
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Les études de combinaisons des souches pour l’acidification nous ont permis de dégager une

relation de coopération entre les souches de Leuconostoc et de lactobacillus. En effet, en

présence de Leuconostoc, la vitesse d’acidification du lait par les lactobacilles augmente de

façon considérable (Diks et al., 1995) cela s’applique aux résultats obtenus par l’association

des souches Lacto 10 Lb avec Ln 18 Br et Lacto 8 Lb avec Ln 18 Br.

Diks et al (1995), ont aussi démontré que certaines espèces de Lactobacillus et de

Leuconostoc sont en étroite relation cela s’applique également aux résultats qu’on a obtenus

avec les combinaisons (Lacto 16 Lb, Ln 18 Br) et (Lacto 7 Br, Ln 18 Br).
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Conclusion

Depuis l’antiquité, les bactéries lactiques ont étés utilisées pour la fabrication et la

conservation d’aliments. La découverte de leur action sur le lait fut probablement accidentelle

mais leur utilisation fut perpétuée sous forme de ferments et elle est en développement

continue.

En ce qui concerne l’aptitude du lait de vache à l’acidification par les ferments lactiques, seuls

quelques travaux anciens se sont attachés à comparer la croissance de bactéries lactiques dans

des laits de vache de diverses origines.

Le but de cette étude était d’étudier le pouvoir acidifiant de 15 souches de bactéries lactiques

en fonction des paramètres Cm, ∆pH et vitesse d’acidification puis de comparer entre elle et

de sélectionner les souches les plus acidifiantes en culture pure et en culture mixte.

D’après les résultats obtenus, nous avons pu déduire que, même au sein d’un même genre, il

existe des variations entre les souches. Le pouvoir acidifiant diffère d’une souche de bactérie

lactique à une autre. En effet les souches Lacto 16 Lb, Lacto 3Br, Lacto 13 Br présentent une

forte capacité d’acidification contrairement aux espèces : Lato 8 Lb et Lacto 16 Lb 1 du genre

lactobacillus et la souche Ln 7 Br présente une forte capacité d’acidification contrairement

aux espèces Ln 12 Lb et Ln 3 Lb du genre Leuconstoc.

Selon notre étude en termes d’acidification en culture mixte, nous avons pu constater qu’il

existe des interactions positives entre les souches qui sont regroupées sous le terme de

coopération, on cite : Ln 18 Br avec Lacto 8 Lb et Ln 18 Br avec Lacto 10 Lb.
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Annexes



Annexe I :

Le milieu MRS

- peptone ………………………………………10g

- extrait de viande……………………………..10g

- extrait de levure ........................................…...5g

- glucose……………………………….……….20g

- tween 80………………………………………1ml

- Phosphate dipotassique………………………..2g

- acétate de sodium …………………………….5g

- citrate triamoniaque…………………………..2g

- sulfate de magnésium………………………200mg=0,2g

- sulfate de manganèse……………………….50mg=0,05g

Autoclavage à 120°C pendant 20 min.

pH= 6,5

Annexe II :

Coloration de Gram :

1- Déposer une goutte d’eau stérile sur une lame bien propre

2- 2- Prélever un échantillon de colonie et mélanger avec la goutte d’eau, strier et sécher par

passage rapide sur la flamme d’un bec benzène pendant 30s a 1 min

3- Couvrir le frottis par du cristal violet pendant 60 secondes

4- Laver l’excès du colorant avec de l’eau distillée

5- Couvrir de lugol pendant 30 secondes

6- Laver à l’eau distillée pendant 5 secondes



7- Rincer immédiatement le frottis avec le mélange alcool - acétone en inclinant la lame et par

goutte à goutte jusqu’à disparition complète de la coloration violette

8- Laver à l’eau distillée pendant 5 secondes

9- Couvrir avec de la fuschine pendant 30 secondes

10- Laver à l’eau distillée pendant 10 secondes, sécher par passage rapide sur la flamme d’un

bec benzène

11- Déposer une goutte d’huile à immersion sur le frottis et observer au microscope à un fort

grossissement.

Les cellules Gram (+) absorbent la couleur du cristal violet et demeurent bleues violettes en

apparence, contrairement aux cellules Gram- qui apparaissent distinctement rosâtres.

Annexe III: appareillage utilisé

Spectrophotomètre de type UV/VIS UV-9200



pH mètre de type (HANNA).

Coagulation de quelques souches de bactéries lactiques



Annexe IV:

Tableau I: mesure du pH des différentes souches en fonction du temps sur bouillon

MRS.

Souches                              PH après          ∆pH après  

T0 3H 6H 24H 48H 6H 24H 48H

Lacto

6Lb

4,87 4,34 3,78 3,32 3,31 1,09 1,55 1,56

Lacto

16Lb1

4,82 4,44 3,91 3,36 3,47 0,91 1,46 1,35

Lacto 16

Lb

4,81 4,44 3,87 3,00 3,39 0,94 1,81 1,42

Lacto 8

Lb

4,72 4,34 3,83 3,37 3,50 0,89 1,35 1,22

Lacto 3

Br

4,95 4,48 3,85 3,21 3,37 1,1 1,74 1,58

Lacto 15

Br

5,28 4,86 4,04 3,34 3,42 1,24 1,94 1,86

Lacto 10

Lb

5,96 4,48 3,83 3,42 3,40 2,13 2,54 2,56

Lacto 12

Lb

4,76 4,28 3,78 3,24 3,26 0,98 1,52 1,5

Lacto 7

Br

5,35 4,94 4,13 3,36 3,41 1,22 1,99 1,94

Lacto 13

Br

4,79 4,49 3,83 3,38 3,39 0,96 1,41 1,4

Lacto 9

Br

4,77 4,25 3,85 3,35 3,36 0,92 1,42 1,41

Ln 18 Br 5,43 5,12 4,17 3,42 3,50 1,26 2,01 1,93

Ln 7 Br 4,92 4,52 3,99 3,33 3,42 0,93 1,59 1,5

Ln 3 Lb 5,18 4,74 3,98 3,52 3,43 1,2 1,66 1,75



Ln 12 Lb 4,75 4,29 3,82 3,27 3,32 0,93 1,51 1,43

Tableau II : mesure de l’acidité titrable des différentes souches en fonction du temps sur

bouillon MRS.

Souches Acidité après Cm

T0 3H 6H 24H 48H 24H 48H

Lacto

6Lb

15 18 24 52 45 37 30

Lacto

16Lb1

15 21 25 55 62 40 47

Lacto 16

Lb

18 23 21 64 647 46 467

Lacto 8

Lb

13 20 30 42 60 29 47

Lacto3Br 20 21 30 70 82 50 62

Lacto 15

Br

10 11 29 52 52 42 42

Lacto 10

Lb

10 20 26 30 44 20 34

Lacto 12

Lb

11 16 28 46 95 35 84

Lacto 7

Br

8 16 20 38 42 30 34

Lacto 13

Br

16 25 27 54 31 38 15

Lacto 9

Br

13 15 22 36 46 23 33

Ln 18 15 16 20 48 40 33 25

Ln 7 Br 15 17 34 53 46 38 31

Ln 3 Lb 11 14 27 29 33 18 22

Ln 12 Lb 11 16 25 49 45 38 34



Tableau III : mesure du pH des différentes souches en fonction du temps dans le lait.

Souches                              PH après         ∆pH après 

T0 3H 6H 24H 48H 6 H 24 H 48H

Lacto

6Lb

6,41 6,22 5,84 4,85 4,34 0,57 1,56 2,07

Lacto

16Lb1

6,63 6,36 6,26 5,58 4,45 0,37 1,05 2,18

Lacto

16 Lb

6,37 5,65 5,27 4,40 4,08 1,1 1,97 2,29

Lacto 8

Lb

6,56 6,26 5,73 4,89 4,45 0,83 1,67 2,11

Lacto 3

Br

6,23 5,77 5,36 4,40 4,08 0,87 1,83 2,15

Lacto

15 Br

6,46 6,18 5,91 4,78 4,13 0,55 1,68 2,33

Lacto

10 Lb

6,51 6,22 5,80 4,82 4,39 0,71 1,69 2,12

Lacto

12 Lb

6,46 6,21 5,84 5,08 4,56 0,62 1,38 1,9

Lacto 7

Br

6,38 6,05 5,74 4,59 4,09 0,64 1,79 2,29

Lacto

13 Br

6,65 6,20 5,79 4,78 4,39 0,86 1,87 2,26

Lacto 9

Br

6,61 6,42 6,24 5,10 4,27 0,37 1,51 2,34

Ln 18

Br

6,36 5,97 5,55 4,73 4,39 0,81 1,63 1,97

Ln 7 Br 6,46 6,05 5,56 4,56 4,16 0,9 1,9 2,3

Ln 3 Lb 6,66 6,53 6,39 5,49 5,01 0,27 1,17 1,65

Ln12Lb 6,59 6,51 6,39 6,00 4,80 0,2 0,59 1,79



Tableau IV : mesure de l’acidité titrable de différentes souches en fonction du temps dans le

lait.

Souches Acidité titrable après Cm

T0 3H 6H 24H 48H 24H 48H

Lacto

6Lb

25 28 37 59 87 34 62

Lacto

16Lb1

21 24 32 40 83 19 62

Lacto 16

Lb

36 40 58 85 137 49 101

Lacto 8

Lb

12 13 28 35 81 23 73

Lacto 3

Br

37 41 68 90 131 55 94

Lacto 15

Br

25 28 35 85 135 60 11

Lacto 10

Lb

19 21 34 36 91 17 72

Lacto 12

Lb

25 30 45 57 90 27 65

Lacto 7

Br

29 30 40 85 125 56 96

Lacto 13

Br

21 2,3 32 58 95 37 74

Lacto 9

Br

27 2,8 30 72 120 45 93

Ln 18 Br 26 35 45 83 135 57 109

Ln 7 Br 22 25 44 70 125 48 103

Ln 3 Lb 13 21 23 40 80 19 59

Ln 12 Lb 18 20 23 25 61 3 39



Tableau V : mesure du pH des différentes souches en fonction du temps dans le lait en culture

mixte.

Souches PH après ∆pH après 

T0 3H 6H 24H 48H 6H 24 H 48 H

Ln 18 Br

+ Lacto

16 Lb

6.12 5,90 5.59 4.37 4.02 0,53 1,75 2,1

Ln 18 Br

+ Laco 7

Br

6.56 6.36 6.12 4.86 4.06 0,44 1,7 2,5

Ln 18 Br

+ Lacto

10 Lb

6.43 6.31 6.03 4.69 4.05 0,4 1,74 2,38

Ln 18 Br

+ Laco 8

Lb

6.46 6.28 6.00 4.67 4.05 0,46 1,79 2,41



Tableau VI : mesure de l’acidité titrable de différentes souches en fonction du temps dans le

lait

Souches Acidité titrable après Cm après

T0 3H 6H 24H 48H 24 H 48 H

Ln 18 Br

+ Lacto

16 Lb

33 35 47 168 218 135 185

Ln 18 Br

+ Laco 7

Br

22 28 31 94 120 72 98

Ln 18 Br

+ Lacto

10 Lb

31 33 38 88 115 57 84

Ln 18 Br

+ Laco 8

Lb

27 30 33 112 165 85 138



Tableau IIIX : Suivie de la densité optique des souches de bactéries lactiques sur bouillon MRS.

souche Lacto
6 Lb

Lacto
16
Lb1

Lacto
16 Lb

Lacto
8 Lb

Lacto
3 Br

Lacto
15 Br

Lacto
10 Lb

Lacto
12 Lb

Lacto
7 Br

Lacto
13 Br

Lacto
9 Br

Ln
18 Br

Ln 7
Br

Ln 3
Lb

Ln
12
Lb

DO600nm(t=0H) 0.295 0.296 0.322 0.357 0.244 0.207 0.320 0.282 0.148 0.339 0.296 0.149 0.268 0.237 0.334

DO600nm(t=3H) 0.495 0.479 0.540 0.610 0.330 0.485 0.456 0.548 0.470 0.310 0.573 0.406 0.506 0.545 0.513

DO600nm(t=6H) 0.516 0.782 0.652 0.830 0.603 0.933 0.715 0.634 0.828 0.704 0.781 0.816 0.932 0.947 0.642

DO600nm(t=24H) 1.035 1.255 0.915 1.164 1.054 1.239 1.062 0.960 1.228 1.098 1.093 1.163 1.170 1.246 1.077

DO600nm(t=48H) 0.951 1.239 1.023 1.052 1.062 1.221 1.047 0.952 1.292 0.965 1.068 1.116 1.190 1.167 1.010





Résumé

L’étude du pouvoir acidifiant des quinze souches appartenant aux genres Lactobacillus et

Leuconostoc, ensemencés dans du lait écrémé, a permis de mesurer le pH et l’acide produit en

°D toutes les trois heures pendants 48 H. Le suivie de la cinétique d’acidification de chaque

souche ont montrés que les souches Lacto 16 Lb, Lacto 3 Br, Lacto 13 Br et Ln 7 Br ont une

capacité acidifiante importante contrairement aux espèces : Ln 12 LB, Ln 3 Lb, Lacto 8 Lb et

Lacto 16 Lb1. Mais les valeurs maximales obtenues après 48 H d’incubation à 30 °C nous ont

permis de conclure que nos souches testées en Leuconostoc sont en générale faiblement

acidifiante, en effet le genre Leuconostoc en technologie laitière est utilisé pour pouvoir

aromatisant et pour la production du CO2 alors que la production d’acide est préconisée pour

les Lactobacilles.

Mots clés : pouvoir acidifiant, Lactobacillus, Leuconostoc, lait écrémé, pH, acide.

Abstract

The study of acidifying ability of fifteen strains belonging to the genus Lactobacillus

and Leuconostoc, inoculated in skim milk, allowed us to measure pH and the produced acid

(in °D) every 3 hours for 48h.The following of acidification kinetics for each strain has shown

that Lacto 16 Lb, Lacto 3 Br, Lacto 13 Br et Ln 7 Br have an important acidifying ability, in

contrast to Ln 12 LB, Ln 3 Lb, Lacto 8 Lb and Lacto 16 Lb1. However, the maximal values

obtained after 48 hours of incubation at 30°C allowed us to conclude that the tested strains of

Leuconostoc are generally weakly acidifying. In fact, the genus Leuconostoc is used in dairy

technologies for their flavoring ability and production of CO2, while the production of acid is

confined for Lactobacillus.

Key words: acidifying ability, Lactobacillus, Leuconostoc, skim milk, pH, acid.
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