République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministeére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université A. MIRA - Bejaia

Faculté des Sciences de la Nature et de l1a Vie

Département de Microbiologie &\ Alsy Aogn
Filiére : Sciences biologiques QD Tasdawit n Bgayet
Option : Microbiologie Alimentaire et santé Universite de Belala

Mémoire de Fin de Cycle
En vue de I’obtention du diplome

MASTER

Theme

Les aptitudes technologiques des bactéries

lactiques isolées du beurre et du lben

Présente par :

AYADI Samia & KERNOU Sara
Soutenu le : 14 Juin 2016

Devant le jury composé de :
M NABTI. EH Président
Mme BENACHOUR. K Encadreur

Mme LOUILACHE. F Examinatrice

Année universitaire : 2015/ 2016




747, I IRE YRS JA
y

PR I7C PN 7 PC PR PR IR TR ITC TC TG 06 06 06 76 76 D6 e 04 0% 7%
. & & & & & ./ & & & & & &/ &/ & & ./ & & & & .
7, 7“7, 7, 7 7“0, 7“5, 77, 7“0, 7%, (A 7“0 (7 (2 (2 (Z/ (2 (2 (A (2 (A
A} Afal] Aal] Aty 77 Aty AalY 77 AalY 7, 7% At} At} 77 Aty Aal] 7, 7% Afal] Afal] 77 A
2 N 0K VK K X R Ul X 0 X 0l 2l U Rl e X e ”
.

Y
R

N N
< O
D

N

KN\ Y

A\

AN
N
A

SN
Y N,
N A\
N

N \‘q
SN
Ay N\
\\ D
WV

N A N
Ry

7 / ’

3

N
~

3

D
\
,
\

N
.
D

)

Remerciement

3,
\
D

N dh
xS \
\\
\o‘
NNA
T\
Y N \
Sy
NVERV.S
YR
WYY

)
.

Avant tout nous remercions Dieu, le tout puissant, de nous avoir donné, le courage, la force,

D

-
Y \l
\\ 2
N
DA

,

-
N

N

™

™

La sant¢ et la persistance.

)
D

AY N
ANy
3
\\
N
R\ S
MW\ W
Ry N\
\\ 2
N N
R

D
\

-y
%S \)
N N
N
3
N »
RANAY" Y
-
AN
N 3 Y
N
N SO
o

-

& N
S \
R\
N N
DAY

N
.
D

)

Q
Y N
\\ \
\ N
N\AY

Nous adressons nos vifs remerciements a notre promotrice M™ Benachour-kada karima de

D

Nous avoir proposé ce théme, pour ses orientations et son suivi durant la période de la

3,

WR W
AN
R S)
N\ Y
RV
R Y
W\ W\
XS N
R N
N
N O
R

N
.
D

Réalisation de ce travail.

D

-y
S Q
N S
NS
R4

N
D
N\

)
b

8. AL N QNG
S NN X S \
N D AN\ N
NN N
NV NS A
& A A N ATD
Y N2, Ay ALY, \
N N N N 2
~ '~ ~
R\ OOV Y S
NN NN\

,

Nous tenons a remercier vivement M" Nabti. EH qui nous a fait un immense honneur d'avoir

N,
N

D
\

Accepté de présider le jury.

)

)
D

Ny
N
<

R
Ay
D
\\
N N
R\NAY

\

N
.
<

D N N
x$ \
‘\ )
(N
N
Nk
W WL
X
N
AN\ VS
ANAY

D

-y
Ay N\
\\
\®\
R\

\
)

Nos reconnaissances remerciements s'adressent également 8 M™° Louilache Titeli Fatiha

|

T AV N
xS’ \
‘\ )
~
S\ £
o
W\ W\
2 N\
\\
\ >
N

D
)

N
.

Qui a accepté d'évaluer et d'examiner ce travail.

N
b

3,

R

Y \

\\

\ N
AN

Ve
S’ N\
B
N
DA
d

)

X
D

el N
XY X
‘\ )
.
) o
o
Yor ) N N
N\~
N
R\
DAY

~
.
A,
N
<

Un remerciement trés particulier a toutes les Ingénieurs de laboratoire Microbiologie

R
Ay
D
\\
\ N
R\AY

D
\

-
Ay N
\\ 2
N
DA

\

N
.
D
)
D

-

Générale (1) Pour les soutiens et leurs infini gentillesse.

D
)

<\
[ \
\\
X N
NNAY
W\ W\
Y \
\\
\ N
DAY

\_ AW3
\:‘
B

Q
WA
\<:>
R\
N ~
DAY

)
~

R
Ay N1
\\ <
\ N
AN

3,
\

-
N
[
-
N
3

O
£y \
\\

N ¢

DAY

Nos tres spéciaux remerciements reviennent a nos parents, nos familles Kernou et Ayadi

<\

Y \

\\

\ N
DAY

Et a tous nos amis pour leurs encouragements et leurs compréhensions.

gy
S v
3
A
N
N
P\
Ay N\
3
N
RS
AN

,
\

)
D

<\
N1y \
\\
\ N
N\

)
~

-
3

N

[
-

O
Y
\\
N ¢
DAY

D
|
)

Enfin, nous ne pouvons pas terminer sans remercier tous nos camarades de la promotion
Microbiologie Alimentaire et Santé (2015/2016), on vous souhaite tout le bien et toute

D
,
\

-

Vel
xS N\
N S
N
DA
-\
Ay N
\\ D
N
RN Y

\

-

. AV
AN
N Y
NN
N\
P\
Ny’ N\
N N
A
) SO
R

N
.
D
)
D

<\

Y \

\\

\ N
N\

|
D

La réussite.

D
<

N
.
)
x

S AYN
xS \
A
O SO
N\AY
W\
Ly’ \
R Ju
X N
D )

D
X
<

Merci a tous ceux qui ont contribué a la réalisation de ce travail.

D
<

PO
xS \
N S
.
O Y
N
R N
Y’ N\
KN N
£
NG
W

~
~
)
~

S AYN
xS \
A
) SO
RNAY
W\
£y \
\\ bl
N S
o

D
X
<
N

)
x

D
<

S AN
xS \)
N S
N
RNAY
W\
Y’ NN
R 3
N S
Nodh

~
.
)
x

N\ WP
xS \
A
) SO
RNAY
RN
Ry \
\\ b
N N
Nk

D
<

~
~.
D

4R 22l
@ ,

@ DG P DY P PO P DR DG P PG PO DG PR DG PG DR DY P PG
Y &/ & &/ & &/ &/ &/ &/ &/ &/ &/ &/ &/ &/ &/ &/ &/ & &/ .
7’ 77, 77, 77, 77, (A (2 (A (A (2 (2 7, (2 (A (A (A (A (A (2 (A
7 (Al 7,7y (S (S (AL 7,77 7,77 (Al (A4 (Al (Afal] 7,7y (Al 7,7 7,7 s (Al 7,7y 7,7y (Al (A4
Y 0 0l 0 Rl 0 0 0 0l 2l 2 0l D2 D D 0 0l 0l 0ol N 0l S

-

LA N
\}
N N
N\
N\ AY
AR N
S \
N
(N
NG
RO

|



2l YL Zh/, Z Y. 2o/, 2 2Y. AL 2/, 22, ZA/, z 77, z 2. 2/, TR YL AL AL Z Y. A/, Z 77, Z A, 2.
L7 :y’czy'c:!’ A N N N N N N NN N NN NN NN NN
7 127 - 7 7 7 7 7 7 7 7 17 £/ i/ 17 7 i/ i/ -l i/ i/ i/ -
’ (2 (2 (2 (2 (2 (2 (2 (2 (2 (A (2 %, % %, %, 2/ % %, A/ %, (A A
v (ALY e (A4 (A4 (A4 (e (A4 (A4 (A4 (A4 (AL (A (A4 (AL (A4 7, re (AL (A4 (A4 7,7 (Al (4
"g,//f’«, Y Y Y DY DY DY DY Y Y DY M VA DM D DM M DM K DK O I/"y/l/'

’ ¢ ’ £
; ¢ J, (’ ’/ 4
N4 N

1/ 7/

7 7y

3,

AN
ANy
\\
N
NNA

)
.

)
\

<
Y
D
\\
\ N
N\

SDigace

Louange @ igu, l tout puissant qui ma donné i Jorce et le courage daverr  accomplir Ge

S 4
xS Q
N
N\ V™
DAY
W\
A \
N 3
N S
AN

0y
™
T\

,
\

-

)
P

<\
1y \
\\
\ N
N\AY

SR
S \
\\
R ¢
RAAY
W\
A N\
N 3 Y
N
N SO
N\ ah

N
By

-_an

S AT
Y 1S \
<: >‘\<:>
) AN
AN (BN ~
R RN
W\
2 N\
\\
N\ N
N\AY

3,
\

)
D

lravatl dédier a

D

P T W
N
N N N
AN NN O
RN RN

)
x

A3
N

L

4

&es plus chers & mon caur sur celle lorre, ma mére qui & su habillement quider mes premicrs pas dans e

AaY
D
N
A
N\

- W
Sy
N
3
89
S
3
A

monde, el & mon cher pére, donl le courage [éducation onl fail de moi ce qui e sus, i rous garde, loul

D

AN
W N\
\\
N

DAY

N
D
N\

qy
LS N\
N S
N
AN S
N dh

les deuw.

<,

Ay \D
\\ <
N\ N
RS

N

-
B

3

)
-

N
<

)
A\

<\
1y \
\\
\ N
DAY

N
N

DTN
A
N
N N
DAY

N,

A mies chéres saurs . Qdouhila ot Kamiz; ainst leurs Gpouz (SBillil et Toufik) et & Chiziri ot Aming.

Vel
xS Q
N
N
RNAY
-\
Ay \
\< : >\
AN NS
N

Yy
[
0\

,
\

)
D

X
1y \
\\
\ N
NN

-

R
S N\
\\
N
ANAY

A mes chers fréves . Kyes dl sa femme ainsi que Ouanis

D AVN
Yy \
N N
.
AN N
DN Y
P\
Ay \
R N
~
N\ VS
N

D
,
\

)

A mes nicces el mes neveuz . OPabring wardia indss motistafa, meriam, imdare, cl les petils ador? isskam o

D

e DTN
xS’ \
‘\ )
x Qv
S\ £
o
W\ W\
2 N\
\\
\ >
N\

adam.

N
.
<

3
Y N\
R N
N
AN SO
RO Y

\

D AN
S \
\\
N O\
DAY

S ) N
\‘\\
[
\‘\‘
&

A mes chers grand pere . moubiark el mohnd akli

R

S c

N

N N
DAY

D

N

AN
NN\

e e T
A,
N
>
-
S

R
Ay
D
\\
\ N
R\AY

\

e
\:‘
B

3
$
\\
\®\
DA

D

-
3

N

[
-

N
RN
N
N\ N
DAY

N
.
<

A loules mes tantes et mes oncles.

)
D

<\
N1y \
\\
\ N
DAY

D

A loules mes cousines el mes cousins.

gy
Ay N
N
) S
RAAS
8 AN
Ay N
R N
~
AN O
\odlh

Yy
[
0\

3,
\

)
D

<\
N1y \
\\
\ N
DAY

-

S
N \
\\
N ¢
DAY

A CMohamed qui ma towours encouragé et souten durant loules mes années unversiaies.

D AN
Y \
N N
.
AN L
ok
e N
Ay \
R N
~
R\ S
RN Y

D
,
\

)
D

A M bindme et chére amie samiz avee quil jai parlagé des moments difficiles et des moments agréables

D
)

e DTN
[ \
R N
~
) N\
o
W\ W\
Y \
\\
\ N
N\

\_ AW3
\:‘

B

N

~

le long de ce travail

3
\\O
R\
N ~
DA
3
By’ \
N 3
N S
AN

,
\

S ) N
\‘\\

[

N

N+
&

NN\

A mes chers amies . lpdia, maya, azas, assia, wahiba, nowel aldia nound, lamiz, et hind

D
|

e e
-
8

O
Y
\\
N ¢
DA

Ay
D
N
AN

~
.
N
b

Q
£y \
\\
N N
N\AY

Nl

xS \

3

A

2\ o

RNAY
3
<

N
.
)
x

A vous tous ... merci

S AYN
xS \
\\ S
O ~
N\AY
W\
Y’ NN
R b
X N
D )

D
X
<
N

)
x

S AVN
xS \)
N S
N
RNAY
W\
xSy \
N 3
N S
N

D
<

PO
xS \
N S
N
) N
N
N
xSy \
N N Y
o8
NS
N

D
<

Qbara

D
<

P
xS \
N S
.
) ~
o
RN
Ly’ \
N N
N
NG
Nk

~
.
)
x

N\ WP
S \
A
) SO
RNAY
V) W\
A N\
\\ b
N N
Nk

7,
@

"c’ ’1‘;3’ ”,‘;c’ @ e D6 PYe Do De D D6 DG PG DC D e PG D@ DY D6 e
74 >/ >/ >/ >/ >/ >/ >/ >/ >/ >/ >/ >/ >/ >/ >/ >/ >/ >/ >/ /
v/ - - £/ i e/ 2/ e/ i/ 2/ 2/ 2/ 2/ 2/ 2/ 2/ 2/ 2/ - 2/ ” -
’, 7, (2 7, () () () () () 7, (2 (2 (2 (A (A (A (A (A (2 (A (A
7,7y (Al 7,7y (S (S (AL 7,77 7,77 (Al (A4 (Al (Afal] 7,7y (Al 7,7 7,7 s (Al 7,7y 7,7y (Al (A4 7
0 0 0 0 0 0l o 0 0l 0 0 M 0 2k M 0 0 M 0 2 R ]

[ T 4
S
B
L
NS
A N0
0‘\
N
N hy
NG



2/, 7% IRG
”

28 ;”1’;’ ’:‘z’"’.’;’ ”.‘z’”’.’;’ @ P ."’”',,F’ ",’;’ ".’z’"',‘;’ ",’;’ ",’5’ @ ",,;’ ".’z’”’.‘;’ @ ,,, WA
y y y y y y y y y y y y y y y y y y y
. &/ g - &/ Y/ 7 &/ I/ Y/ I/ . Y/ I/ g Y/ Y/ & Y/ . /. &
(2 (2 (2 (2 (A (2 (A (2 (7 (2 (2 (7 (2 (2 (2 (2 (2 7, (2 9,
e (A (Al 7"y (Al Ay (Y (Al (A (Al (Al (A (Al 7, ry (Afaly (Al (Al (Al (A (Afa)
4 b V0 0 U Rl Rl 0 ! ! i 0 02 Dl P Rl 0 0 Dl il 0l 4

<
!

N AN

(2 (A
vre (A
D uk 0.4
”rl,’ ”/(,’
[/ G 1/ G

N
NN
\‘\‘\‘
N
AN
NN\

-\
\\‘0\\‘
N}
AN
N A
o
N -‘\\:\-\
S
\\
N AY
NNA

3,
|
D
¥

S
~

N
N\ N
\)
N

DNAY

NG AV
S N\
N\ 3
N\ N
ANAY

S Acace

N
\
"\
N

e
XY
3
N
SER\

N
NNA

R)
NNy

x

]y
\“
A

e dédie ce travail .

Y
3
AN
AN
N

D
\

. A A
<
N

AN AT
S N3 \
N N

N S\ S

NN AN

e TN
RS N\
N N
R VR VS
N\NAY N

N

N\ PN
Ay N2,
N NN
N\ 2™
N

<

A mes trés chers parents, source de mon bonheur ,

3
~
N
\‘\\

D)
D

A A
Y N\
‘\ )
SN
DA
[ AN A
Y \
\\
N Y
LN

N
D[

Chlon pere, et ma meére, en témoignage de ma reconnaissance envers le soutien, les sacrifies et louls les

Y2 | ’ 7 5 ’ 1707 ’ 1 ’ A5 A5 v/
Wl efforts qu ils ont Jait pour mon éducation ainsi gue ma [ormation, qui mon loujours aids e guidsé vers le o
VRS Ao quibon fat p quic ma formation, qul mon 1oy g
% /. chomin de lr réussite, N
s P

N\,
A
\

A N
A
S
PRV

NNA

N
\ Y
£

Nt N ®
Q
N
‘\\O\\
NNy

A mes chéres Grandes meres, qui 1 onl Jamdis 18culé devant aucun Sacrifice pour me voir 1ussir dans ma

DAY

vie.

D
N
R

D)

.4
%S \
\\ 2
N A)
RNAY

N
N3y
)
\

N WY
n Y
\\c
N\ N
AN

\33
A

SO

> )

AN
]y \
A
N N
N

e
\ N,
N

&
\

N
.
<

A Rada pour sonl soutien él encourigement duranl loule lx période de la réalisation de ce travaille

S
\

AN\
W
N\

A mes tres dheres saurs atix Cininane, OPara ;

~

\‘\‘\
N
DR\

P\
N Ay
S

~
.

N\
)

4>

xS
D
N
S\

DAY
Nt e
S ®

N
S\ S
NNAY

A mon cher fréere CMassinissa ;

3

N

N
DAY

D)

YN AW
xS N\
N &

N\ )

NN

N
.
D

N
Ny
N
\

DTN
Y \
N
S\ S
N4

A ma binome et chére amie Obara, avee Wy"ai parfaje’ des moments ;ﬁﬁ%i/ey et des moments @réaé/ey

N\
N
£>

N WY
3y
N
N\ %S
NNy

\ -
\
D
o

DAY

le /ory de ce travail

A\
D\A
Yy
D
N
R

WA
3
N
a

N
D

~
.
3

N
S

N\
N

W\ WY
xS
D
N
)
NNAS
) e
Y \
D
N
a VY
NNy

A mes cheres amies, ~Sfousia, Lamiz, ~fowaia, bara, Assia

DAY

D)

"\
Ay \)
\\
N\ AY
R\

\

~
\‘\‘\
N

TN

N
.
D

DTN
S \
N
S\ S
NNA

A tous mes /)mo/wf al lout qw‘ ME CONNAIS,

N\
N
£>

N WY
3y
N
N\ %S
NNy

&
\
3
o

A\
D\A
Yy
S
N
AN
ANAY

WA
3
N
a

~
.
3

N
>

W\ WY
Y
D
N
S\
ANAS
e e
NS \
D D
N N
ANV N
NN NNy

D)

L) N
%S N\
\\
N\ AY
R\

N
.
<

N
N3y
)
\

el e
&S ®
N
NN

Qbamia

D

AN AV
RS N, \
N N

D SN N

MNA NN

N
=\

O N
X \‘\‘
\< : >\\
N S

Nodh

D
X

D

W\ W
S QR
N S
h D[
N\ VS

Nodh
g\
Ly N\,
N N
£N
R\ VS
ok

D

SN
.
‘i \
NS
ANA
S\
Ly N\,
N N
£N
N\ ™
o

~
~

\;
)
x

D A
RS \
D
N
N S
NN\
N v
N N
Nodh

X
D
X

)
x

W\
RS \
‘\ )
N
NN\
S\
L) N\
\\ X
N N
Nodh

\

)

~
N
4

N\AY

S\
3
N ~
N) S
ol

<
3

N

A )

W\

| AN
) o
N

~
~

-

N
QR AW
O
)
~
N\ Y™
AN

5 ’1!;' @ 57 ",!; e Q0 D@ D6 P D D6 D@ P ",!;’ @ e P ",!;’ @ e Pe P ple
v v v /. v v v v v v v v / v v
2/ 2 2 e/ e/ 27 127 27 177 27 177 e/ 127 vy g2 2/ - e/ 2/ 2/ 2
7’ 77, ) 77, 77, (A (2 9/, (2 (2 (2 7, (2 (2 (2 (2 (2 (2 o, (2
7 (Al 7,7y (Nl (faly (e (a4 7y (AP, 7,7y (A (Afaly 7,7y (a4 (Afaly (A} (A4 (AP, 7y (e 7,
A 0 0 0l 0 0l 0 0 0l 0 0l 2 0 0 0l 0l 0l M 0 0 M 0l



A S\ R WA WS NN W A SR A SRR R TR R TR TR PR CR TR TR TR R RN R TR NN
AR AN N AR ART AR AN NI ARY N A RS AN AN A RN A RN AN AN AN AN A NS A NS AN A N AN A NS AN AR AR AR
W W W W W N W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W
R N R S S 3R N R R 3R &R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
SRV SNV SV SNV SNV ANV D SQV D SV ANV AN AN AN N\ AN A A AV SV A A A Y SV SV AN A NNV D
NSRS A WA WA WA A WA WA W A W i AR AR A WA AR A WA A A A A A A WA WA WA A WA WA WA WA WA WA WA W i

Sommaire




=T

Liste des tableaux

Liste des figures
Liste des abréviations

It OAUC IO . .o o 01

Chapitre I :

Syntheése bibliographique

1. Généralisées sur les bactéries lactiques..........coovvviviiiiiiiiiiiiii e 02
2. Habitats des bactéries 1actiques..........ovveiviiiiii e 02
3. Taxonomie et classification des bactéries lactiques.................coovviviiiininin 02
3.1, Le genre Lactobacillus. ..............cooiuiieiiii i 04
L.1.1Le EeNTEe LOUCONOSIOC. ... .eveee et e eaeeeenns 04
4. Principales voies fermentaire des bactéries lactiques .................ceevveiieeens 05
5. Aptitudes technologiques des bactéries lactiques.............ccoevvviiiininn.... 05
S5.1.Aptitude acidifiante............oviiiitii e 05
5.2. Aptitude proteolytiqUue. .......ovvneiitt e e 06
5.3.Aptitude HPpolytique. .....vveiee e 06
5.4.Aptitude aromMatiSANT. .......o.oitiietit ittt 06
S5.5.Aptitude teXtUIANt. ..ottt 07
6. Les applications industrielles des bactéries lactiques.................coeovvennn.. 07
Chapitre I1 : <
Matériel et Méthodes
1. Lieuetdurée dutravail............oooiiiiii 08
2. Origine des SOUCHES. ... ..ttt e 08
30 MALETICLS. .. ettt 09

Bl LAt 09



L1 Huile d'olive. ...
L2, GLYCEIOL. ot
1.3. Milieux de cultures. .........ooovueininiiiii e
1.4. Produits chimiques et 1éactifs............oviiiiiiiiiiiii e
1.5. Outils de 1a microbiologie .........cevviriiiiiiiii e
2. Revivification des bactéries lactiques...........c.ooviviiiiiiiiiiiiiiiea .
2.1.Revivification et purification des bactéries lactiques...............c..coeeuenn.
2.2 .Etudes des caractéres morphologiques ...........oovvviiiiiiiiiiiiiii i,
2.2.1. Caractérisation mMacroSCOPIQUE. . ..vuureenreereeenreenneeenneraneeannnns
2.2.2. Caractérisation mMiCrOSCOPIQUE. ... uueenrenreentenreeneeneerenenneaneannanns
2.2.3. Test de Production de catalase.............ccceoeviiiiiiiiiiniiniiinnne.
3. standardiSation............oieiiii e
4. Etudes de quelques aptitudes technologiques des bactéries lactiques...........
4.1.Pouvoir acidifiant ...........coooiiiiii
4.2 . Pouvoir protéolytiqQUE. ... ..ovutiet ettt et
4.3 .Mesure de I'activité protéolytique des eXoprotéases..........ovvvveevnnennn...
4.4 Mesure de l'activité protéolytique des endoprotéases..........................
4.5.Pouvoir HPOLYHIQUES. ...ttt e
4.6.POuvoir aromatiSAnt .............e.eveernirtintittit i
4.7 POUVOIT €PAISSISSANE. ... \vttett et eette et et e eite et e ee e aeeeeneereeeireeniseeens
4.8 Pouvoir coagulant...........c.ooiiiiiiiii e
4.9. POUVOIT tEXEUTANT ... .ottt ettt ettt
4.9.1. Détection de l'aspect des colonies...........oouvviiiiiniiiiininnn...

6.9.1. Quantification de la production des exopolysaccharides (EPS).........

Chapitre I11
Résultats et discussion
| |

1. Revivification et identification des bactéries lactiques............................

2. EXamen macroSCOPIQUE. .. ..uuueenrteett et eatte et etteeniie e eteearaeeaneeennenns
2.1 Milieu lHquide. ....oviieii e
2.2.MilIEU SOLIAE. ..ot

3. EXamen mMiCTOSCOPIQUE. . uvuuttnttentteiete et eatte et eatteeneeenan s eareesaneesaeeennnes

09
09
09
09
10
10
10
10
10
10
10
11
11
11
13
13
13
13
13
14
14
14
14
14

16
16
16
17
17



A, Test de Catalase. . ..ot

5. StandardiSation. ... ..oooiiiiiiiit i,

6. Aptitudes technologiques des bactéries lactiques.............cooeviieiiiiiinin....

6.1. Résultats du pouvoir acidifiant.................oooiiiiiiieee e,

6.2. Evolution de la vitesse d’acidification et de 1’acidité Dornic............

6.3. Résultats du pouvoir protéolytique......

6.3.1. Résultats de 'activité exoprotéasique..........c.ovveveiereneenneennnnn.

6.3.2. Résultats de l'activité endoprotéasique ...........ccoveveevvennnnnnnn.

6.4. Résultats du pouvoir Hpolytique........coeviiiiiiiiii e

6.5. Résultats du pouvoir aromatisant ................ceeviiiiiiiiiiiiiiniienieeeenee

6.6. Résultats du pouvoir €paisSSiSSANt ..........vueeiiiriinieieateenteniienieeniens

6.7. Résultats du pouvoir coagulant..........

6.8.1. Test de la production de dextrane

6.8.2. Quantification des EPS..............coiiiii e,

CONCIUSION. .« ettt e e e e e

Références bibliographiques

Annexes

18
18
19
19
20
22
24
25
26
27
28
28
29
29
30
32



Liste des tableaux en annexes

Annexe IV
Tableau I : Standardisation

Tableau Il : Résultats de catalase, coloration de Gram et aspect microscopiques des

souches.
Annexe V
Tableau III : Résultats de pouvoir acidifiant
Tableau IV : Représentation de A pH et A acidit¢ Dornic (D°) des souches.
Annexe VI
Tableau V : Pouvoir protéolytique
Tableau VI : Résultats des exoprotéases
Tableau VII : Résultats des endoprotéases
Annexe VII
Tableau VIII: Représentation des résultants du pouvoir lipolytique
Tableau IX : Pouvoir aromatisant
Tableau X : Pouvoir épaississant
Tableau XI : Pouvoir coagulant
Annexe VIII
Tableau XII : La concentration et 'absorbance de différentes dilutions

Tableau XIII : Résultats de quantification des exopolysaccharides (EPS)



o)

Liste des abréviations

\/
BAL : bactéries de I'acide lactiques
D° : Degré dornic

DO : Densité optique

EMP: Embden-Meyerhof-Parnas
EPS: exopolysaccharides

h : heure

H,0; : eau oxygénée

Lb: Lactobacillus

Ln : Leuconostoc

MRS: Man Rogosa Sharp

N : normalité

Na Cl : Chlorure de sodium

PH : Potentiel d'hydrogene

Sp: espece

Subsp: sous espece

T°: Température

UFC : Unité Formant Colonie

UV : ultra-violet

V : volume

VP : Voges prostauere



Figure 01: Le protocole a suivre pour la réalisation du test acidité.....................
Figure 02 : Aspect de culture pure des bacteries lactiques sur boullion MRS..............
Figure 03 : Observation macroscopiques des bactéries lactiques a I'eeil nue............
Figure04 : Aspect microscopiques et arrangement des isolats des BAL..................
Figure0S : Variation de pH et de l'acidit¢ Dornic chez les souches chez toutes les
SOUCKES . . ettt ettt ettt et e a e b et et b et et b et et as
Figure 06 : Histogramme de la cinétique d’évolutionde ApH................ooiiin.
Figure 07 : Histogramme de la cinétique d’évolution de ’AAD®.............cccoviiiinia
Figure 08 : Activité protéolytique sur milieu MRS au lait ..............coooin
Figure 09: les diametres des zones d’hydrolyses des protéines sur gélose MRS

additionné de lait partiellement écrémé

Figure 10
Figure 11
Figure 12
Figure 13
Figure 14
Figure 15
Figure 16
Figure 17
Figure 18
Figure 19
Figure 20

Liste des figures

: Représentation de L’activité exoprotéasique........................

: Histogramme des diamétres de l'activité exoprotéasique.........
: Représentation de I’activité endoprotéasique.......................
: Histogramme des diamétres de 1'activité endoprotéasique........

: Production d'arome par les bactéries lactiques.....................

: Aspect des gels formés sur lait saccharosé.................oooviiiiiiiienee,

: Aspect de lait apres la coagulation et formation de gel................

: Aspect des colonies sur gélose hypersaccharosée.................
: Aspect des colonies aprés l'agrandissement........................

: Production des EPS par des bactéries lactiques..................

: Histogramme de quantification des EPS................ooiiiii,

12

17
18

19
20
21
23

23
24
25
25
26
27
28
29
30
30
30
31



Introduction




Introduction

Les bactéries lactiques appartiennent a un groupe de bactéries bénéfiques, sont
largement impliquées dans la fabrication des produits laitiers fermentés du fait de leurs
activités métaboliques particulieres. La production d'acide lactique est essentielle a la
production des produits laitiers fermentés et leur confére une saveur typique (Labaoui et

al.,2005).

Ces bactéries contribuent par leurs activités enzymatiques variées, a la production de
composés volatils qui participent au développement de 1’arome, de la saveur, et de la texture
de plusieurs produits laitiers. Certaines bactéries lactiques produisent des exopolysaccharides
qui jouent un role important dans le développement de la texture de plusieurs produits laitiers

(Labaoui et al.,2005).

Ces bactéries présentent un grand intérét dans l'industrie laiticre (Bakhouche et
Baoulahrouf, 2005). Elles sont parmi les plus importants groupes de micro-organismes

utilisés dans la fermentation alimentaires (Hikmate et al.,2012).

En industrie alimentaire, les bactéries lactiques sont a l'origine des processus de
transformation conditionnant la texture et la qualité organoleptique des produits alimentaires

fermentés. (Ganzele et al., 2000 ; Delgado et al., 2001 ; Taillez.,2001)

Cette étude s'intercale dans 1'objectif d'étudier quelques aptitudes technologiques de

certaines bactéries lactiques (Lactobacillus, Leuconostoc).

Ce manuscrit est structuré en trois chapitres, le premier est consacré a une synthése
bibliographique articulée autour des généralités et la classification des bactéries lactiques, et
leurs intéréts dans le domaine industriel, le second chapitre présente le matériel et les
méthodes mis en ceuvre dans le cadre de la réalisation de ce travail, les résultats obtenus et

leurs discussions sont rassemblées dans le troisiéme chapitre.



Chapitre 1 :
Synthese bibliographique
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1-Généralisées sur les bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques sont décrites pour la premicre fois par Orla-Jensen au début du
XXe siecle. Elles constituent un groupe hétérogeéne, qui n’est pas clairement défini du point
de vue taxonomique (Stackebrandt et Goebel, 1994).

Ce sont des coques ou des bacilles, Gram positif, ayant en commun la production d’acide

lactique comme produit final de la fermentation des sucres.

Ces bactéries sont des procaryotes, hétérotrophes et chimioorganotrophes
généralement immobiles, asporulées et ont des exigences nutritionnelles complexes en ce qui
concerne les acides aminées, les peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides

fermentescibles (Dellaglio et al.,1994).

Comme elles ne posseédent pas de cytochrome, ces bactéries ne tirent pas leur énergie
de la respiration, mais par phosphorylation du substrat au cours de la fermentation des sucres.
En effet, les bactéries homolactiques strictes produisent uniquement de ’acide lactique en
suivant la voie D’Embden-Meyerhof, alors les bactéries hétérolactiques peuvent produire de
I’acide acétique, de I’éthanol et du dioxyde de carbone en plus de 1’acide lactique suivant la
voie des pentoses phosphates (Prescott et al .,2003).

Il ya plusieures genres qui figurent dans la catégorie des de bactéries lactiques :
Aerococcus, Alloicoccus, Carnobacterium, QOenococcus, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcos, Tertagenococcus et Vagococcus

(Klein et al., 1998 ; Guiraud et al., 2003 ; Axelsson, 2004 ; Limsowtin et al., 2004).

2-Habitat des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques sont treés répondues dans la nature, elles colonisent des milieux
naturels riches trés différents du point de vue physico-chimique. 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 (Drouault et Corthier, 2001).

3-Taxonomie et classification des bactéries lactiques :
Depuis la description du Bacterium lactis (actuellement Lactococcus lactis), la

taxonomie des bactéries lactiques est en évolution permanente. Le nombre de nouvelles
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especes a augmenté énormément au cours de ces derniéres années. Les réorganisations
effectuées ont contribué a fusionner des especes en une seule, ou identifier une espéce comme
un nouveau genre (Pot ,2008).

La composition en G+C de I’ADN, la composition en acides gras, la mobilité
¢lectrophorétique de la lactate déshydrogénase sont également des critéres qui peuvent étre
¢tudiés pour l'identification des especes lactiques (Vandamme, 1996 ; Stiles et Holzopfel,
1997 ; Ho et al., 2007).

La morphologie est considérée comme la caractéristique clé pour décrire et classifier
les genres des bactéries lactiques. De ce fait, les bactéries lactiques peuvent étre divisées
arbitrairement en bacilles (Lactobacillus et Carnobacterium) et coques (tous les autres
genres). Le genre Weissella, récemment décrit, est le seul genre qui comporte a la fois des
bacilles et des coques (Collins et al., 1993 ; Ho et al., 2007).

La premiére classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 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).

D'aprés Ludwig et al (2008), la phylum firmicutes comprend 3 classes qui sont:
Bacilli, Clostridia et Erysipelotrichi , les bactéries lactiques appartenant a la classe Bacilli sont

divisées en trois familles:

o Famille des Lactobacillaceae, comportant les Lactobacillus, Paralactobacillus et
Pediococcus.

o Famille des Leuconostocaceae, contenant les Leuconostoc, Oeuococcus et Weissela.

o Famille des Streptococcaceae, comprenant les Streptococcus, Lactococcs et

Lactovum .

La classification des bactéries lactiques a été profondément révisée a la lumicre des
résultats obtenus par les nouvelles méthodes de taxonomie moléculaire. Les caractéristiques
détaillées des bactéries lactiques sont données dans un important ouvrage, qui leur est
exclusivement consacré, coordonné par Roissart et Luquet (1994) ainsi que dans le Bergey's

Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al.,1994).
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3-1.Le genre Lactobacillus :

C’est le genre principal de la famille lactobacillaceae, il contient de nombreuse espéces
qui sont des agents de fermentation lactique intervenant dans de nombreuse industries ou qui
sont rencontrer comme contaminants.

Certains espéces de lactobacilles sont homolactiques et d’autres hétérolactiques produisant

des acides volatils, de I’éthanol et de CO, en plus de I’acide lactique (Edwards et al., 2000).

Les lactobacilles homofermentaire stricte (par exemple les Lb.delbruekii), utilisent la
voie de la glycolyse, les pentoses et le gluconate ne sont pas fermentés.
Parmi les hétérofermentaires, certains sont facultatifs (par exemple Lb.casei), ils utilisent la
glycolyse ou le cycle des pentoses. Les lactobacilles exigent pour leurs développements des
milieux bien adaptés, riches en acides aminés, en vitamines et en acides gras, ils sont
acidophiles. Ils sont généralement peu protéolytiques et peu lipolytiques.
Le réle des lactobacilles est également important dans la fermentation des produits laitiers,

des fruits et Iégumes ( Rodas et al., 2005 ; Figueiredo et al., 2008).

3-2. Le genre Leuconostoc :

Les leuconostoc sont hétérofermentaires, ils produisent de 1’acide lactique, CO, et
I’éthanol. Ce sont des coques groupés en paires ou chaines, catalase négatif (Larpent et al.,
1997), leurs températures de croissance se situe entre 25°C-30°C, leur croissance est lente. Le
développement des leuconostoc entraine souvent I’apparition d’une viscosité dans le milieu,
(Guiraud et al., 2003).

Le genre Leuconostoc a auparavant incluse des coccobacilles hétérofermentaires,
produisant uniquement de 1’acide lactique, et ne produisent pas d’ammoniaque a partir
d’arginine, ainsi ce genre est différent des autres coques par la fermentation hétérolactique. Il
est facile de confondre les leuconostoc et certains coccobacilles hétérolactiques (Krieg et al.,
2001).

Les études phylogénétiques des leuconostoc montrent une diversité dans ce genre
(Chenoll et al., 2003 ; Eom et al., 2007 ;Hu et al.. 2009).

Dans I’industrie laitiere, les leuconostoc, principalement les L.mesenteroides subsp
cremois sont utilisé pour produire des substances aromatiques telles que diacétyl et acétoine a
partir des citrates du lait. Certains espéces de L.carnosum ont été proposées pour la

bioconservation des produits carnés emballés sous vide et entreposés au froid, contre les
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Listéria monocytogenes (Budde et al., 2003) . Ce genre également important dans les

fermentations naturelles des produits d’origines végétales (Eom et al.,2007).

4. Principales voies fermentaires des bactéries lactiques :

Toute croissance nécessite la production d’énergie et les bactéries lactiques ne font pas
exception a la régle. Hétérotrophes, elles tirent leurs énergie de la fermentation des substrats
carbonés. Les carbohydrates fermentés en acide lactique par les bactéries lactiques peuvent
étre des monosaccharides tels que des hexoses (glucose, galactose), des pentoses (xylose,
ribose, arabinose), hexitols et pentitols (mannitol, sorbitol, xylitol) ou des disaccarides
(lactose, saccharose, cellobiose, tréhalose).

La fermentation des sucres s’effectue essentiellement en trois étapes:

- le transport du sucre a travers la membrane cellulaire ;

- le catabolisme intracellulaire du sucre ;

- la formation et 1’expulsion extracellulaire des métabolites terminaux.

Selon les genres ou especes, les bactéries lactiques utilisent principalement 1’'une des deux
voies majeures du métabolisme des sucres. Il s’agit des voies homofermentaires (Embden
Meyerhof-Parnas, EMP) et hétérofermentaires (voie des pentoses phosphate) (Atlan et
al.,2008).

5. Aptitudes technologiques des bactéries lactiques:
5-1. Aptitude acidifiante :

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 ’acide lactique a partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours de
la croissance bactérienne (Méyri- Miikinen et Bigret, 2004 ; Monnet et al., 2008).

Les conséquences, d’ordre physico-chimique et microbiologique, peuvent se présenté
par:

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

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

- Limitation des risques de développement des flores pathogeénes et d’altération dans les
produits finaux ;

- Déstabilisation des micelles de caséines, coagulation des laits et participation a la synérese.
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Pour un ferment donné, il s’agit de permettre une vitesse d’acidification élevée 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 (Béal et al.,2008 ;Monnet et

al.2008).

5-2. Aptitude protéolytique :

La croissance jusqu’a des densités cellulaires permettant aux bactéries lactiques
d’assurer les fonctions de fermentation repose sur un systéme protéolytique capable de
satisfaire tous les besoins en acides aminés en hydrolysant les protéines. 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
; Roudj et al., 2009).

5-3. Aptitude lipolytique :

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

D’une manicére générale on distingue les estérases qui hydrolysent de fagon
préférentielle les esters formés 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 impliquées dans 1'hydrolyse de mono, di, et triglycérides (Béal et al., 2008 ;

Serhan et al., 2009).

5-4. Aptitude aromatisante :

Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composés aromatiques
(tels que : l'a-acétolactate, 1'acétaldéhyde, le diacétyle, I'acétoine et 2,3-butanediol, 1’éthanol,
’acétate, le formiate, ...etc.) principalement a partir du lactose, du citrate, des acides aminés
et des maticres grasses. Cette fonctionnalité est particuliecrement importante lors de
I’¢laboration des laits fermentés, des fromages frais, crémes et beurre, dont 1’ardme principal
est li¢ a cette activité microbienne (Bourgeois et Larpent, 1996 ; Gerrit et al, 2005 ;

Cholet, 2006).
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5-5.. Aptitude texturante :

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 Streptococcus thermophilus produisant des EPS sont utilisés
dans la fabrication des yaourts, ceci afin d’améliorer 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 trés prometteuse pour la structure et la viscosité des produits laitiers

fermentés (Leroy et De Vuyst, 2004 ; Ho et al.,2007).

6. Applications industrielles des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques présentent des activités métaboliques assez diversifiées et une
capacité d’adaptation a différents environnements. Cette diversité est responsable de leur
large gamme d’applications a I’échelle industrielle (Streit et al.,2007).

Dans I’industrie alimentaire, ces microorganismes permettent la conversion d’une
grande variét¢ de maticres premieres, conduisant ainsi a de nombreux produits : les
saucissons, les laits fermentés, les fromages, le beurre, les olives fermentés et certains vins.
Parmi ces applications, I’industrie laitiére est, sans doute, le plus grand utilisateur de ferments
lactiques commerciaux (Axelsson, 2004 ; Streit et al., 2007).

Les bactéries lactiques sont également utilisées dans 1’industrie chimique (production
d’acide lactique), dans le domaine médical (notamment pour le traitement de
dysfonctionnements intestinaux) et dans l’industrie des additifs alimentaires (production
d’exopolysaccharides). Elles sont aussi utilisées pour la production de bactériocines et des

protéines thérapeutiques (Rodriguez et al.,2003).
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1. Lieu et durée du travail:

Ce travail a été réalisée au laboratoire de microbiologie générale (bloc09) de la Faculté
de Science de la Nature et de la Vie, universit¢ A/Mira- Bejaia, sous la direction et
l'orientation du M ™ Benachour.K durant la période allant du mois de janvier au mois d’avril

2016.
2. Origine des souches:

Les bactéries lactiques étudiées ont été isolées a partir du lben et de beurre de la région

du Bejaia. Les noms et abréviations de ces bactéries sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau I : Représentation des codes des souches étudiées

L’abréviation Le nom
S1 Ln 12Lb
S2 Ln 18 Br
S3 Ln 7Br
S4 Ln3Lb
S5 Lato 9Br
S6 Lacto 3Br
S7 Lacto 7Br
S8 Lacto 16 Lb
S9 Lacto 16 Lb;
S10 Lacto 16 Lb,
S11 Lacto 6Lb
S12 Lacto 15Br
S13 Lacto 10Lb
S14 Lacto 13Br
S15 Lacto 8Lb;
S16 Lacto 12Lb
S17 Lb plantarum
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3. Matériel:

Pour la réalisation des différentes parties expérimentales, on s’est servi du matériel suivant:

3.1. Lait: Le lait écrémé liquide (Candia) a ét¢ utilisé¢ pour 1'étude de pouvoir acidifiant et
protéolytique des bactéries lactiques ainsi que pour le pouvoir aromatisant, coagulant et les
activités des exoprotéases et endoprotéases, et le lait écrémé en poudre additionné de

saccharose a 12% utilisé pour évaluer le pouvoir épaississant.

3.2. Huile d'olive : elle est utilisée pour I'¢tude du pouvoir lipolytique dans des milieux
solides (gélose MRS) par la technique des spots.

3.3. Glycérol: Il est utilis¢ pour 1'étude du pouvoir lipolytique dans des milieux solides
(gélose MRS) par la technique des spots.

3.4. Milieux de culture: Plusieurs milieux de culture ont été utilisés au cours de ce travail :

- Les géloses :

¢ G¢élose MRS (Institut Pasteur d’Algérie) : est utilisé pour les cultures bactériennes,

dans les différents tests.

¢ La gélose MRS additionnée du lait écrémé, utilisé pour 1'é¢tude du pouvoir

protéolytique, ainsi que le comportement des exoprotéases et des endoprotéases.
4 La gélose MRS additionné de I’huile d'olive pour 1'étude du pouvoir lipolytique.
¢ La gélose MRS additionné du glycérol pour 1'étude du pouvoir lipolytique.

¢ La gélose hypersaccharosée (MRS+ 15% de saccharose).

- Les bouillons :

4 Bouillon MRS (Institut Pasteur d’Algérie) : pour la revivification, les repiquages ainsi

que la croissance des bactéries lactiques (BAL)

4 Bouillon clark et lubs (Institut Pasteur d’Algérie): pour I'étude du pouvoir
aromatisant.

La composition par litre des différents milieux utilisés est indiquée en (Annexe I).

3.5. Produits chimiques et réactifs:

- Les colorants : Violets de Gentiane, fuschine, bleu de méthyléne de marque (Biochem

chemopharma), phénolphtaléine a 1%.
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- Les acides et bases : NaOH (chem-LAB)., HCL (Biochem chemopharma), pour ajuster le
pH des milieux utilisés.

- Les réactifs : Le réactif de Vogues Proskaeur (VPI et VPII).

- Alcool et autres : lugol, eau oxygénée. L’eau oxygénée H,O, (Biochem chemopharma), eau

physiologique, Huile a émersions (Biochem chemopharma) éthanol (SIGMA-ALORICH).

3.6. Outils de la microbiologie : Anse de platine, bec benzéne, boite pétri, épindorfs,

falcons (15ml), pipette Pasteur, lame et lamelle, microscope optique, tubes a essai, flacon

(250ml).
4. Revivification des bactéries lactiques:

4.1. Revivification et purification des bactéries lactiques:

La revivification a été réalisée sur des bouillons MRS, avec une incubation a 30°C
pendant 24h. La purification consiste a réaliser des repiquages successifs sur gélose et
bouillon MRS, I’incubation est faite a 30°C pendant 24h, jusqu'a I'obtention des

colonies de méme taille, méme forme indiquant sur la pureté des souches.

4.2.-Etude de caracteres morphologiques:

4.2.1. Caractérisation macroscopique:
En ce basant sur 1'observation a I'eeil nu des colonies de Lactobacilles et
Leuconostoc afin de déterminer 1'aspect, la taille, la forme, et la couleur des

colonies des cultures bactériennes obtenues sur gélose MRS.
4.2.2 Caractérisation microscopique:

L'examen microscopique a été effectué apres coloration de Gram, tableau
IT (Annexe IV), sur une culture jeune de 24h, Elle permet de décrire la
forme des cellules, leur mode d’association, aprés réalisation des frottis
colorés.
4.3. Test de production de catalase:
La catalase est une enzyme respiratoire produite par les bactéries aérobies strictes ou
facultatives. Cette enzyme dégrade le peroxyde dhydrogene (H,O,) en eau (H,O) et en

oxygene (O, selon la réaction suivante:
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Catalase

2H,0, = > + 2H,0

Pour mettre en évidence la production de cette enzyme, on préléve une colonie bien

isolée, qu'on étale avec l'anse de platine sur une lame et on ajoute une goutte d'eau oxygénée a
10%. La présence de catalase se manifeste par une effervescence qui indique une formation de

bulles d'ai, dues a la dégradation de I'eau oxygénée (Guiraud, 1998 ; Prescott, 2003).
5. La standardisation :

Cette étape consiste a la détermination de la concentration des cultures bactériennes
exprimée par (UFC/ml) issus d’un ensemencement de 2 a 3 colonies des cultures fraiches de
24h/37°C. Cette concentration est évaluée par le dénombrement des dilutions décimales (107

a107).
6. Etude de quelques aptitudes technologiques des bactéries lactiques:

6.1. Pouvoir acidifiant:

La mesure de I’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 totale
par la soude.

On commence par la répartition du lait écrémé dans des flacons stériles a raison de (V/
100V). Apres incubation a 30°C, a un intervalle du temps 2h, 4h, 6h, 8h, 24h et 48h; 10ml du
lait sont prélevés stérilement puis titrer par la soude Dornic (N/9) on ajoutant préalablement 2
a 3 gouttes de Phénolphtaléine a 1% (alcool), jusqu’au virage de la couleur au rose pale
persistante au moins 10 secondes (Larpent ,1997).

L’acidité est déterminée par la formule :

Acidité (°D) = Vxaon X 10 Ou:

Vnaon: Volume de NaOH utilisé€ pour titrer 1’acide lactique contenu dans les 10ml de lait.
La mesure de pH est faite directement par le pH-métre (BOECO), en plongeant 1’¢lectrode
dans le volume du lait.

Le pH a été déterminé a chaque fois qu’on procede au dosage de 1’acide lactique.

1°D =0,1g d'acide lactique dans l1litre de lait. (Guiraud ,1998).

11



Materiel et méthodes

Ensemencement de 0O OO
@)
la souche sur la boite (;) O o
O
Incubation a 30°C/ 24h prélévement de 2 a 3 colonies
=
N

Ensemencement des colonies

dans 9ml de lait

N
Incubation a 30°C/24h
Prélévement de 1ml du lait
ensemenceé
Iml du lait ensemencé

+99ml du lait

Suivie de I’évolution du pH et I’acidité a t=0h, t=2h, 4h, 6h, 8h, 24h et 48h.
¢ Le pH: On le mesure directement a 1’aide d’un pH-métre.

¢ L’acidité: On mesure le volume de la soude utilisé pour titrer ’acide

lactique.

Acidité (°D)=V NaOH x 10

1D°=0,1g d’acide lactique dans 1 litre de lait.

Figurel:Le protocole a suivre pour la réalisation du test acidité.
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6.2. Le pouvoir protéolytique:

Pour déterminer 1’activité protéolytique des bactéries lactiques, la gélose MRS
additionnée de lait écrémé a 25% a été coulée, séchée stérilement, puis des spots de Sul
contenant la culture jeune sont déposés sur les boites. Aprés une incubation a 30° C pendant

24h, la protéolyse est révélée par des zones opaques autour des spots. (Veuillemard, 1986).

6.3. Mesure de P’activité protéolytique des exoprotéases :

La culture jeune (de 18h) a été centrifugées a froid a 9600 rpm/ 6min et les
surnageants sont récuperes.

Apres la préparation de la gélose MRS additionné de lait écrémé, des puits ont été
formés, chaque puits recoit 100ul du surnageant, les boites sont incubées a 37°C pendant 24h.
L'activité exoprotéolytique est estimée par mesure des halos clairs autour de chaque puits. .

(Roudj et al., 2009)

6.4. Mesure de P’activité protéolytique des endoprotéases:

La culture jeune (de 18h) a été centrifugées a froid a 9600 rpm/ 6min, les culots ont
été lavés deux fois, le premier lavage avec du l'eau physiologique, et le deuxiéme avec I'eau
physiologique en ajoutant des billes (pour la lyse cellulaire), Le surnageant récupéré est testé
par la méthode des puits. (Desmazeaud et Vassal, 1979)

6.5. Pouvoir lipolytique:

La lipolyse est mises en évidence par deux méthodes, sur gélose additionnée de
d'huile d’olive ou de glycérol stérile a 1%, ces derni¢res ont été coulées et solidifiées. Des
spots de la culture jeune ont été¢ déposés en surface de cette gélose. Aprés une incubation a
30°C pendant 72h, la lipolyse est révélée par une zone d’éclaircissement entourée d’un dépot

autour des spots. (Guiraud, 2003).

6.6. Pouvoir aromatisant:

La capacité des souches a produire des composés aromatisants au cours de leur
croissance peut étre mise en €vidence sur lait écrémé stérile ainsi que le milieu de clark et
lubs. Chaque tube contenant du lait écrémé stérile et le milieu précédent a été ensemencé par

une des souches
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Aprées incubation a 30°C pendant 24h a 48h (coagulation du lait et troublement
de milieu), les réactifs de Vogues-Proskaeur VPI et VPII ont été ajoutés et laissés reposer. La
présence d’ardme est révélée par I’apparition d'un anneau rouge. . (Harrigan et Mc Cance,

1976 ; Zourari et al ., 1991 ; Facklamet Elliot, 1995)

6.7. Pouvoir épaississant:

Ce test a été réalis¢ par ensemencement du lait écrémé stérile reconstitu¢ a 12%
additionné de saccharose a 12%, par la culture bactérienne (2V/ 10V). L’incubation a été
faite a 30°C pendant 24h.

Le pouvoir épaississant présent si le gel formé présente une certaine rhéologie visqueuse

(Bourgeois et Leveau ,1991).

6.8 Pouvoir coagulant:
Ce test a été réalisé comme suite, 100ml du lait écrémé stérile a été inoculé par 3ml de
ferment. Apres une incubation a 30°C pendant 24h, on mesure le volume de lactosérum

exsudé et on note 1’aspect du coagulum obtenu (Bourgeois et Leveau ,1991)

6.9. Pouvoir texturant:

6.9.1. Détection de l'aspect des colonies:
Les souches ont ¢ét¢ ensemencées en stries sur gélose hypersaccharosée. Apres
incubation a 30°C pendant une semaine, la production des exopolysaccharides est détectée

par I’apparition des colonies larges et gluantes (Leveau et al.,1991).

6.9.2. Quantification de la production d’exopolysaccharides (EPS):

Cette technique de quantification est celle de (Mozzi et al.,2001 et Wu et al.,2010) :
Pour chaque souche, 10 ml du bouillon MRS a été inoculé par 100ul de la culture a tester.
Apres une incubation a 30°C pendant 24h, la culture a été centrifugée a 6000 rpm pendant
15min.

Un volume de 5ml de surnageant ont été récupérées en ajoutant 10ml de 1’éthanol a

raison de (1V/2V), le tout a ét¢ incubé a 4°C pendant une nuit.
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Une 2°™ centrifugation a 6000 rpm pendant 5min a été réalisée, les précipités on été
récupérée, Ces derniers ont ét¢ resuspendus dans 200 ul d’eau distillée. Chaque mélange de
(précipité-eau) a été filtré sur un millipore de 0.22 pm de porosité.

Apres la filtration :

Dans le protocole pour chaque 800ul de filtrat on ajoute 2ml d'acide sulfurique
concentré, dans cette étude, les volumes des filtrats sont compris entre 300ul et 400ul pour
cela, le volume d'acide sulfurique concentré ajouté varié de 750 pl a 1ml.

Suivi d’une agitation au vortex. En parallele un blanc a été préparé en remplacant
I’échantillon avec de I’eau distillée.

La lecture de I’absorbance est effectuée a une longueur d’onde de 490nm (DO490), les
résultats sont exprimés en grammes des exopolysaccharides (EPS) par litre (g/1).

Le taux de sucre est déterminé en se référant a une courbe d’étalonnage tracé en

utilisant le glucose figure 21 (AnnexeVIII).
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Résultats et discussion

1. Revivification et vérification de la pureté des bactéries

lactiques utilisées :

Les caractéres morphologiques et culturaux des colonies obtenues a 30°C sur gélose
MRS, sont illustrés dans le tableau II (Annexe IV) ainsi que 1'aspect microscopiques des

cellules indiquent que ces bactéries sont des lactobacilles et des leuconostoc.
2. Examen macroscopique :

2.1. Milieu liquide :

L’observation macroscopique du développement des bactéries lactiques dans le

bouillon MRS, apparaissent sous forme de trouble concentré au fond du tube figure 02.

Figure 02: Aspect de la culture pure des bacteries lactiques sur bouillon MRS.

[T] : témoin, [A] : culture bactérienne (trouble).

Dans le bouillon MRS, la croissance bactérienne apparait sous forme d’un trouble, les
souches bactérienne présentent un trouble concentrée, ces résultats sont en accord avec celles

trouvées par (Kihal, 1996 ; Carr et al.,2002)
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2.2. Milieu solide :

Les résultats de 1'examen macroscopique sur gélose MRS est illustré dans la figure 03.Les
cultures obtenues sur les boites de Pétri sont observées a 1’ceil nu pour caractériser la forme, la

taille, I’aspect ainsi que la couleur des colonies.

Figure 03 : Observation macroscopique des bactéries lactiques a I'ceil nu.

[A]:Aspect macroscopique des leuconostoc, [B] : Aspect macroscopique des lactobacilles.

Cette observation macroscopique nous ont permis de révéler que les colonies des
bactéries ¢tudiés sont rondes de couleur blanchatres, crémeuse pour les lactobacilles, et pour
les leuconostoc sont rondes lenticulaires de couleur crémeuse, Les résultats obtenus se

rassemble a celle trouvées par (Kihal ,1996 ; Carr et al.,2002 ;Badis et al., 2005).

2. Examen microscopique :

La caractérisation microscopique est basée sur la coloration de Gram (Annexe III), qui
a montré que la plupart des souches étudiées sont des bacilles ou coccobacilles en chainettes

parfois isolées, et sont toutes de Gram positifs, tableau II (Annexe IV).
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Figure 04 : Aspect microscopiques et arrangement des isolats des bactéries lactiques, apres

coloration de Gram (10x 100).
3. Test de catalase :

Les souches étudiées sont catalase négative car on n’a pas obtenus de l'effervescence

apres le dépot de 'eau oxygéné sur les colonies cibles, Ces résultats conformes aux résultats

trouvés par (Carr et al.,2002).
4. Standardisation :

Les résultats de la standardisation sont illustrées dans le tableau I, (Annexe IV), ou il ya

les concentrations initiale des souches.

Les souches étudiées présentent une concentration de 4,33.10'° UFC/ml a la moyenne.

6. Aptitudes technologiques des bactéries lactiques :

6.1. Pouvoir acidifiant dans le lait:

Les bactéries lactiques sont connues par leurs pouvoir acidifiant, les résultats obtenus
sont présentés dans la Figure 05, .L’évolution du pH et I’acidité sont résumés dans tableau
II1, Annexe V).
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Figure 05: Variation de pH et de 1'acidit¢ Dornic chez les souches toutes les souches étudiées.

[A] et [B]: Courbes de cinétique de pH et d’acidité Dornic des souches S1, S6, S14, S15
et S17.

[C] et [D]: Courbes de cinétique de pH des d’acidité¢ Dornic des souches S3, S5, S7, S8, S11
et S12.

[E] et [F]: Courbes de cinétique de pH des d’acidité Dornic des souches S2, S4, S9, S10, S13
et S16.
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D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons que toutes les souches étudiées ont un
pouvoir acidifiant remarquable, elles produisent I’acide lactique progressivement en fonction
du temps, cette acidité produite est accompagnée d’un abaissement du pH du lait et de sa

coagulation.

Le pH initiale des souches utilisées pour réaliser ce test est d'une moyenne de
pH=6,98 et leurs acidités Dornic varie entre 12°D et 25°D, les valeurs de pH obtenus aprés
2h d’incubation a 30°C varient entre pH=6,49 et pH=6,98 alors les valeurs de cette acidité
compris entre 15°D et 36°D.

Aprés 24h de croissance, les valeurs de ’acidité Dornic sont de 1’ordre de (18°D a
66°D) et les valeurs de pH varient entre pH=6,54 et pH=4,37. Les souches S8 et S11 (graphe
C) sont considérées comme les plus acidifiantes, avec une acidité Dornic de I'ordre de 72°D et
78°D(graphe D) au bout de 48h et un pH atteint 3,80 et 3,92 respectivement, par contre les
souches S3 et S4 ont le plus faible pouvoir acidifiant car elles révelent des valeurs de l'acidité
Dornic de 33°D et 25°D (graphe D, F) et leurs pH varient respectivement entre pH=5,98 et
pH=6 (graphe C,E).

6.2. Evolution de la vitesse d'acidification et de l'acidité Dornic :

Les résultats de I'évolution de la vitesse d'acidification et de l'acidité Dornic sont présentés

dans le tableau IV (Annexe V) et les figures 06 et 07.
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Figure 06 : Histogramme de la cinétique d’évolution de A pH.
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Figure 07: Histogramme de la cinétique d’évolution de ’AA°D.

On remarque qu’il ya une variabilité entre les vitesses d’acidification des espéces de
méme genre et méme entre les souches de méme espéce comme il est été soulevée par
Luquet et carrieu (2005). Les résultats de la cinétique d’acidification ont montrées que la
diminution de pH du lait par les souches des Lactobacilles a été plus élevée que celle due aux
Leuconostoc avec une moyenne de pH=6,38 et pH=6,75 respectivement, ces résultats sont en
accord avec Sanchez et al (2006) qui est constaté que les bactéries appartiennent au genre
Lactobacille ont une acidification plus grande en comparant a celle produite par les
Leuconostoc, car les quatre souches de Leuconostoc ( S1,S3 et S2 S4) présentent un pH de
6,8 a 6,71 (graphes A, C et E) et des valeurs de 17 a 19°D de ’acidité (graphes B, D et F)
et des vitesses d’acidifications tres faible (A pH=0,4U a A pH=0,27U) et (A A°D=0,2U a A

A°D=0,3U) au bout de 6 heures, ces souches ont une acidification tres lente.

Dans Ce travail, les conditions de fermentations étaient les mémes pour tous les
souches, par conséquent, les différences des propriétés acidifiantes dépendent de la spécificité
de chaque souche et des especes comme été rapporté dans les études de Badis et al (2004) et

Xanthopoulos et al/ (2001).

Les résultats obtenus au bout de 6 premicres heures ont montrées que les souches

(S7, S16 et S8) appartenant au genre Lactobacillus sont de bonnes acidifiantes car leurs pH
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situés entre 5,74 a 6,20 (graphes C et E) (ces souches peuvent étre utilisées dans la

fabrication de Lben), ces résultats sont en accord a celles rapportées par Cogan et al (1975).

La technique de variations de pH (A pH) et (A A°D) permet de classer ces souches en
fonction de leurs vitesses d’acidification au bout de 6 heures A pH=0,4U a t< 3h, la souche a
acidification rapide , A pH=0,4U a 3h < t < 5h souche acidification moyenne, A pH=0,4U a
t> 5h souche a acidification lente) dans cette base, a 1’aide des figures 06 et 07 nous
remarquons que les souches (S6, S7 et S14) ont une vitesse d’acidification rapide car les
valeurs de leurs A pH > 0,4 unité au bout des 3 heures premieres seulement et les souches
(S7,S8) ont I’acidité la plus grande au bout de 6h, ces résultats sont proches de celles obtenus
par (Desmazeaud et al ., 1996 ; Durlu-Ozkaya et al., 2001) qui ont constatés que la capacité
d 'utiliser le galactose et le glucose issus de lactose entraine une importante production d'acide
lactique. Alors que la plus faible acidité titrable (20°D) et la plus faible évolution de pH (pH=
6,73) (graphes A et B) ont ét¢ observées chez la souche S17 (Lactobacillus Plantarum) qui
peut offrir une possibilité d’effectuer des fermentations avec un caractére un peu moins
acidulé ce qui est conforme avec les résultats de Robert et al (2006) et Kandler et Weiss,
(1986), qui ont montrés que les lactobacilles mésophiles hétérofermentaires ont un pouvoir

acidifiant faible.

La conclusion globale de cette expérience nous permit de classer les souches (S2, S5,
S6, S7, S8, S10 et S11) dans la catégorie des bactéries moyennement acidifiantes
(40°D<acidité<79°D) et le reste des souches dans la catégorie des bactéries faiblement
acidifiantes (acidité<40°D) selon Hassain (2013), ces résultats confirment ceux obtenus par

Kandler et weiss (1986).
6.3. Pouvoir protéolytique :

Les valeurs rapportées dans le tableau V (Annexe VI) et les figures 08 et 09,

représentent les résultats d’hydrolyse des protéines par les souches bactériennes.

L’activité protéolytique est une propriété importante pour la culture secondaire, car
elle peut influer la saveur de produit en fournissant la plupart des précurseurs de I’aréme
(Yvon ,2006). Toutefois, il est important de garder a l'esprit que les souches hautement
protéolytiques ne sont pas toujours les plus appropriée pour servir de ferments lactiques,

depuis la protéolyse excessive peut provoqué la production incontrdlée de peptides amers et
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d'autres composées indésirables, voir hydrolyse de la caséine excessive résultant d 'un produit

finale trop mou (Buffa et al.,2005).

D’apres les résultats de la mesure des diametres des zones d’hydrolyse (les diametres
des spot sont inclus) , nous remarquons que les souches (S4,S2) sont fortement protéolytique
avec des diamétres de 29mm et 28mm respectivement ,suivi de S11 avec un diamétre de
25mm , S6 présente un diametre de 23mm ,alors que les souches (S7,S12 et S17) ont montrés
des diameétres de 23mm, les souches (S5,S8,S10,S14,S15 et S16) présentent un diametre
compris entre 20mm et 22mm , comparativement a toutes ces souches, les souches ( S1,S7,S9

et S13) ont le diametre le plus petit qui ce situe entre 18mm a 19mm .

[A] [B]
Figure 08: Activité protéolytique sur milieu MRS au lait.

[A] : Quelques souches de Lactobacilles, [B] : Quelques souches de Leuconostoc.
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Les souches bactériennes

Figure 09: les diamétres des zones d’hydrolyses des protéines sur gélose MRS additionné de
lait écrémé.
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Nous remarquons que les résultats obtenus sont en accord a ceux obtenus par Idoui et
Karam (2008), qui ont trouvés que les bactéries lactiques isolées de beurre présentent une

activité protéolytique.

L’activité protéolytique dépend en partie de la composition chimique du milieu de
culture (Zadi-Karam, 1998 ; Drici, 2000 ; Hassaine, 2013). D’autres travaux ont montré
aussi I’existence d’une relation directe entre I’expression de cette activité protéolytique et la
composition du milieu de culture et particulierement sa teneur en peptides libres (Marugg et

al., 1995 ; Meijer et al., 1996).

Toutes les autres souches ont un pouvoir protéolytique, ces résultats nous permettant
de confirmer d'une part le caractére protéolytique et d'autre part la présence d'une protéase de
paroi, comme il a été rapporté par les travaux de (Desmazeaud, 1990, sanni, et a/ .,2002).
Donc ces souches ont un intérét trés important dans 1’industrie laitiere exemple ( la production

de yaourt)
6.3.1. L'activité exoprotéasique :

Toutes les souches étudiées présentent des zones de protéolyse autour des puits
tableau VI (Annexe VI) et figure 10, ce qui montre la présence des enzymes

exoprotéasiques.

Les résultats obtenus sont présenté¢ dans les figures 11, nous remarquant que les
souches (S9, S8) présente le diamétre le plus grand de la zone d’hydrolyse, allant de 34 a 36

mm, alors que la souche S7 présente le diametre le plus faible (10 mm).

Figurel0: Représentation de L’activité exoprotéasique
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Diametre de la zone de
protéolyse (mm)

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16 S17
Les souches bactériennes

Figurell: Histogramme des diamétres de l'activité exoprotéasique.

Les résultats de I’activité exoprotéasique de nos souches ce rassemble a celles
trouvées par Thapa et al (2006) et Pescuma et al (2010). Ces auteurs ont trouvés une activité

protéasique assez importante chez les Lactobacillus et Leuconostoc.
6.3.2. L'activité endoprotéasique :

Pour étudier et caractériser les enzymes protéolytiques, les extraits enzymatiques des

endoprotéases ont été récupérés.

La figure 12 représente ’apparition des zones de protéolyse autour des puits, ce qui indique

I’existence des enzymes endoprotéasique et leurs capacités a hydrolyser les caséines de lait.

Figure 12 : Représentation de 1’activité endoprotéasique.

Les résultats des diamétres des zones d'hydrolyse obtenus sont présentés dans la

figure 13, nous remarquons que les souches (S2, S14 et S7) ont le diamétre le plus grand par
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rapport aux reste des souches, Elles présentent des diamétres de 17, 19 et 19mm
respectivement, alors que les autres souches présentent des diametres varient entre 10mm a

I15mm et la S1 a le diamétre le plus faible 8mm.
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Figurel3: Histogramme des diametres de 1'activité endoprotéasique

Si on compare les résultats obtenus de 1’activité protéasique, nous pouvons constater
que la meilleure activité est celle des enzymes exocellulaires. Ces résultats ne sont pas en
concordance avec celles de Gonzalez et al (2010) qui a trouvé que ’activité endoprotéasique

est importante chez les bactéries lactiques.
6.4. Pouvoir lipolytique:

Apres la réalisation de ce test et d’aprés les résultats obtenus tableau VIII (Annexe
VII), on constate que I’ensemble des souches ne présentent pas une activité lipolytique car
aucune de ces souches présentent une zone d’hydrolyse autour des spots,(ces résultats ne sont
pas en accord aves les travaux de Mayers et al., 1996 qui ont montrées que les Lactobacilles
présentent une activité lipolytique moyenne et les Leuconostoc étaient faiblement lipolytique,
mais il existe une croissance bactérienne comme il est rapporté par les études de Fernandez
et al (2000) qui ont montrées que la croissance des bactéries ne nécessite pas une activité
¢ésterasique. A travers les différentes publication scientifiques, les connaissances sur 1’activité

lipolytique des bactéries lactiques soient encore fragmentaires (Liu et a/ .,2001) .
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6.5. Pouvoir aromatisant :

L’une des -caractéristiques technologiques importante lors de fabrication et

¢laboration des produits laitiers fermentés est la production d’arome.

Les résultats obtenus apres la réalisation de ce test dans le lait et bouillon clark et
lubs sont groupés dans le tableau IX (Annexe VII) et d’aprés la figureld, il apparait que les
souches (S3, S4, S7, S8, S9, S10, S12 et S13) ont un pouvoir aromatique car ils présentent un

anneau rouge autour du tube apres I’ajout de 2 réactifs (VP1, VP2).

Figure 14 : Production d'arome par les bactéries lactiques.

[T] : Témoin, [A] : Production d’ar6me sur le milieu Clark et Lubs, [B] : Production d’ardme

sur le lait.

Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composées
aromatiques a partir de différentes substrats (pyruvate) qui participent aux qualités

organoleptiques des produits fermentés (Raynaud et al., 2003 ; Cholet, 2006,).

Huit souches parmi les dix sept souches étudiées ont la capacité a produire I’arome
mise en évidence sur le bouillon Clark et Lubs et le lait. Les souches (S1, S2) de genre
Leuconostoc ne produisent pas de 1’arome ces résultats ne concord pas ceux de Cogan (1975),
qui est constaté que la production de diacétyle et d’acétoine est sans doute le caractére le plus

utilisé par les Leuconostoc.
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6.6. Pouvoir épaississant :
Les résultats de pouvoir épaississant sont résumés dans le tableau X (Annexe VII),
la figure 15 montre I’aspect des gels formés apres fermentation. Nous avons noté un aspect

¢épais et dense des coagulums, la plupart de ces derniers, présentent une viscosité élevée.

Figure 15 : Aspect des gels formés sur lait saccharosé.

[T] : Témoin ; [A] : Aspect de gel.

La majorit¢ de ces souches présentent un aspect épais et visqueux due a
I’accumulation des EPS comme il est rapporté par Béal et al (2008), ces souches peuvent étre
servir & la production de yaourt et fromages. Cette viscosité est indépendante de la quantité
d’EPS produite. D’aprés Lin et Chien (2007), la production des EPS dépend des ferments

lactiques et la durée de la fermentation.

6.7. Pouvoir coagulant :

Les résultats de ce test qui sont résumés dans le tableau XI (Annexe VII) ont
montrés que la souche S4 donne le grand volume de lactosérum et présente un aspect
coagulant et une odeur appréciable, les souches (S2,S11,S12,) présentent les volumes 59ml,
46ml et 35ml respectivement aprés 48h de croissance, avec une odeur appréciable, suivi de
(§10,S6,59,S15) qui ont des volumes varient entre 9ml a 26ml et tous présent I’odeur

appréciable et les deux souches S3 et S13 présentent le lactosérum mais ya pas une bonne
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séparation, alors que le reste des souches (S1,S5,S7,S14,S16 et S17) présentent une
coagulation partielle du lait.

La figure 16 présente ’aspect du gel aprés la coagulation du lait, figure montre clairement

une bonne consistance du gel et une bonne séparation du lactosérum.

Lactosérum

Figure 16 : Aspect de lait aprés la coagulation et formation de gel.

Les souches qui présentent une grande rétention du lactosérum (S4 et S2) présentent une
forte coagulation du lait avec une odeur appréciable, ces souches peuvent appropriées pour
servir comme des ferments lactiques en technologie laitiers (production de fromage,
yaourt...etc.), comme il est rapporté par Martely (1983) qui a constat¢ que la sélection et

I’utilisation des ferments lactiques sont basées sur leurs propriétés acidifiantes.
6.8. Les exopolysaccharides (EPS) :
6.8.1. Test de production de dextrane :

Les dix sept souches sont capables de dégrader le saccharose et produire le dextrane
qui se traduit par I’apparition des colonies visqueuses et gluantes comme il est montré dans
les Figures 17 et 18 et le Tableau XIII (Annexe VIII), Ce caractére est conforme a celui cité

par (Carr et al., 2002 ; Bjorkroth et al., 2006 ; Philippon et al., 2008 ; Ghazi et al., 2009).
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Les souches de genre Leuconostoc présentent des petites colonies bombées et
adhérant fortement a la surface de la gélose, ce qui a été montré par (Mayeux et Lliker,
1962 ; Garve, 1984 ; Carr et al., 2002 ; Badis et al., 2005), Ces observations rejoignent
aussi celles de (Cerning et al, 1991 ; Du vuyst et al., 2001) qui avaient constaté que les
Lactobacilles sont capables de produire des EPS. Selon Walling et al (2001), la production

des EPS par les bactéries lactiques est un caractere a intérét industriel.

R

Figure 18: Aspect des colonies apres

Figure 17 : Aspect des colonies sur gélose Iagrandissement.

hypersaccharosé.

6.8.2. Quantification des exopolysaccharides (EPS) :

La quantification des EPS produits a porté sur les especes présentant des résultats
positifs sur la gélose hypersaccharosée. L’ensemble des résultats est illustré dans le tableau
XIII (Annexe VIII).

Ce test a montré que toutes les souches étudiées, présente une production d’un agent

¢paississant, les exopolysaccharides. figure 19.

Figure 19: production des EPS par des bactéries lactiques

[T] : Témoin ; [A] : Production forte d’EPS ; [B] : Production faible d’EPS

[C] : Production d’EPS par toutes les souches.
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Figure 20: Histogramme de quantification des EPS

D’apres les résultats de la quantification figures 19 et 20, on constate que les deux
souches (S2, S12) présentent la plus grande quantité d’EPS par 0,56g/1 et 0,44¢g/1, et les
souches (S4, S10) présentent la plus faible quantité par 0,03g/1 et 0,08g/1.

Le rendement final des EPS dépend de la composition du milieu (source de carbone,
source d'azote et autres nutriments) et des paramétres de croissance (Température, pH,

oxygene, temps d'incubation...etc) (Badel et al .,2011).

Les EPS des bactéries lactiques n'ayant pas de gout particulier, donnant une meilleure
perception au gout (Hemme et al .,2004), une autre hypothése physiologique montre que les
EPS resteront plus longtemps dans le tractus gastro-intestinal et qui améliorera la colonisation

par les bactéries probiotiques (German et al .,1999).
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Conclusion

Les bactéries lactiques sont utilisées empiriquement depuis des siecles dans la
fabrication de nombreux aliments fermentés comme les produits laitiers. Un intérét industriel
tout particulier a été porté pour ces bactéries, elles sont utilisées aussi pour améliorer des
caracteres organoleptiques de produit (le gout, la saveur, la texture, l'arome de produits par

exemple le lait fermente, le yaourt, le fromage, le pain et les produits carnée...etc.)

Au cours de cette ¢étude, dix sept souches ont été ciblées (treize de genre
Lactobacillus et quatre appartiennent au genre Leuconostoc) pour ¢tudier leurs différentes

caractéristiques morphologiques et principalement technologiques.

Généralement, les souches étudiées ont montré un pouvoir acidifiant remarquable,
mais il existe des souches trés acidifiantes (S7 et S8), cette acidité produite stimule la
coagulation du lait et méme, elle joue un role important dans la conservation des nombreux

aliments.

Les résultats acquis apreés 1’étude de I’activité protéolytique, ont permis de
reconstituer que toute les souches ont une bonne activité protéasique et présentent des

enzymes protéolytiques, alors que aucune de ces souches présentent une activité

lipolytique.

Parmi les souches testées, ils existent celles qui présentent une bonne rétention de
lactosérum avec une bonne consistance du gel, et caractérisées par leurs capacités a produire

des composées aromatiques.

La production de dextrane utilisé pour la texturation de compositions alimentaires
est une qualité¢ technologique importante, ce caractére est présenté chez les souches

étudiées.

Les résultats obtenus dans cette étude, nos permettent de proposer ces principales

perspectives :

» FEtude des profils biotechnologiques, tels que 1’activité acidifiante, protéolytique,
lipolytique et aromatisante, ainsi que la production des exopolysaccharides en utilisant
des techniques plus approfondies.

» FEtude des cinétiques de croissance de Lactobacillus et Leuconostoc qui forment entre

eux une coopération, et qui peuvent étre utilisés en industrie laitiére.
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Annexe I: Composition des milieux de culture.

> Milieux solides :

1. Gélose MRS (de Man Rogosa et Sharpe, 1960) :

Extrait de [evure ..........ccoecveviieiieniieieeieeee, S5g
Extrait de viande .........cccceeeveeeiiieeiiieeieeeeee 5¢g
Peptone .......ooeeviiiiiiiiie e 10g
Acétate de sodium..........ceevveeviienieniieieeieenee. S5g
Citrate de SOdium ..........ceevuieeiieriienieeiienieeiens 2g
GIUCOSE ..vveeiveeiieeeeeee e 20g
KH2PO ... 2g
MESOA4....oee e 0.1g
MNSOA4....oooiiiieeee e 0.05¢g
YN | SR 12¢g
TWeen80 ....cc.eeeiieiiiiiiiieeee e 1 ml
Eau distillée q.S.p .veeevveervieeiieiieeiieiieeies 1000 ml
pH=6.5+0.2 a 37°C

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min.

2. Milieu hypersaccharosée

Extrait de viande ..........cccoeevieeiiieeciieceeceen 10g
Extrait de [eVure .........cccoecvvevieiiieniecieeie e 3g
Peptone .......oooviiiiiiiiii 2.5¢g
Saccharose .......cccecveeiieriieiecieeeee e 150g
K2HPOA ...t 2g
NACL it e lg
MgSO4, TH20 ..o 0.2g
AGAT e 15¢g
Eau distillée qsp ...ooeevveeeeiveeeiiieeieecieeeee e 1000ml

pH=6,8

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min.
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» Milieux liquides :

. MRS —Bouillon (pH = 6.2)

Peptone ......cooovviiiiiiiiiie e 10g
Extrait de viande .........cccoeevveeviiieniieecieeee e, 8g
Extrait de [evure ..........ccoeeveviieiiieniieieeeeeeee, 4g
GIUCOSE ..ot 20g
Acétate de sodium trihydraté .............cccceeee. 50g
Citrate d'ammonium ..........cccceeevveeeerveenneeennne. 20¢g
TWEEN 80 ..ovveviiiiieeeeieeee e 1,0 ml
Hydrogénophosphate de potassium .................. 20g
Sulfate de magnésium heptahydraté ................. 02¢g
Sulfate de manganése tétrahydraté ................. 0,05¢g

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min.

=  (Clark et Lubs

Peptone trypsique ou poly peptone ............... 5-7¢g

GIUCOSE ..oveeeveeeee et 5¢g

Phosphate dipotassique ........ccccceeeveeveeniienieennnnnn. S5¢g

Eau distillée q.S.p veeevverveeiienieeiieeieeieene 1000 ml
pH =7

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min

Annexe II: Les colorants.

= YViolet de gentiane au cristal

Violet de gentiane ..........ccccceeeevveenenennnee. 10g (ou 5g)
Phénol .....c.oooieiiiiiei e, 20g
Ethanol 2 0.95 ......ovrrveenrieereieeeeie 100 cm’
Eau diStillée ...oovvoneeenriereeiieeieeeieeeeeens 1 dm’

Les 3 premiers composants sont dans un premier temps

dissous ensemble d’eau est ajoutée ensuite.
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= Lugol
10de oo 5¢g
IO dure de potassium ..........ccceeevveriierieenieennnnnne 10g
Eau distillée gsp ...cveevveeeiienieiiiciieeieeee e, lg

Flacon brun

=  Fuchsine de Ziehl

Fuchsine bosique ........c.ccecvveevcveencieeeieecieeee 10g
Phénol .......coovviiiii e, 50g
Ethanol 2 0.5......ccoooiiiiiiieeeeee, 10cm’
Eau diStIIEe ....ovvvveeeereeieee 1dm’

Annexe III : Coloration de Gram.

La coloration de Gram a été réalisée selon la technique suivante :
- Sur une lame, fixer a la chaleur une culture bactérienne ;
- Recouvrir la lame avec la solution de violet de gentiane pendant une minute ;

- Ajouter du lugol pendant 30 secondes ;

Décolorer avec de I’alcool 95°, puis rincer a I’eau ;

Faire une contre coloration en utilisant la fuschine et laisser agir 20 a 30 secondes ;

Laver a ’eau ;

Apres séchage, soumettre la lame a une observation microscopique a l'objectif
(x100).
Les bactéries a Gram positif apparaissent en violet et les bactéries a Gram négatif en

ToS€.
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Tableau I : Résultats de la standardisation

souche Code des souches | Concentration bactérienne (UFC/ml)
LN 12Lb S1 1,2x 10"
LN 18Br S2 32x 10"
LN 7Br S3 1,5x 10"
LN 3Lb S4 2,1x 10"
Lacto 9Br S5 1,04x10"
Lacto 3Br S6 1,34x10"
Lacto 7Br S7 1,29x10"
Lacto 16Lb S8 1,02x10"
Lacto 16Lb, S9 1,55x% 10"
Lacto 16Lb, S10 1,23x 10"
Lacto 6Lb S11 2x 10"
Lacto 15Br S12 1,07x 10"
Lacto 10Lb S13 1,39% 10"
Lacto 13Br S14 4,98x 10"
Lacto 8Lbl S15 1,5x10"
Lacto 12Lb S16 1,05%10"
Lb platarum S17 0,9% 10"
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Tableau II: Résultats de test catalase, coloration de Gram et aspect microscopiques des

souches.

souches Coloration de Test de catalase
Gram forme regroupement
S1 + cocci Bien distingué -
S2 + Bacille court | chainette -
S3 + Cocci allongé | chainette/isolé -
S4 + bacille chainette -
S5 + cocobacille chainette -
Sé6 + cocobacille Chainette/isolé -
S7 + bacille Chainette/diplocoque -
S8 + bacille Chainette -
S9 + bacille Chainette/diplocoque -
S10 + bacille chainette -
S11 + Petit bacille Chainette/isolé -
S12 + Bacille long | chainette -
S13 + Bacille long | chainette -
S14 + bacille chainette -
S15 + bacille chainette -
S16 + cocobacille chainette -
S17 + bacille chainette -

(-) négatif ; (+) positif
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Annexe V

Tableau III : Résultats de I’évolution de pH et de 1’acidité Dornic en fonction du temps.

t=0h t=2h t=4h t=6h | t=8h t=24h t=48h

pH [A°D | pH [A°D | pH [A°D | pH [A°D | pH [A°D | pH |A°D |pH | A°D
S1 7,19 | 15(6,98 | 166,82 | 166,79 | 17| 6,7| 19| 6,54 | 26| 564 | 41
S2 7,05 | 15]6,96 | 15(6,87 | 176,73 | 18 [5,55| 45| 540 48| 520 | 51
S3 7,06 | 161694 176,89 186,71 19] 6,1 | 30| 5,79 35] 598 | 33
S4 707 | 166,89 166,85 196,80 | 196,11 | 19| 6,09| 25| 6,00 | 25
S5 7,03 | 166,61 | 27 (6,42 286,24 |30 (6,40 | 28 | 5,08 40 511 | 38
S6 7,00 | 1816,74 | 206,71 | 216,60 226,68 | 22| 521 54| 459 | 63
S7 701 | 2206,72| 286,22 285,74 | 44 [5.80 | 38 | 5,01 | 48| 4,82 | 61
S8 6,80 | 2516,74 | 36 6,65| 386,20 40 (5,27 | 58| 437 66| 3,80 | 72
S9 6,83 | 2116,57| 23647 ] 24638 256,40 25| 5,03 39| 524 | 37
S10 6,97 206,72 216,70 | 21 (6,56 | 23 (6,12 | 28 | 529 | 54| 4,72 | 62
S11 7,04 | 15]6,55| 216,41 25(639]25(585|39| 4,5] 59392 78
S12 701 | 2316,72] 26 [6,57 | 276,44 ] 296,69 | 25| 536 | 35| 531 | 37
S13 6,77 | 156,49 | 206,40 | 21 (632 21 [6,67 | 20| 6,10 37| 5,45 | 48
S14 7,03 ] 19]6,79] 206,77 ] 21| 6,6 | 21 6,65 20| 5,79 | 32 5,06 | 41
S15 6,78 | 2016,75| 216,61 | 236,57] 236,52 | 21| 6,30 30 5,69 | 39
S16 701 | 211(6,72| 256,53 | 266,20 29 (5,84 | 33| 5,50 | 38| 5,46 | 39
S17 7,02 | 121]6,86 | 166,80 | 196,73 ] 206,70 | 18| 6,50 | 18| 5,73 | 41




Tableau IV : Représentation de A pH et A acidité (D°) des souches.

Annexes

Souche A pH AAD®

2h 4h 6h 2h 4h 6h
S1 0,75 0,86 0,91 0,1 0,1 0,2
S2 0,32 0,69 1,08 0 0,2 0,3
S3 0,29 0,31 0,79 0,1 0,2 0,3
S4 0,22 0,41 0,68 0 0,3 0,3
S5 0,42 0,61 0,79 1,1 1,2 1,4
S6 0,26 0,29 0,4 0,2 0,3 0,4
S7 0,29 0,79 1,27 0,6 0,6 2,2
S8 0,06 0,15 0,6 1,1 1,3 1,5
S9 0,26 0,36 0,45 0,2 0,3 0,4
S10 0,22 0,27 0,41 0,1 0,1 0,3
S11 0,49 0,63 0,65 0,6 1 1
S12 0,29 0,44 0,57 0,3 0,4 0,6
S13 0,28 0,37 0,45 0,5 0,6 0,6
S14 0,24 0,26 0,43 0,1 0,2 0,2
S15 0,03 0,17 0,21 0,1 0,3 0,3
S16 0,15 0,48 0,81 0,4 0,5 0,7
S17 0,16 0,22 0,29 0.4 0,7 0,8
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Annexe VI

Tableau V : Représentation des résultats de ’activité protéolytique.

Souches Les Diamétres des zones de protéolyse (mm)
S1 19
S2 28
S3 25
S4 29
SS 21
S6 23
S7 19
S8 21
S9 18

S10 21
S11 25
S12 23
S13 19
S14 20
S15 22
S16 20
S17 23
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Tableau VI: Représentations des résultats de 1’activité exoprotéasique.

souches Les Diametres des zones de protéolyse (mm)
S1 20
S2 30
S3 30
S4 15
S5 30
S6 20
S7 10
S8 34
S9 36
S10 24
S11 14
S12 32
S13 33
S14 24
S15 22
S16 28
S17 19
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Tableau VII : Représentations des résultats de 1’activité endoprotéasique.

souches Les Diametres des zones de protéolyse (mm)
S1 8
S2 17
S3 11
S4 13
S5 11
S6 12
S7 19
S8 10
S9 12
S10 13
S11 11
S12 11
S13 15
S14 19
S15 10
S16 12
S17 12
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Tableau VIII: Représentation des résultants de 1’activité lipolytique.

souches

croissance

Activité lipolytique

S1

+

S2

S3

S4

S5

Sé6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

e T o o o N o R I o N N I BT B o R

(+) : croissance bactérienne ; (-) : pas de zone d’hydrolyse.
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Tableau IX : Représentation des résultats de pouvoir aromatisant.

souches

Milieu clark et lubs

Lait écrémé stérile

S1

S2

S3

S4

SS

S6

S7

+++

S8

S9

++

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

Négative (-) : absence de I'anneau rouge.

Positif (+) : présence de I'anneau rouge.



Tableau X : Représentation des résultats de pouvoir épaississant.
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souches Aspect de coagulum
S1 +++
S2 +++ et gazogene
S3 -+
S4 +++
S5 +++
S6 -+
S7 +
S8 +++
S9 ++
S10 +++
S11 ++ et gazogene
S12 +++
S13 +++
S14 +
S15 ++
S16 +
S17 +++

- (+) léger coagulation

- (++) moyenne coagulation

- (+++) aspect épais
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Tableau XI: Représentation des résultats de pouvoir coagulant.

souches Volume de lactosérum Odeur appréciable
S1 Présence de lactosérum ; pas de bonne séparation
S2 59 ml +
S3 Présence de lactosérum ; pas de bonne séparation
S4 71 ml +
S5 Présence de lactosérum ; pas de bonne séparation
S6 24 ml +
S7 Présence de lactosérum ; pas de bonne séparation
S8 9 ml +
S9 17 ml +
S10 26 ml +
S11 46 ml +
S12 35 ml +
S13 Présence de lactosérum ; pas de bonne séparation
S14 Présence de lactosérum ; pas de bonne séparation
S15 14 ml +
S16 Présence de lactosérum ; pas de bonne séparation
S17 Présence de lactosérum ; pas de bonne séparation

-Positive(+) : odeur appréciable.
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Annexe VIII

Tableau XII: La concentration et l'absorbance de différentes dilutions de la solution

glucose.
La dilution La concentration L’absorbance(DO490nm)
1/2 0,125 0,149
1/4 0,0625 0,06
1/8 0,031 0,03
1/16 0,0156 0,02
1/32 0,0078 0,012
1/64 0,0039 0,005
Courbe d'étalonnage
0,16 -
y =1,156x - 0,001
_ 9.14 1 R?=0,985
£ 0,12 -
Q 01 -
=}
8 0,08 -
&
2 0,06 -
2
.g 0,04 -
0,02 -
O T T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14
Concentration(g/l)

Figure 21 : Courbe d'étalonnage du glucose.
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Tableau XIII : Représentation des résultats de la quantification des EPS.

souches Evaluation de test absorbance Concentration (g/1)
S1 + 0.390 0,34
S2 + 0.650 0,56
S3 + 0.109 0,1
S4 + 0.039 0,03
S5 + 0.306 0,27
S6 + 0.116 0,1
S7 + 0.364 0,32
S8 + 0.232 0,2
S9 + 0.179 0,16

S10 + 0.095 0,08
S11 + 0.190 0,17
S12 + 0.506 0,44
S13 + 0.115 0,1

S14 + 0.066 0,06
S15 + 0.310 0,27
S16 + 0.242 0,21
S17 + 0.234 0,2

(+) : Formation des colonies bombées sur la gélose hypersaccharosée.
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Annexe IX
Appareillage :
L’appareillage utilisé est le suivant :
- Agitateur électrique (VELP) ;
- Autoclave (SIHAVX Electronic) ;
- Bain Marie (GFL) ;
- Balance (RADWAG) ;
- Centrifugeuse(SIGMA) ;
- Etuves (Incucell) ;
- Four Pasteur (memmet) ;
- Micropipettes (Microlit) ;
- pH metre (BOECO) ;
- Réfrigérateur (Condor) ;
- Spectrophotomeétre (UV Shimadzu, Jasco UV630) ;
- Vortex ¢€lectrique (MS2 Minishaker).

- Microscope optique (Zeiss)



Résumé :

L’étude réalisée a conduit a la revivification de dix sept souches de bactéries lactiques
qui sont déja isolées a partir de beurre et de lben de la région de Bejaia. La majorité sont des
bacilles appartenant au genre Lactobacillus (76,47%), et il ya aussi des coques appartenant au
Leuconostoc (23,53%).

Les résultats de I’évaluation des aptitudes technologiques indiquent que 1’ensemble
des souches présentent un pouvoir acidifiant remarquable, 58,8% de ces souches présentent
une bonne acidification et seulement 17,64% qui présentent une faible acidification.

La détermination de ’activité protéolytique montre que 64,71% des souches ont une
bonne activité.

Ces souches révelent de bonne propriétés fonctionnelles (texturante, aromatisante,
coagulante et épaississante) qui peuvent étre exploitées dans I’industrie laitiére.

Mots clés : Revivification, Lactobacillus, Leuconostoc, acidification, activité protéolytique,

aptitudes technologiques.

Abstract :

The study carried has permit the revivification of seventeen strains of lactic acid
bacteria that are already isolated from Iben and better of the region of Bejaia. The majority are
bacilli belonging to the genus Lactobacillus (64,47%), and there are also cocci belonging to
Leuconostoc (23,53%).

The results of the evaluation of technological traits indicate that all strains present a
remarkable acidification 58,8% and only 17,64% present a weak acidification.

The determination of proteolytic activity showed that 64,71% of strains have good
activity.

These strains revealed interesting functional ( thickening, aromatizing, coagulant)
which can utilizable in the dairy industry.

Key words: Revivification, Lactobacillus, Leuconostoc, acidification, proteolytique activity,

technological aptitudes.



