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Introduction

Le lait occupe une place stratégique dans ’alimentation quotidienne de I’homme ,de par ses
composants nobles (proteines,glucides,lipides)et sa richesse en vitamines et en
minéraux,notamment en calciaum alimentaire .de nos jours,le lait joue un role essentielle dans
la vie des communautées ruraux,que se sois sous sa forme cru ou transformé(Raib,Lban et
Jben ).dans ces produits,la fermentation est spontanée obtenue par la flore lactique naturelle
(Badis et al,2004 ).

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 particuliéres (Labaoui et al.,2005).

La technologie laitiére utilisée dans la fabrication du produit repose essentiellement sur la
fermentation avec les bactéries lactiques en particulier les lactobacilles, ces bactéries sont déja
reconnues pour la production des acides organiques qui abaissent le pH des aliment ce qui
empéche la prolifération des germes nuisible. La production du CO2 par les lactobacilles
réduit le potentiel d'oxydoréduction et inhibe les germes aérobies tels que les moisissures
(Desmazeaud, 1992).

En agroalimentaire, les lactobacilles sont a l'origine des processus de transformation
conditionnant la texture et les qualités des produits alimentaires fermentés (lait fermentée,
beurre, olive, choucroute, différents types de fromage, dans certain cas de charcuteries et dans
I'ensilage) (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 ) isolées a partir de lai cru de chevre .

Ce manuscrit est structure en trois chapitres, le premier est consacre a une synthése
Bibliographique articulée autour des généralités sur le Lait de chévre et ensemble des
connaissances sur les bactéries lactiques et leurs aptitudes technologiques , 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 troisieme chapitre.
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1 .Lelait

1.1  Définition de lait en générale:

Le lait est un liquide biologique comestible généralement de couleur blanchatre produit par
les glandes mammaires.il s’agit d’un fluide aqueux opaque, légérement bleuté on plus ou
moins jaunatre selon la teneur en B-caroténe, de sa matiére grasse, d’une saveur douceatre et

d’un pH (6,6 a 6,8) légeérement acide, proche de la neutralité (Alais , 1984).

1.2 Le lait de chévre

1.2.1 Définition de lait de chévre

Le lait est un liquide physiologique complexe sécrété par les mammiféres (Mahe., 1996). il est
blanc mat due a I’absence de B-caroténe (Goursaud, 1985). Le lait de chevre a un godt
Iégerement sucré Il est caractérisés par une odeur assez neutre (Zeller, 2005 ; Jouyandah et
Abroumand, 2010).

1.2.2 Les races caprines en Algérie

L'espece Capra hircus se présente en Algérie sous la forme d'une mosaique de populations tres
variées appartenant toutes a des populations traditionnelles . Elle comprend en plus de ces
populations locales, a sang généralement Nubien, des animaux mélangés aux sangs issus de
races standardisées. La population caprine d’Algérie renferme quatre types majeurs (Shkolnik

et al, 1980).

1.2.2.1 Lachevre Arabe

La plus dominante de ces populations est la chévre Arabe dite population Arabo-maghrébine
Elle se localise en zone steppique ou semi steppique et présente un format peu développé,
brun foncé et dépourvue de cornes. Au niveau du phénotype elle manifeste des caractéres plus
homogeénes : Robe noire a long poils, pattes blanches au dessus du genou, raies blanches et

fauves sur le visage, tdches blanches a I’arriére des cuisses. Cet animal est parfaitement
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adapté aux contraintes des parcours et semble posséder de bonnes aptitudes de reproduction.
La chévre est principalement élevée pour la viande de chevreaux méme si son lait, produit en

faible quantité, représente un intérét indéniable . Elle est aussi saisonné.

1.2.2.2 lachévre Makati

Aux caracteres assez hétérogenes, robe polychrome aux poils courts, oreilles tombantes, le
type MAKATIA semble étre le produit de multiples croisements réalisés a partir de races
méditerranéennes. Cette race est peu résistante sur parcours et son intérét réside dans sa
production laiticre et son adaptation a I’environnement. Ces animaux sont également

saisonneés.

1.2.2.3 Lachévre M’ zab (chévre rouge des Oasis )

Elle se retrouve surtout dans le sud et serait un noyau de I’Ombrine qui est une bonne laiticre
et tres fertile. Cette race est trés appréciée dans 1’est méditerranéen pour ses capacités laitiéres

et fait partie du rameau Nubio Syrien.

1.2.2.4 Lachévre kabyle

C’est une chevre autochtone qui peuple les massifs montagneux de la Kabylie et de 1’Aures.
Elle est robuste et massive, de petite taille, de couleur noiratre ou blanchatre avec de longs

poils, ¢’est une mauvaise laitiére qui est appréciée pour sa viande (Feliachi, 2003).

1.2.3 Composition du lait de chevre

Le lait est un milieu multiphasique : une phase aqueuse continue contenant essentiellement
I’eau ; le lactose ; des minéraux et des éléments disperses de nature lipidique « globule
gras »et de nature protéique « micelles de caséines » (Mahaut et al ;2000) .de tres nombreux
facteurs peuvent intervenir sur la composition du lait «1’espéce;la race ;le stade de

lactation ;la saison ;1’état sanitaire ;I’alimentation ;etc
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1.2.3.1 L’eau

L’eau est le constituant le plus important du lait, en proportion. La présence d’un dipdle et de
doublets d’¢lectrons libres lui conféres un caractére polaire. Ce caractére polaire est ce qui lui
permet de former une solution vraie avec les substances polaires telles que les glucides, les
minéraux et une solution colloidale avec les protéines hydrophiles de sérum. Le lait de chevre
est constitué de 87% d’eau (Amiot et al., 2002).

1.2.3.2 Les glucides

Le lait contient des glucides essentiellement représentés par le lactose (Mathieu . ;1999) ,
d’autre glucide peuvent provenir de 1’hydrolyse de lactose (glucose, galactose) certains
glucides peuvent se combiner aux protéines, formant de glycoprotéines ou peuvent se trouver

sous forme libre (Amiot et al., 2002).

1.2.3.3 Les protéines

Les protéines sont des éléments essentiels au bon fonctionnement des cellules vivantes (Jean
Amiot et al, 2002). Les protéines de lait de chévre comme celle des autres espéces de
mammiferes, sont composé de deux fraction, I’une majoritaire dénommeée caséine (représente
environ 80%) (Mahe et al., 1996), précipite a pH 4,2 pour le lait de chévre et pour le lait de
vache (Masle et Morgan, 2001).

1.2.3.4 Les lipides:

Les lipides de lait de se composent principalement de triglycerides, de phospholipides et
forment une émulation. Le lait de chévre est pauvre en caroténe et donc, peu coloré par

rapport aux autres laits, il est plus riche en acide gras ; il ne contient pas d’agglutinines et

présenté une activité liasique plus faible que lait de vache (Chilliard, 1987).La matiére grasse
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du lait joue un r6le essentiel dans le développement du golt mais aussi de la texture du

fromage

1.2.3.5 Matiére minérale

Le lait de chévre semble étre plus riche en calcium, phosphore, magnésium, potassium et
chlore que le lait de vache mais moins riche en sodium (Mabhieu et al., 1977) (Jenness, 1980,
Sawaya et al., 1984). La quantité des minéraux contenus dans le lait apres incinération varie
de 0,60 a 0,90%. Ils prennent plusieurs formes ; ce sont le plus souvent des sels, des bases,

des acides.

Tableau 1 : Eléments minéraux majeurs en mg/l des laits de ruminants en comparaison

avec le lait humain d’apreés Gueguen, 1996

Lait de chévre Lait de vache Lait de femme

Calcium 1260 1200 320
Phosphore 970 920 150
Potassium 1900 1500 550
Sodium 380 450 200
Chlore 1600 1100 450
Magnésium 130 110 40

Calcium/phosphore 1.3 1.3 2.1

1.2.3.6 Les vitamines

les vitamines sont des substances biologiquement indispensables a la vie puisqu’elles
participent comme cofacteurs dans les réactions enzymatiques et dans les échanges a 1’échelle
des membranes cellulaires ( Vignola ;2002) . L’organisme humain n’est pas capable de les

synthétiser. On distingue d’une part les vitamines hydrosolubles (vitamine groupe B et
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vitamine C) en quantité constantes, et d’autre part les vitamines liposolubles (A, D, E et K)
(Jeantet et al., 2008).

1.2.3.7 Lesenzymes

Les enzymes définissent par (Pougeon ,2001), comme les substances organiques de nature
protidique, produites par des cellules ou des organismes vivants, agissant comme catalyseurs
dans les réactions biochimiques. Environ 60 enzymes principales ont été répertoriées dans le
lait dont 20 sont des constituants natifs. Une grande partie se retrouve dans la membrane des
globules gras mais le lait contient de nombreuses cellules (leucocytes, bactéries) qui élaborent

des enzymes : la distinction entre ¢léments natifs et éléments extérieurs n’est donc pas facile.

Les enzymes du lait de chévre sont principalement des estérases, ¢’est-a-dire les lipases, les

phosphatases alcalines et des protéases.

Tableau 2: Composition moyen de lait en éléments minéraux majeurs de lait de chevres
(Gueguen, 1996).

Animaux Eau%o Matieres Protéines%o Glucides % | Minéraux%o
grasse %
Chévre 87 3.8 2.9 4.4 0.9

1.2.4 Microbiologie du lait

La microbiologie est intiment liée a 1’industrie laitiere, elle s’applique a tous
ses secteurs. Ses principes, en effet, justifient le mode de production
hygiénique du lait, commandent plusieurs traitements et procédés industriels
lors de sa transformation a l’usine, et sont a la base des méthodes de
conservation des produits laitiers. La qualité du lait et des produits laitiers en
dépend en grande partie, si bien que l’on tient compte de normes

microbiologiques dans son évaluation officielle.

L’application des principes généraux d’hygiene permet d’atteindre les trois
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buts suivants :

o prévenir et empécher la transmission de bactéries pathogenes par le lait
et les produits laitiers et de cette facon protéger la santé des

consommateurs.

o prévenir et restreindre la croissance microbienne au lait et aux produits laitiers et

ainsi empécher leur détérioration et I’apparition de défauts.

o favoriser et guider le développement des bactéries utiles dans certains produits

laitiers, tels que les produits fermentés (Guiraud, 2003).

1.2.5 Les flore microbienne du lait

On repartit les microorganismes du lait, selon leur importance, en deux grandes classes : La
flore indigéne ou originelle et la flore contaminant. Cette derniere est subdivisée en deux sous

classe : la flore d’altération et la flore pathogéne (Vignola, 2002).

1.2.5.1 Flore originelle ou indigéene

Le lait contient peu de microorganismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions, a
partir d’un animal sain (moins de 103germes /ml). Il s’agit essentiellement des germes
saprophytes de pis et des canaux galactophores : Microcoques, Streptocoques lactiques,
Lactobacilles. Des germes pathogénes et dangereux du point de vue sanitaire peuvent étre
présents lorsque le lait est issu d’un animal malade (Streptococcus pyogene, Corynebacterium
pyogenes, des Staphylococcus) qui sont des agents des mammites et peut s’agir aussi de
germes d’infection générale Salmonella, Brucella, et exceptionnellement Listeria

monocytogenes, Mycobacterium, Bacillus anthracis et quelques virus (Guiraud, 2003).
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1.2.5.2 Flore de contamination

Le lait peut se contaminer par des apports microbiens divers :
= Feces et téguments de 1’animal : Coliformes, Entérocoques Clostridium, Salmonella.
= Sol : Streptomyces, Listeria, bactéries sporulés, spores fongiques.

= L’air et I’eau : Flores diverses, bactéries sporulées (Guiraud, 2003).

2 Les bactéries lactique

2.1 Définition et Historique

Les bactéries lactiques sont de trés anciens micro-organismes (Drider et Prévost, 2009).
Décrites pour la premiére fois par Orla-Jensen au début du XXe siécle (Leveau et Bouix,
1993 ; Pilet et al., 2005).

Elles forment un groupe de bactéries relativement divers , mais reliées entre elles par un
certain nombre de fonction métabolique et physiologiques typiques (Schleifer et Ludwig,
1995; Law et Haandrikman, 1997; Stiles, et Holzapfel, 1997; Mayra-Makinen et Bigret,
1998; Yang, 2000).

Elles sont a Gram positif, généralement immobiles, asporulées, catalase négatives, oxydase
négatives généralement nitrate réductase négative, ce sont des bactéries anaérobies
facultatives. Elles ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides amineés, les
peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides fermentescibles (Dellaglio et
al., 1994 ; Hogg, 2005).

2.2 Habitats et origines des bactéries lactique

Les bactéries lactiques sont tres fréquentes dans la nature Grace a leur souplesse d’adaptation
physiologique 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
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Humaines et animales et dans le tractus digestif (Drouault et Corthier, 2001). (Leveau et
Bouix, 1993 ; Hassan et Frank, 2001).

2.3 Taxonomie des bactéries lactique

Depuis la description du Bacterium lactis (actuellement Lactococcus lactis), la taxonomie des
bactéries lactiques est en évolution permanente. Le nombre de nouvelles espéces a augmenté
énormément au cours de ces dix derniéres années. Les reéorganisations effectuées ont
contribué a fusionner des espéces en une seule, ou identifier une espéce comme un nouveau
genre (Pot, 2008).

La classification des bactéries lactiques peut se faire selon des criteres phylogénétiques par
I’utilisation des méthodes moléculaires. Cependant, la caractérisation phénotypique
/biochimique classique demeure pratique dans [D’identification préliminaire des
microorganismes. Certaines caractéristiques phénotypiques sont utilisées pour identifier les
especes a l'intérieur des genres comme la capacité a : fermenter les hydrates de carbone,
tolérer différentes concentrations en bile, produire des polysaccharides extracellulaires, exiger

des facteurs de croissance, produire de I’acétoine et synthétiser certaines enzymes.

La composition en G+C de I’ADN, la composition en acides gras, la mobilité
électrophorétique de la lactate déshydrogénase sont également d'autres criteres qui peuvent
étre étudiés 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, réecemment décrit, est le seul genre qui comporte a la fois des
bacilles et des coques (Collins et al.,1993 ; Ho et al., 2007).
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3 Leslactobacilles

3.1 Caractéristique géneérale

Lactobacillus est le genre principal de la famille des Lactobacillaceae, il contient de
nombreuses especes qui sont des agents de fermentation lactique intervenant dans de
nombreuses industries ou qui sont rencontrées comme contaminants. Il s’agit de bacilles longs
et fins (parfois incurvés) souvent groupés en chaines, immobiles, asporulés, catalase négative,
se développent a un optimum de température situé entre 30 et 40°C. Les lactobacilles ont des
exigences nutritionnelles trées complexes en acides aminés, en vitamines, en acides gras, en

nucléotides, en glucides et en minéraux (Khalid et Marth, 1990 ; Leclerc et al., 1994).

Le genre Lactobacillus a été subdivisé par Orla-Jensen en trois groupes et cette classification

est encore utilisée en milieu industriel (Tamime, 2002 ; Guiraud et Rosec, 2004) :

Groupe | « Thermobacterium » : comprend les lactobacilles homofermentaires thermophiles
qui se développent a 45°C mais pas a 15°C. Les especes les plus fréquentes dans

I’alimentation (lait, yaourt, fromage) sont Lb. helveticus, Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus.

Groupe Il « Streptobacterium » : regroupe les lactobacilles homofermentaires mésophiles et
peuvent étre occasionnellement hétérofermentaires en fonction du substrat. Les especes les

plus fréquentes dans 1’alimentation sont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. sake et Lb. plantarum.

Groupe 111 « Betabacterium » : ce sont des lactobacilles hétérofermentaires. Il comporte les

especes Lb. fermentum, Lb. brevis et Lb. sanfransisco.

3.2 Intérét technologique des lactobacilles

L'intérét pratique des lactobacilles est considérable pour plusieurs raisons :
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= La production d'acide lactique est une des principales fonctions des lactobacilles, car
la quantité produite par ces derniers est supérieure a celles formée par les autres genres
utilisés industriellement (Luquet et Roissant, 1994) .

= [’activité protéolytique des lactobacilles participent a 'accélération de l'affinage des
fromages avec un moindre risque de développement d'amertume, et d'étre a l'origine
d'une flaveur plus intense (Bartels et al., 1987)

= Certaines espéces du genre Lactobacillus comme Lb. delbrukii ssp. Bulgariccus
possedent une aptitude a produire un polysaccharide, qui conféere I'épaississement du
milieu dans le cas de yaourt (Schmidt J.L. et al., 1994).

3.3 Aptitudes technologique des lactobacilles

3.3.1 Pouvoir acidifiant

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des bactéries
lactiques utilisees dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par la production de
I’acide lactique a partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours de la croissance

bactérienne (Mayra- Makinen et Bigret, 2004 ; Monnet et al., 2008).

Les conséquences, d’ordre physico-chimique et microbiologique, peuvent se résumer ainsi par
(Béal et al., 2008) :

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

e Abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices alimentaires .
e Limitation des risques de développement des flores pathogene et d’altération dans les

produits finaux .

e 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 (Monnet et al., 2008).

3.3.2 Pouvoir protéolytique

La croissance jusqu’a des densités cellulaires permettant aux bactéries lactiques d’assurer les
fonctions de fermentation repose sur un systeme 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 1’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).

3.3.3 Pouvoir lipolytique

Les activités lipolytiques des micro-organismes sont importantes pendant la maturation du
fromage, elles contribuent généralement au développement de saveur (Ortiz de Apodaca et
al., 1993) . le genre lactobacillus est faiblement lipolytique (Papamanoli et al., 2003). C’est a
travers des publications scientifiques , que les connaissances des activités estérasique et

lipolytiques des bactéries lactiques restent encore fragmentaires .

3.3.4 Pouvoir aromatisant

Les bactéries lactiques sont capables de produire de nombreux composés aromatiques (tels
que : l'a-acétolactate, l'acétaldéhyde, le diacétyle, l'acétoine et 2,3-butanediol, 1’éthanol,
I’acétate, le formiate, ...etc.) principalement a partir du lactose, du citrate, des acides aminés
et des matiéres grasses. Cette fonctionnalité est particulierement importante lors de

I’¢laboration des laits fermentés, des fromages frais, crémes et beurre, dont 1’ardme principal
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est lié a cette activité microbienne (Bourgeois et Larpent, 1996 ; Gerrit et al., 2005 ;
Cholet, 2006).

3.3.5 Pouvoir texturant

La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des exopolysaccharides (EPS) joue un réle
important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés. Les Lb. delbrueckii
ssp. bulgaricus et Streptococcus 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.

La plupart des bactéries lactiques synthétisent les polysaccharides. Certains se trouvent a
I’intérieur de la cellule, d'autres sont des composants de la paroi. Un troisiéme groupe de

polysaccharides est excrété a I'extérieur de la cellule d’ou vient le terme "exopolysaccharides"

(EPS) (Topisirovic et al., 2006).

3.3.6 Activité antimicrobienne

Les bactéries lactiques produisent une variété de composés antimicrobiens qui sont utilisés

dans la fermentation et la bioconservation des aliments (Labioui et al., 2005).

Les acides organiques, comme 1’acide lactique, 1’acide acétique ou I’acide propionique,
élaborés lors de la fermentation des glucides, peuvent inhiber des levures, des moisissures et

des bactéries.

Le peroxyde d’hydrogene produit par les bactéries lactiques s’accumule dans 1’environnement
et peut inhiber certains microorganismes. Les bactéries lactiques hétérofermentaires
synthétisent du dioxyde de carbone comme métabolite secondaire. Son accumulation dans le

milieu extérieur crée une anaérobiose qui s’aveére toxique pour certains microorganismes

Page 14



Revues bibliographiques

aérobies présents dans 1’aliment. Le diacétyle peut inhiber la croissance des bactéries a Gram

négatif, des levures et, moisissures (Alakomi et al., 2000 ; Ammor et al., 2006).

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont des substances antimicrobiennes de
poids moléculaire variable. Elles ont une activité inhibitrice dirigée contre les bactéries
proches de la souche productrice et leur spectre d’action est généralement étroit. Les plus
connues sont : la nisine, la diplococcine, I’acidophiline et la bulgaricane (Ogunbanwo et al.,
2003 ; Dortu et Thonart, 2009). La plupart des bactériocines produites par les bactéries
lactiques partagent le méme mode d’action, basé sur la formation de pores dans la membrane
de la bactérie cible (De WVuyst et Leroy, 2007 ; Kumari et al, 2009
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Matériels et méthodes

1.1 Objectif du travail

Les objectifs de cette étude se basent autour des points suivant :

* [solement des bactéries lactiques a partir de différents échantillons de lait de chévre cru de la
région Ouest d’Algérie (Ain temouchent ) .

« L’étude des caractéristiques phénotypiques, physiologiques et biochimiques des isolats .

* Recherche des propriétés technologiques des isolats.

1.2 Lieu et période d’étude
L’intégralité de ce travail a été réalis¢é au laboratoire de microbiologie de 'université de
Belhadj bouchaib durant une période d’un mois et demi allant du 25mars jusqu’au 10 mai

2019.
1.3 L’échantillonnage

Les échantillons de laits ont été aseptiquement prélevés a partir des chevres des régions de
Ain temouchent (Aghouat,chentouf et sidi ben adda). Le pis et la mamelle ont été nettoyés a
I’aide d’une éponge imbib¢ avec 1’eau javellisée. La traite est réalisée apres lavage soigné des
mains et aseptisation. Le lait a été recueilli dans un flacon en verre de 250ml stérile, apres
élimination des premier jets, conserve dams une glaciere a 4°C et acheminé directement au
laboratoire pour analyse. Les échantillons ont été soigneusement étiquetés (lieu et date de

prélévement....).

1.4 Isolement
Le milieu utilisé au cour de ce travail étaient soit de milieu liquide, soit de milieu solide
additionnés d'agar-agar. Le milieu MRS a pH=5,4 a été utilisé pour la croissance des

lactobacilles . La stérilisation des milieux est réalisée par autoclavage a 12°C pendant 20min.

1.4.1 Lesdilutions:
Apres homogeéneisation du lait de chévre cru, on effectue des dilutions décimales qui vont en

générale de 10 jusqu’a 10°° .
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1.4.2 Techniques d’isolement :
L’isolement a été réalisé sur gélose MRS préalablement coulée et solidifiée dans des boites de
Pétri, en portant 0.1ml des dilutions a la surface du milieu suivi d’un étalement. L’incubation

est faite a 37°C pendant 24h a 48h dans des condition d’anaérobiose (ldoui et al,. 2009).

1.5 Purification :

Afin de purifier les souches, des repiquages successifs sont effectuées sur les gélose MRS . La
purification des souches consiste a les ensemencer en stries sur des boites de Pétri coulées
avec des milieux MRS (solide). Les boites sont ainsi incubées a 37°C pendent 24 h.
L’opération est répétée jusqu’a 1’obtention des colonies pures. de méme taille, méme forme et

méme couleur (ldoui et al., 2009)

1.6 Conservation des souche

1.6.1 Conservation a court terme
La conservation des souches purifiées est réalisé par ensemencement sur gélose MRS incliné.
apres incubation a 28 c° pendent 18 heures, les souches sont conservé a +4c°. le

renouvellement des culture se fait tous les trois semaine .

1.6.2 Conservation a long terme

La conservation a long terme des isolats purifiés est réalisée dans un milieu contenant 70 %
de lait écrémé (enrichi par 0,05 % d’extrait de levure et 0,05 % de glucose) et 30% de
glycérol et stockés a une température de -20°C (Samelis et al., 1994 ; Herrero et al.,1996).

1.7 ldentification des bactéries lactiques isolées

L’identification des isolats a été réalisée par 1’application des techniques classiques de
microbiologie, basées sur la recherche d’un certain nombre de caractéres morphologiques,
physiologiques et biochimiques( Larpent (1997), Idoui et Karam (2008) et Gusils et al,.
2010).

1.7.1 Etude morphologique :

Cette étude est basée sur 1’observation macroscopique et microscopique.
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1.7.1.1 Examen macroscopique :
Ce test consiste en une observation directe a I’oeil nu des colonies obtenues sur milieux MRS
solide et liquide . Il permet de nous renseigner sur l'aspect et la couleur des colonies sur

milieu solide ainsi que ’aspect du trouble dans le milieu liquide (Badis et al,. 2005).

1.7.1.2 Examen microscopique :
Cet examen permet de décrire la forme et le mode d'association des cellules des souches
lactiques utilisées a l'aide d'observation au microscope optique des frottis colorés avec la

coloration de Gram (voir annexe) (Sing leton.,1999).

1.7.1.3 Coloration de Gram :

La coloration de Gram est effectuée sur frottis. Elle permet de distinguer deux types de
bactéries, les bactéries Gram négatifs (G-) et les bactéries Gram positives (G+). Celles-ci
différent de part la composition de leur paroi, notamment par 1’épaisseur du peptidoglycane,

par la présence d’une membrane externe (Larpent, 1990).

1.7.2 L’étude physiologique et biochimique

1.7.2.1 Recherche de la catalase :

La majorité des bactéries lactiques sont des anaérobies facultatives et n’ont pas besoin de
synthétiser la peroxydase (Larpent ;1997). Pour confirmer que les Lactobacilles utilisées sont
catalase(-) une colonie de la culture bactérienne sur MRS Gélosé est mise en contact avec de
I’eau oxygénée sur une lame. La catalase est une enzyme qui catalyse la dismutation du

peroxyde d'hydrogene en eau et dioxygene : 2 H202 — 02 + 2 H20.

Une effervescence (di a un dégagement de dioxygene) est le signe de la présence d'une

catalase (Larpent et al.,1990).
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1.7.2.2 Galerie Api 50 CHL

La galerie API 50 CHL est constituée de 50 micro tubes permettant 1’étude de la fermentation
de substrat, appartenant a la famille des hydrates de carbone et dérivés (hétérosides,
polyalcools, acides uroniques). Les galeries sont inoculées par des cultures bactériennes qui
réhydratent les substrats. Durant la période d’incubation, la fermentation se traduit par un
changement de couleur dans les capsules di a une production d'acide en anaérobiose révelée
par l'indicateur de pH du milieu choisi. Le premier tube, sans principe actif, sert de témoin

négatif.
1.8 Evaluation des aptitudes technologiques chez les lactobacilles

1.8.1 Le pouvoir acidifiant

Ce test est réalisé pour mettre en évidence la capacité d'une culture inoculée sur milieu
standard (lait pasteurisé), a produire une grande quantité d'acide lactique ( Larpent, 1997 ) .1
consiste en la préparation de milieu lait écrémé a 10% dans un flacons de capacité 250ml.
Apres stérilisation et refroidissement & la température d’ensemencement, le flacon est
ensemencé par une culture lactique .Apreés incubation a 37°C, a un intervalle du temps Oh, 2h,
4h, 6h .24h ; 10ml du lait est prélevé puis titrer par la soude Dornic en présence de 3 gouttes
de phénolphtaléine, jusqu’au virage de la couleur au rose pale persistant au moins 10 secondes
(Larpent et Larpent , 1990). L’acidité est déterminée par la formule : Acidité (°D) =V NaOH
x 10

Ou : VnNaoH: 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, en plongeant 1’¢lectrode dans le
volume du lait. Le pH a été déterminé a chaque fois qu’on procéde au dosage de 1’acide

lactique.
1.8.2 Pouvoir protéolytique
Pour déterminer I’activité protéolytique des bactéries lactiques, la gelose du milieu

protéolytique (Agar au Lait écrémé) a été coulée, solidifiée et séchée puis des disques de

papier Wattman stérile ont été deposés en surface de la gelose. Chaque disque recoit un
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volume de 20ul d'une culture jeune. Apres une incubation a 37° C pendant 24h, la protéolyse

est révelée par des zones claires autour des disques (Veuillemard, 1986)

1.8.3 Le Pouvaoir lipolytique

La lipolyse est mise en évidence sur milieu gelosé a I'émulsion de jaune d'oeuf , Cette
derniére a été coulée et solidifiée. Des disques de papier Wattman stérile ont été déposés en
surface de cette gélose, puis chaque disque regoit 10ul d'une culture jeune. Aprés une
incubation a 37°C pendant deux jours. la lipolyse est révélée par une zone d’éclaircissement

entourée d’un dépét autour des disques (Guiraud, 2003).

1.8.4 Le Pouvoir texturant

Ce test permet la détection des colonies larges et gluantes sur gélose hypersaccharosée . Les
souches a tester sont ensemencées en stries sur gélose hypersaccharosée déja coulée et
solidifiee. Aprés incubation a 37°C pendant 24 a 48h, la production des exopolysaccharides se

manifeste par 1’apparition de colonies larges et gluantes (Leveau et al., 1991).

1.8.,5 Le pouvoir aromatisant

La capacité des souches a produire des composés aromatiques au cours de processus de
fermentation est mise en évidence sur milieu Clark et Lubs . Chaque tube contenant 5ml du
milieu Clark et Lubs stérile est inoculé par une culture jeune de 18h de la souche lactique a
tester. Apres incubation pendant 24h a 37°C , les réactifs de Vogues-Proskaeur VPl (NaOH a
16% d'alcool) et VVPII ( alph-naphtol a 6% d'alcool) sont ajoutés sur les cultures et le mélange
est maintenu pendant 10min avant de lire la reaction (Avril et al., 1992). La production
d’acétoine se traduit par 1’apparition d’un anneau ou la diffusion de la couleur rouge a la

surface du milieu.
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1.8.6 Activité antibactérienne

Ce test consiste a étudier I'activité inhibitrice des bactéries lactiques vis-a-vis des souches
indicatrices. Il s’agit de trois souches : Bacillus cereus(ATCC6633) , Escherichia coli
(ATCC25922) et Staphylococcus aureus (ATCC43300) .

e Meéthodes des puits (méthodes de Barefoot et Kaenhammer, 1983) :

Les bactéries lactiques sont repiquées dans du milieu MRS liquide et incubées pendant une
période de 18h a 30C° . aprés incubation , une centrifugation réfrigérée(4°C) est réalisées a
4000tr/min pendant 15min .

Des puis de 5 mm de diamétre sont creusés stérilement a 1’aide d’un emporte piede (cloche
de durham ) sur la gélose nutritive inoculé par la souche indicatrice (pathogéne ) et seront
remplies avecl00ul du surnageant de cu