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Résumé

Ce travail nous a permis d’apprécier la flore midotogique en bactéries lactiques présentes
dans le lait cru des populations bovines (brund’Altas) et caprines (Kabyle et Arabia)
locales a partir d’échantillons provenant de laaegle Ain-defla. D’un total de 66 souches
isolées et purifiées, nous avons caractérisé \@agthes appartenant au groupe des bactéries
lactiques. L'identification des souches basée sardaractéres morphologiques et sur les
différents métabolismes biochimiques nous a pedweikes rapprocher aux especes suivantes:
Lb. plantarum- Lb. casei- St. thermophilus Ln. pseudomesenteroides — Lc. lastidbsp
lactis - Pc. parvulus Lb. paracaset Lb. delbrueckisubsp delbrueckii - Lb. animaligtLb.
acidophilus La caractérisation moléculaire par le séquengegtiel de 16S rDNA a abouti

a lidentification de huit lactobacilles. L'étaldisment d’'un arbre phylogénique construit a
partir de leurs séquences a démontré leur aftliaéi quatre groupes distincts a I'intérieur du
genre Lactobacillus.lls peuvent constituer, ainsi, de nouvelles espélas la suite, nous
avons examiné certaines caractéristiques techmplegi pouvant étre utilisées a des fins
industrielles. Leur évaluation a mis en évidenexiftence de bonnes fonctionnalités : la
majorité des souches ont la capacité de prodwdeidine et les exopolysacharides(EPS). La
guantité la plus élevée des EPS a été produitevgaavec 4,13g/L suivie par V7 avec
3,29¢/L. Toutes les souches ont exprimé une bootigta protéolytique avec des zones de
lyse allant de 169 & 625minsur MRS au lait. Cependant, ces pouvoirs variefinsla
souche, méme a l'intérieure de la méme especeradduption la plus elevée des protéases
exocellulaires chez les huits lactobacilles idésgifphénotypiquement et génotypiquement a
éte trouvée entre 24h et 30h dont V2 atteint ur thu2,48 et 3,00U/mL respectivement. De
méme, ils ont montré une activité acidifiante ap@dle ou ils peuvent réduire le pH a des
valeurs inferieures a 6 (entre 5,43 et 4,55) apresures d’incubation et peuvent coaguler le
lait apres 24heures d’incubation. Enfin, le prpfibbiotique de onze souches sélectionnées et
leurs cultures mixtes a été examiméyitro, afin d’évaluer leur intérét pour une éventuelle
utilisation. Elles sont criblées pour leur toléranau pH acide et aux sels biliaires, leur
hydrophobicité vis-a-vis du xylene et de l'antagomé. La caractérisation de I'agent
inhibiteur a permis de déterminer que l'activitdilaactérienne des différentes cultures est due
a la présence de substances antibactériennes elansnageant qui peut étre le peroxyde
d’hydrogene ou d'autres substances protéiques colembactériocines. Plusieurs souches
ont montré un potentiel probiotique, celles qui dohné les meilleurs résultats saii.
plantarumC7, C8 eLb. caseiC5.

Mots clés :lait cru, bactéries lactiques, identification, g&6S rDNA, probiotique.



Abstract

This work allowed us to appreciate the microbiotadjiflora of lactic bacteria present
in the raw milk of the local bovine (brown Atlashd caprine (Kabyle and Arabia)
populations from samples from the Khemis-Miliangioa. Of a total of 66 strains isolated
and purified, we characterized twenty (20) straiedonging to the group of lactic acid
bacteria. The identification of the strains, basedthe morphological characteristics and on
the various biochemical metabolisms, allowed usbting them closer to the following
speciesLb. plantarum Lb. casetr St. thermophilus Ln. pseudomesenteroidesactococcus
lactis subsp lactis - Pc. parvulus- Lb. paracaset Lb. delbrueckiisubsp delbrueckii- Lb.
animalis and Lb. acidophilus Molecular characterization by the sequencing & Y*DNA
resulted in the identification of eight lactobacilThe establishment of a phylogenetic tree
constructed from their sequences has demonstraged dffiliation to four distinct groups
within the genusLactobacillus They may thus constitute new species. Subseyyemd
examined some of the technological characteristicsndustrial purposes. Their evaluation
revealed the existence of good functionalitrasst strains have the ability to produce acetoin
and exopolysaccharides (EPS). The highest amouBP8&fwas produced by V2 with 4.13g /
L followed by V7 with 3.29g / L. All strains showegbod proteolytic activity with lysis zones
ranging from 169 to 625 mfron MRS-milk. However, these powers vary accordimghe
strain, even within the same speci€be highest production of exocellular proteasethan
eight lactobacilli identified phenotypically andrgaypically was found between 24h and 30h,
of which V2 reached a level of 2.48 and 3.00 U / magpectively. Likewise, they showed an
appreciable acidifying activity where they can reglthe pH to values lower than 6 (between
5.43 and 4.55) after 6 hours of incubation and caagulate the milk after 24 hours of
incubation. Finally, the probiotic profile of 11lseted strains and their mixed cultures was
examinedjn vitro, in order to evaluate their interest for possie. They are screened for
their tolerance to acidic pH and bile salts, thbydrophobicity against xylene and
antagonism. The characterization of the inhibitiggnt made it possible to determine that the
antibacterial activity of the different culturesdge to the presence of antibacterial substances
in the supernatant which may be hydrogen peroxidelcer proteinaceous substances such as
bacteriocins. Several strains have shown probjtiential; those that have given the best
results are.b. plantarumC7, C8 and_b. caseiC5.

Key words: raw milk, lactic acid bacteria, identification, S8DNA gene, probiotic.
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Acide désoxyribonucléique ribosomique
Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments
Acide ribonucléique

Acide ribonucléique ribosomique
American Type Culture Collection

Basic Local AlignmentSearchTool

Biles salts hydrolase

Degré Celsius

Culure mixte (Mixed culture)

Dioxyde de carbone

Degré dornic

Désoxynucléotide triphosphate

Densité Optique

Escherichia

Ethyléne diamine tétra-acétate

Europeanfoodsafetyauthority-Autorité européennséeirité des aliments

Enterococcus
Exopolysaccharide

Food and agriculture organization-Organisation démtions Unies pour

I'Alimentation et I'Agriculture
Pourcentage en guanine et cytosine
GenerallyRegarded As Safe

heure, minute, seconde

Peroxyde d’hydrogéne

gramme, milligramme, microgramme, hanogramme
Kilobase

Lactobacillus

Lactococus

Leuconostoc

Litre, millilitre, microlitre

Milieu liquide- Streptocoques
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Matiére Minérale

Molaire, millimolaire

de Man-Rogosa et Sharp
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National Center for Biotechnology Information
Organisation Mondiale de la Santé
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paires de base

Polymerase Chain Reaction
potentiel Hydrogéne

Ribosomal DatabaseProject
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Staphylococcus
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sp. . Espece non précisée

ssp . Sous espece

SSU for . Sous unité forward
SSU rev . Sous unité reverse

St. . Streptococcus

Subsp :  Subspecies, Sous-espece
Taq . DeThermus aquaticus
TCA . Acide Trichloroacétique
TE . Tris Acétate

TEA . Tris Acétate EDTA

U : Unité

viv : Volume par volume

WHO . World Health Organization (OMS)- Organisation Maxdide la Santé
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Introduction Générale

Introduction générale

La flore microbienne du lait cru, composée esskatent de bactéries lactiques, a été
sollicitée pour ses aptitudes acidifiantes et guoplication dans la formation du godQt, des
aromes et de la texture de nombreux produits taitlent les fromages (Tormo, 2010). Au-
dela des technologies fromageres, les bactériggjuas sont impliguées dans un grand
nombre de fermentations spontanées de produitemiaimes (Stiles et Holzapfel, 199¢g
qui a conduit a la reconnaissance de leur stataererally Recognized As Safe », excepté

pour les entérocoques (Klaenhammealgt2005).

Les bactéries lactiques ont un réle fondamentas dies équilibres microbiens du lait.
Elles constituent un moyen biologique efficace plaupréservation des qualités hygieniques
des aliments, du fait de leur aptitude inhibitrigs-a-vis des microorganismes nuisibles
(Caridi etal., 2003). En effet, les bactéries lactiques prodiide nombreux métabolites aux
propriétés antimicrobiennes, comme des acides mpges, du peroxyde d’hydrogéne, du
dioxyde de carbone, de la reutérine, du diacétyldes bactériocines (Dortu et Thonart,
2009).

Les nombreux genres et espéces qui constituentraxgpe présentent une grande
diversité de caractéristiques morphologiques etsiplygiques qui se traduit par des
utilisations multiples (Zambunelli @l., 2002). Les bactéries lactiques présentent actee
déterminant pour leur utilisation, un importantysobrphisme, qui se traduit par I'existence
au sein des espéces de nombreuses souches posdédamiropriétés technologiques
différentes, et par linstabilité des souches efleésnes. Cette variabilité, due a une
organisation particuliere du matériel génétique hiestéries lactiques, accroit la gamme des
utilisations ; mais aussi les risques d’instabiltechnologique (Francois el., 2007).
L'utilisation maitrisée de ces bactéries dans listde nécessite une préalable connaissance
de leurs principaux processus meétaboliques, des lenteractions avec les autres

microorganismes et de leurs mécanismes de déféadeKaram, 1998).

La caractérisation des bactéries lactiques a fe@oleé développement de souches
bactériennes définies, connues sous le nom denkewai de cultures starters. Elles remplacent
de plus en plus les mélanges non définis tradisgbement employés en industrie laitiere
(Fitzsimmons eal., 1999). Les ferments lactiques jouent un rélénetogique fondamental

en transformation laitiere et la recherche de nibesesouches possédant des activités
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biologiques particulieres sont en pleine expangians le secteur de l'industrie laitiere
(Brillet etal., 2005; Drici etal., 2009; Boumehira etl., 2011).

Dans la fabrication fromageére, les bactéries laesgjouent un réle primordial dans
les premieres étapes de la transformation dunheiis elles interviennent aussi, directement et
indirectement, dans la phase d’affinage et dargukdité sanitaire des produits (Leeadt,
2006). Leur action est liée principalement a despeats de leur métabolisme : la production
d’acide lactique et I'activité protéolytique (Desreaud, 1998). L'utilisation industrielle de
starters composés de bactéries autochtones setrdlené voie plus prometteuse, peu étudiée
(Fall, 2011).Le lait cru et le lait fermenté traditionnel somthes en souches de bactéries
lactiques avec de nouvelles propriétés (Woutesd. e2002).Le criblage et la caractérisation
de cette microflore est tres intéressant pour listée nouvelles souches avec des fonctions
technologiques potentiellement applicables damglustrie alimentaire (El-Ghaich et.,
2010).

Les bactéries lactiques possedent également dsagtapacités bénéfiques et sont
largement connues pour leur potentiel probiotique netritionnel. Elles peuvent par
conséquent avoir des effets bénéfiques sur la samtéontribuant a la protection contre
certaines maladies ou a prévenir certaines carangesionnelles (Turpin, 2011). En outre,
pour étre sélectionner, les souches probiotiquegedb surmonter certaines barrieres et
d'exécuter certaines fonctions, y compris, par giema résistance aux conditions gastro-
intestinales telles que l'acidité gastrique etokddité de la bile, la capacité d'adhérence aux
cellules épithéliales de I'hote, 'activité antimubienne contre les agents pathogenes et la
possession d'un effet de promotion de la santétgite (Dunne etl., 2001; FAO / OMS,
2001).Les souches probiotiques doivent également avdiodees propriétés technologiques
(Parvez etl., 2006).

A cette occasion, le premier objectif de ce tradailthése est de mettre en place une
collection de souches locales de bactéries lacticg@ées a partir de lait cru des populations
locales de vache et de chevre de la région de AiflaDAlgérie, et d’apprécier, dans une
moindre mesure, la diversité de ces espéces. Galbete lactique est étudiée par différentes
techniques d’identification phénotypique et moléod, par le séquencage partiel de ’ADNr
16S, puis caractérisée pour certaines activitégat@ts technologiques. Le second objectif de

ce travail est la caractérisation fonctionnell@ afiévaluer leur profil probiotiquen vitro.
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Les criteres que nous avons retenus, tant pouildage sont : I'étude de leur aspect
sécuritaire, l'activité hémolytique et la résistanaux antibiotiques, la tolérance aux sels

biliaires (0,3%), la résistance a l'acidité gagig, I'hydrophobicité de la surface cellulaire
des souches vis-a-vis du xyléne et de I'activitigbactérienne.

Ce présent travail répond a la nécessité d’enrlehpatrimoine national en microflore
lactique autochtone.
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Chapitre | : Synthese Bibliographique
1. Lait cru

1.1. Qualité nutritionnelle

La vache assure de loin la plus grande part deddugtion mondiale du lait (90%),
méme en pays tropicaux (70%) (FAO, 1998). Ce ktitde tous le plus connu et les données
qui le caractérisent sont sans doute les plus exalttest logiquement aussi le produit laitier
le plus consommé et étudié en nutrition humaineesC'une boisson saine puisque sa
consommation est associée a une alimentation dé@éguafournit une matrice facilement
accessible, riche en une grande variété de nuttsressentiels: des minéraux, des vitamines
et des protéines faciles a digérer. Il est par @pnent essentiel a I'ensemble des fonctions du
corps (Steijns, 2008). Avec les céréales, les wantks légumes et les fruits, les produits
laitiers sont considérés comme des aliments riehasutriments, ils fournissent de nombreux
eléments nutritifs a teneur relativement faibleéaergie et indispensables a la santé tout au
long du cycle de vie (Drewnowski, 2005; Milleradt, 2007).

Le lait et les produits laitiers ont également sede vecteurs d’ingrédients
alimentaires fonctionnels (phytostérols, les acidess et différentes sortes de bactéries
probiotiques) et de source riche pour le dévelompend'une grande variété d’'ingrédients
novateurs de promotion de la santé qui trouvent imie sur le marché (suppléments
diététiques) (Schaafsma et Steijns, 2000; Steijn¥am Hooydonk, 2000; Steijns, 2001a,
2003; Michaelidou et Steijns, 2006; Steijns, 200Bpfin, les protéines laitieres sont
préférentiellement introduites dans des formules ndérition spéciales comme la (re)
construction des tissus et la masse musculaire dbBeznourrissons, les personnes

hospitalisées, les athlétes, et les personnes §gtssis, 2001b).

Les laits sécrétés par les différentes espéces dmmmiéres présentent des
caractéristiques communes et contiennent les mécagsgories de composants: eau,
protéines, lactose, matieres grasses et minéadgendant, les proportions respectives de ces

composants varient largement d'une espéce a l@mretet Leymarios, 2010).

1.2. Composition du lait

Fredot, (2006)appelle que le lait d'une maniere générale sesdien quatre phases :

- une phase aqueuse contenant le lactose, les samtgominéraux solubles, les protéines

F

sériques, I'azote non protéique et la fraction Bl@we la caséine ;
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- une phase micellaire ou colloidale contenantlls grande part de la caséine (protéine
coagulable) et la fraction insoluble des composarit&raux ;

- la troisieme phase comprend des éléments en rsispetels que les globules gras, les
leucocytes et les cellules microbiennes ;

Et enfin une phase gazeuse composeée,di@zote et de COdissous qui représente environ

5% du volume du lait.

La composition des différents laits d'animaux vas@nsidérablement d'une espece a
l'autre, mais aussi a l'intérieur d'une méme espémee a l'intérieur des types ou des races
d'espéces identiques. Cette variabilité peut dépedd la race, de la nutrition, du stade de
lactation, de I'age, de I'époque de I'année etethit thcté (Courtet Leymarios, 201@xbleau
1).

Tableau 1: Composition chimiqgue moyenne du lait de différeregepéces (g/L) (Alves de
Oliveira, 2007).

Matiere  Matiere  Lipides Lactose Cendres Calcium Phosphore

seche protéique (MG) (MM) (Ca) (P)
Vache 132 35 38 50 7.2 1.25 0.95
Chevre 115 34 35 45 8 1.35 1
Brebis 185 60 70 45 8.7 1.9 15
Buffle 174 38 77 48 7.8 1.8 1.8
Jument 105 25 16 61 4.5 1 0.6
Femme 120 13 39 70 2 0.3 0.15

2. Diversité et role de la microflore des laits crs

Il existe peu de travaux récents consacrés a wntaire de la diversité microbienne des
laits crus. Le peu de données publiées portentesiait de vache et secondairement celui de
la chévre (Tormo, 2010) (tableaux 2, 3 et 4).

Les microorganismes du lait cru sont souvent alsostis I'angle technologique. En
effet, ils jouent un réle non négligeable en transftion fromagére du lait cru et sont
communément classés en microflore d'intérét teagique, microflore d’altération, et
microflore  potentiellement pathogene (Richard, 2983.es genres Lactococcus

EnterococccuslLeuconostoet Lactobacillussont les plus fréequemment rencontrés dans les

W

laits crus.
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Tableau 2 : Biodiversité spécifique des bactéries lactiquessddes laits crus de vache,
chévre, brebis d'aprés : (1) Boutonadt, (2006); Dalmasso etl., (2008); Rasolofo edl.,
(2010); (2) Badis eal., (2004); Callon eal., (2007); (3) Caridi eal., (2003); Feutry eal.,
(2010).

Espéces Lait de vache Lait de chévre Lait de Brebis
1) (2) 3)
Lc. lactisssp.lactis + + +

Lc. lactisssp.cremoris

Lactococcus garviae + +

Entercoccus faecalis + + +
En. durans + +

En. faecium + +

En. hirae +
En. saccharominimus +

Lb. plantarum + + +
Lb. paraplantarum + + +
Lb. rhamnosus +

Lb. helveticus + +

Lb. delbrueckiissp lactis +

Lb. delbrueckiissp bulgaricus +

Lb. brevis + +
Lb. casei +

Lb. paracasessp paracasei +
Lb. animalis

Lb. curvatus + +

Ln. mesenteroides + + +
Ln. pseudomesenteroides + +
Ln. lactis +

Ln. citreum +

Tableau 3:Les souches lactiques de la race Kabyle (Badi,e2005).

Lactobacillus Streptococcus Lactococcus Leuconostoc  Weissella Pediococcus

Lb. delbrueckii  Streptococcus Lc. lactis Ln. lactis Weissella P.damnosus
subsp thermophilus subsp. para-
bulgaricus lactis mesenteroide:
Lb. helveticus Lc. subsp Ln.

hordniae mesenteroides

subsp cremoris

Lb. casei Lc. lactis
subsp subsp
rhamnosus cremoris
Lb. brevis Lc. plantarum
Lb. casei Lc. graviae
subsp casei
Lb. delbrueckii Lc. lactis Ln. lactis Weissella P.damnosus
subsp subsp para-
bulgaricus lactis mesenteroides

F
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Tableau 4:Les souches lactiques de la race Arabia (Badit,e2005).

Lactobacillus Streptococcus Lactococcus Leuconostoc Weissella  Pediococcus

Streptococcus  Lc. lactis Ln. lactis Weissella P.damnosus

Lb. helveticus  thermophilus subsp para-

diacetylactis mesenteroides
Lb.plantarum Lc. lactis Ln.pseudo- P.acidilactici

subsp lactis mesenteroides
Lb. caseisubsp Lc. lactis Ln.mesenteroide P.parvulus
rhamnosus subsp subspdextrancun

cremoris
Lb. delbrueckii Lc. plantarum
subsp lactis
Lb. brevis
Lb. caseisubsp Ln. lactis Weissella P.damnosus
casei para-

mesenteroides
Lb.acidophilus
Lb.animalis
Lb.amylophilus

3. Races bovines et caprines locales

En Algérie, I'élevage ovin prédomine, il représe@@ du total des effectifs suivi par
les caprins 13%, puis I'élevage bovin qui représesgiulement 6% de I'effectif globale dont
58% des vaches laitieres (Nedjraoui, 20Q8) cheptel des races locales représente 48% des

effectifs nationaux et n’assure que 20% de la pcbdn du lait de la vache (Bencharif, 2001).

Le bovin local appartiendrait & un seul et mémeaugeodénommeé Brune de I'Atlas, se
trouve dans les zones montagneuses et le nordAteilie. Comparativement aux races
importées, les races locales sont caractérisée$goaptation aux conditions difficiles du
milieu. En effet, elles sont adaptées a la marche en rerudifficiles, aux variations des
régimes alimentaires, la résistance a la sous-atatien et aux maladies (Yakhlef, 1989;
Eddebbarh, 1989).

Les populations qui composent la Brune de I'Atlagigférencient nettement du point de

vue phénotypique. On distingue principalement éedli, 2003):

- La Guelmoisea pelage gris foncé, vivant en zones forestidts.a été identifiée dans les

régions de Guelma et de Jijel, cette populationpmsa la majorité de I'effectif ;

F
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-La Cheurfa a pelage gris claire presque blanchatre, vit edure des foréts et se rencontre

dans les régions de Jijel et de Guelma ;

- La Setifienne a robe noiratre uniforme, elle présente une baaméormation. Sa taille et
son poids varient selon la région ou elle vit. leewe est de couleur noire, longue et traine
parfois sur le sol. La ligne marron du dos caréxécette population.

-La Chelifienne se caractérise par une robe fauve, une téte ¢cal@tecornes en crochets, des
orbites saillantes entourées de lunettes ‘marrané&oet une longue queue noire qui touche le
sol.

Il existe d’autres populations mais avec des affeptus réduits telles que :

- La Djerba qui peuple la région de Biskra et qui se carasdépar une robe brune foncée,
une téte étroite, une croupe arrondie et une lomgeeie. La taille tres réduite, adapté aux

milieux trés difficiles du Sud.
- La Kabyle et la Chaouiaqui dérivent respectivement de la Guelmoise éa d&heurfa.

Le cheptel caprin algérienest peu connu, sa conformation et ses aptitude®mepas
définies. Il existe (Feliachi, 2003) :

- Race Arabia: Race domestique localisée dans la région dedwsghElle se subdivise en
deux sous-types: l'un sédentaire et l'autre tramsint. Comparativement au type
transhumant, le type sédentaire a les poils plugsld4-21 cm contre 10-17 cm pour le type

transhumant.

- Race Makatia Cette race est localisée dans les hauts plateaua région Nord de
'Algérie. Elle est utilisée principalement pour laroduction de lait et de viande et

spécialement pour la peau et le cuir. C’est une decgrande taille et de couleur variée.

- Race Kabyle: La chevre de Kabylie est petite de taille. Elleugde abondamment les
massifs montagneux de la Kabylie, des Aures et dar& Son poil est long de couleur

généralement brun foncé, parfois noir; la téte rdilcourbé, est surmontée de cornes.

- Race M’'zabit: Chévre principalement laitiere, appelée égalemeniggourt, cette chévre
est originaire de M'tlili dans la région de Ghamldktlle peut toutefois se trouver dans toute la
partie septentrionale du Sahara. Cette race rapee28,5% du total des chevres dans le pays.

F
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L’animal est de taille moyenne (65 cm), son codfmngé, droit et rectiligne. Sa téte est fine

et cornée, alors que sa robe présente trois caulleuchamois dominant, le blanc et le noir.

4. Bactéries Lactiques

4.1. Caractéristiques générales

Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogenmidroorganismes produisant de
'acide lactigue comme produit principal du métasmle. Elles colonisent de nombreux
produits alimentaires comme les produits laitiExsjiande, les végétaux et les céréales et font
partie de la flore intestinale et vaginale humame animale. Le groupe des bactéries
lactiques, été défini pour la premiére fois paraG+lensen en 1919, réunit plusieurs genres de
différentes morphologies ayant pour caractere comiewr capacité a fermenter le lactose en
produisant de I'acide lactique (Novel, 1993).

Ce sont des bactéries a Gram positif dont la teeauguanine et cytosine (G+C) est
inférieure a 50%. Elles sont asporulantes, aérérabés facultatives ou micro-aérophiles, a
meétabolisme fermentaire strict, acido-tolérantesagiables de croitre a des températures
comprises entre 10°C et 45°C et a des pH alladt@ea 4,5. Ces bactéries sont généralement
immobiles. Leur division se déroule sur un seuhmal’exception des genreBediococcus,
Aerococcus, et Tetragenococcus(Salminen etal.,, 2004; Koning et Frohlich, 2009;
Pringsulaka eal., 2011).

En général, ces bactéries ne possedent ni catalasérate réductase, ni cytochrome
oxydase (a I'exception de quelques souches soutires conditions), elles sont
protéolytiques, ne liquéfient pas la gélatine, etfarment plus d’indole ni d’hydrogene
sulfureux, ces bactéries sont également incapa@dermenter le glycérol (Dellaglio et.,
1994; Salminen «il., 2004).

En plus de lacide lactique et des autres acidegarogues qui empéchent le
développement des microorganismes indésirablesdpainution du pH du milieu, les
bactéries lactiques produisent d’autres métabaodiy@mt des propriétés antimicrobiennes tels
gue le peroxyde d’hydrogéne, le diacétyle, la meee le dioxyde de carbone et les

bactériocines (Dortu et Thonart, 2009).
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4.2. Taxonomie

La classification des levures, des bactéries, des \et des protistes est basée sur la
taxonomie polyphasique. Ce terme est apparu darenleées 70 défini par Colwell (Colwell,
1970) et se référe a une taxonomie basée sur un largenéles de criteres regroupant les
caractéristiques écologiques, phénotypiques, biaicjuies et génétiques (Pot, 2008).

De nombreuses classifications des bactéries ladiqat été proposées.

- Parmi elles, figure en premier la classificatiorr ples méthodes phénotypiques qui
incluent la croissance a différentes températleesylérance au NaCl, aux acides, a la
bile ou a d'autres inhibiteurs, le type fermentaif@ydrolyse de l'arginine et de
I'esculine, I'ilsomére optique de I'acide lactigue,profil des fermentations des sucres et
la production d’exoplysacharide (Gevers, 2002; Temman etl., 2004)(tableau 5). Ces
méthodes se sont ensuite étendues par I'étude @egueurs chimiotaxonomiques
comme la composition de la paroi cellulaire baettme (De Ambrosini eal., 1996;
Krieg, 2001; Koning et Frohlich, 2009), incluantiature des acides gras, tels que l'acide
lactobacillique (@9:0) et les acides gras insaturés4@, C16:0, C18:0) qui la composent
(Gilarova etal., 1994).

- Une autre classification, basée sur les différentgléles de fermentation du glucose
définit trois groupes (McLeod eil., 2008): Le groupe | renferme les bactéries réatisa
exclusivement [I'homofermentation. Ce groupe con®gortnajoritairement des
Lactobacillus Le groupe Il inclut les bactéries réalisant [8réfermentation et regroupe
les LeuconostoclesOenococcusles Weissellaet quelques espéeces appartenant au genre
Lactobacillus.Le groupe Il regroupe quant a lui quelques espapgsirtenant au genre
Lactobacilluset la majorité des especes appartenant au gsmezococcs, Lactococcus
et StreptococcusCe groupe présente une position intermédiaireedatgroupe | et |l
réalisant ainsi I'hnomofermentation ou [I'hétérofentation selon les conditions

environnementales.
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Tableau 5: Quelques caractéristiques des bactéries lactiyas\(Vright et Axelsson, 2012).

Famille Genre forme Caractéristiques
g g g g g 4« | 8 ¢
- - P v
S 2|15V |5Y |[§8 |5 85 <5< |g3 8
s 3|12 2 7w 4 % 2|22 3 %= g = - 9 B
S 2|l - |= 7 3 C z|l3d T zldae |32 |= 8 9
C | = = | 2 = = = = - - = - =
b ~ L L ~ ~
Aerococcaceae Aerococcus Coccl
(Tétrades) - + . + . . + L
Carnobacteriaceae | Carnobacterium Bacilles K + _ ND¢ _ ND R L
Enterococcaceae Enterococcus Cocct _ + + + - + + L
Cocel
Tetragenococcus (Tétrades) - + - + + B + L
Vagococcus Coccl
(Tétrades) - + - - - v - =
Lactobacillaceae Lactobacillus Bacilles v v v v _ v R D.L.DL®
Leuconostocaecae Pediococcus Coccl
(Tétrades) - A" A" v = + - L,DL®
Leuconostoc Coccer® + + _ v R v _ D
Oenococcus Cocci + + . R v - D
Weissella Coccy/Bacilles® | i+ _ _ v i D.DL
Streptococcaceae Lactococcus” Coccl R + R - - v - L
Streptococcus Cocci ) ) v _ R _ _ L

V, Variable ; ND, non déterminé ; a, dans I’ancienne littérature les lactocoques sont référées aux Streptocoques group N ; b, cocci ou bacilles ; c, faible
quantité de CO, selon le milieu ; d, absence de croissance a 8% NaCl ; e, production d’acide lactique D, L ou DL est variable selon I’espéce.

r

Les études d’hybridation ADN-ADN, puis des strueturet des séquences d’ARN
ribosomaux sont aussi devenues depuis quelquessmies éléments essentiels permettant
I'identification et ainsi la classification taxoname des bactéries lactiques (Makelaakt
1992; Vandamme ail., 1996; Woese eal., 1990). L'analyse comparative des séquences
d’ARN ribosomal 16S a entrainé des changementstirapis dans la taxonomie des bactéries
lactiques (Salminen ell., 2004). Selon la derniére édition Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology,(2009) les bactéries lactiques sont classées @aR&ylum des Firmicutes, la
Classe deBacilli et 'Ordre ded.actobacillalesrenfermant trente-cing genres répartis sur six

familles (figure 1).

Parmi ces genres, seulement douze sont utilisés ldahiotechnologie alimentaire, il
s’'agit de: Aerococcus Carnobacterium Enterococcus Lactobacillus Lactococcus
Leuconostoc Oenococcus Pediococcus Streptococcus, Tetragenococcugagococcuset
Weissella
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Il faut signaler que le genrBifidobacteriumest considéré comme appartenant aux
bactéries lactiques du fait de son effet probiaigqur I'organisme et son utilisation dans les
aliments mais il est phylogénétiguement sans rdappac ces dernieres (Vandammeaket
1996; Gevers, 2002; Patrignania&t 2006).

Streptococcus
‘ e | Actenicrus Streptococcaceae
Lacivum i

Pilitacter
|— Tetragenacoccus |
Melissacoccus "Enierococcaceae”
Vagoneoeens
Enterococcus
Caiellicoccus

JL

Atopobacter
Granulicatella

Allafustis
Doilosizranulum
Atopostipes
Alloiococcus "Carnobacteriaceac”
Alkalibacrerium
Warinilactihactilus
Alopucoccus
Ischacwium
Carnobactermum
Dexemziu
Trickococens
l Lacrebaciilus
Pediococcus Lactebacillaceas
Paralactohacilius
Weissella

1L

IL

Leuconesioe “Lenconosiocaceae”’
Oenacoccus |

| Fackiamia
= Eremnicaccus
: Glolicutellu
Igravigranum "Aerococcaceas’
" Dalosicoccns

Abiotrophia
Aervoencens .

Figure 1 : Dendrogramme illustrant les relations phylogénétde I'ordre

« Lactobacillales dans la classe desBBacilli» (De Vos eal., 2009).
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4 3. Identification moléculaire

Le gene ADNr 16S codant pour 'ARNr 16S (ARN ribosd 16S) est I'un des génes les
mieux conservés chez les organismes procaryotessiAcet €lément est reconnu par la
communauté scientifique pour étre une base de aaispa efficace et fiable pour pouvoir a
la fois comparer et différencier les bactériesepttes (Zakhia et de Lajudie, 2006 effet,
’ADNr 16S :

- comporte des séguences internes trés conseruépsrmettent de sélectionner des amorces

universelles pour I'amplification de '’ADNr 16S deemajorité des bactéries existantes;

- comportent des séquences internes variables emmgitent de distinguer les especes de

bactéries entre-elles;

L'autre atout est que la taille de 'ADNr 16S estffisamment courte (partielles500

nucléotides ou complete1500 nucléotides) pour étre analysé rapidement.

A cause de leur distribution universelle, les séges du domaine variable sont idéales
pour les inférences évolutives globales (Gray, 1984s régions hautement conservées
constituent une bonne référence pour la constmuad&s amorces universelles qui peuvent
étre utilisées pour le séquencage a la fois deNWABU ADNr de plusieursespeces et
I'amplification des régions par PCR ou comme sonmes l'analyse des sites de restriction
(Hillis et Dixon, 1991).1l est constitué de sept régions conservées etald régions
hypervariables (Chakravorty ak, 2007) (figure 2). Un pourcentage supérieur &O&ntre la
séquence d'ARNr 16S étudiée et celles contenues ldarbanques des données permet de

définir 'espece bactérienne (Goebel et Stackelirdi®®4).

De plus, des études minutieuses de régions comrsermét montré qu’il existait des
séquences caractéristiques de grands groupes dérigmc Ces séquences sont appelées
"séquences signatures" et permettent d’établir delstions entre des organismes
phylogéniquement distants (Woeseaét 1985). Des catalogues d'oligonucléotides ont été
obtenus pour de nombreuses souches bactérienmasstd une base de données sur Internet
qgui contient des séquences des ARNr. On peut, @repos consulter le projet RDP
(Ribosomal Database Project) qui propose une c¢mled’au moins 100 000 séguences, en

plus des informations phylogénétiques, de référernmbliographiques et des séquences

F

nouvellement établies (Madigan et Martinko, 2007).
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a By JTr ARNr 16S

Figure 2: Modele de structure secondaire de 'ARNr de lag@sbus-unité ribosomique des
procaryotes. Les dénominations "V" correspondertragions variables. (Tiré des travaux de
Pace et Burpin, 1990

Dans certain cas l'analyse des séquences de lanrémitre les genes 16S et 23S
(Intergenic Spacer Region ITS) a une expressiondmesp plus forte concernant la spécificité
de l'espece, que 'ARN 16S lui-méme et souvent depeces comméb. plantarum
Lb.pentosust Lb. pseudoplantarurou Lb.caseiet Lb. rhamnosugeuvent étre discriminées
(Berthier et Ehrlich, 1998;Tannock &t, 1999).

Généralement on considere que deux isolats batséappartiennent a des especes
différentes si la différence de leur contenu G+Csapérieure a 5 %. Toutefois, deux souches
ayant le méme G+C n’appartiennent pas forcememt @aéme espece, car cette valeur ne
prend pas en considération I'arrangement linéaaerdicléotides dans la molécule d’ADN.
La présence des génomes complétement séquencébgnmsemble des principales familles
des Lactobacillalesa permis la construction d’arbres phylogénétiqdesat le degré de
résolution et de robustesse sont élevés (Makarbw.,e2006). Le génome des bactéries
lactiques est de taille variable entre 1600 a 3§#ites, ceci indique une hétérogénéité élevée
dans le taux d’évolution génomique, qui peut étreada duplication, acquisition ou la perte

des genes, ce qui signifie aussi une diversité tgpreé (Makarova et Koonin, 2007).

F
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Actuellement le séquencage du génome total de Wagtéries lactiques est disponible
parmi lesquelles:Oenococcus oenilLb. brevis, Lb. casei, Pc. pentosacees Ln.
mesenteroided_es bactéries lactiques possédent a la fois ldssnes circulaires et linéaires
qui codent pour différentes fonctions: fermentatidas sucres, activité protéolytique,
production de bactériocines, résistance aux anigjoies et aux phages (Kéning et Fréhlich,
2009). Donc, les bactéries lactiques constituergroape hétérogéne qui n’est pas clairement

défini du point de vue taxonomique (Lahtinenalgt2012).
4.4. Présentation des principaux genres utilisés da ce travalil

Les bactéries lactiques utilisées dans lalimeatatsont considérées comme non
pathogénes et se font attribuer le qualificatif largaxon d’organismes GRAS (Generally
Regarded As Safe) (Aguirre et Collins, 1993; Ada&nMarteau, 1995; De Vos at., 2009;
Zhang et Cai, 2014).

4.4.1.Lactobacillus

Les lactobacilles sont les bactéries lactiqueples ubiquitaires (Desmazeaud, 1992). II
compte actuellement 158 especes et sept de cesesspent constituées del8 sous-espéeces
(Zhang et Cai, 2014). Les lactobacilles sont sotassociés au tractus gastro-intestinal des
mammiféres ainsi qu’aux végétaux. Beaucoup d'espésent utilisées en tant que

probiotiques pour la santé animale ou humaine.

Les lactobacilles ont des exigences nutritionnettés complexes en acides aminés,
vitamines, acides gras, nucléotides, glucides etsels minéraux. La température de
croissance est comprise entre 2 et 53°C, avec timam entre 30 et 40°C (De Vos &,
2009). Le pH de croissance est compris entre 3aae8 un optimum de 5,5 a 6,2 (Zhang et
Cai, 2014).

A lorigine, les espéces du genkactobacillusont été regroupées en fonction de leur
température de croissance et leur capacité a feemks hexoses, et par la suite en fonction
de potentiel homo ou hétéro fermentaire.

Orla-Jensen, (1919 subdivisé ce groupe d’'une maniére similaire & ads coques
lactiques ThermobacteriumStreptobacteriunet Betabacteriuj Cette division est toujours

valide a un degré considérable. Hammes et Vog8bH)lont divisé le genre en trois sous

W
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genres sur la base des fermentés et le processtesndentation utilisée (Salminen at.,
2004; Zhang et Cai, 2014):

Groupe I: comprend les lactobacilles homofermentaireststqai regroupent les espéces de
I'ancien sous genre Thermobacteriurh ne produisant presque exclusivement que l'acide
lactique a partir de la fermentation des hexoseglyaolyse. lls ne peuvent fermenter ni les

pentoses ni les gluconates ;

Groupe Il: comprend les lactobacilles hétérofermentairesulfaiifs qui regroupent les
especes de l'ancien sous gen&iréptobacteriurhet qui fermentent les hexoses en acide
lactique par glycolyse, et peuvent fermenter leggses en acide lactique et en acide acétique
grace a une phosphocetolase inductible. lls neuysedt pas de C{ors de la fermentation

du glucose mais ils en produisent lors de la fatateon du gluconate.

Groupe Il : ce sont des lactobacilles hétérofermentaireststqui regroupent les espéces de
'ancien sous genre Betabacteriurh qui fermentent les hexoses en acide lactiquejeaci
acétigue (ou éthanol) et G@t qui fermentent les pentoses en acide lactiquacete

acetique).
4.4.2.1L.euconostoc

La premiere espece décrite éthdguconostoc mesenteroidpar Tsenkovskii, (1878).
Actuellement le genréeuconostoccomprend 13 especes (Zhang et Cai, 2@ju)sont :
Ln.mesenteroidesLn.carnosum, Ln.citreum, Ln. fallax, Ln.gasicomitai Ln.gelidum,
Ln.inhae, Ln.kimchii, Ln.lactis, Ln.holzapeflii; nlpalmae, Ln.miyukkimchiet Ln.
pseudomesenteroidekeuconostoc mesenteroidest la bactérie épiphyte la plus abondante a
la surface des fruits et des végétaux, et est galeretrouvée dans divers produits laitiers.

Leuconostoproduit notamment du diacétyle a partir du cit(@gder et Prévost, 2009).

Elles sont exigeantes de point de vue nutritioratdeur croissance est toujours lente.
Leur optimum de croissance est de 20 - 30°C (Bjbkedal., 2009).

Les espéeces du genkeuconostosont semblables aux lactobacilles hétérofermesgtair
et sont souvent isolées du méme habitat et pattagemombreuses caractéristiques (Zhang et
Cai, 2014).
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4.4.3.Streptococcus

Streptococcus thermophilest la seule espece de streptocoques utiliséecbnalegie
alimentaire. Il se différencie des autres strepjoes par son habitat (lait et produits laitiers)
et son caractere non pathogene, la résistanceeafgérature (Pilet etl., 2005).

Streptococcus thermophilusst 'une des bactéries lactiques thermophilegetaent
employée en tant que levain dans la fabrication mlesluits laitiers fermentés tel que le
yaourt et les fromages a pates cuites (Hol.e2005; Delorme, 2008). Elle est connue par
une forte production d’aréme tel que I'acétaldéhgti@ar sa capacité de produire de l'acide

folique et des exoplysaccharides (Delorme, 2008).

4.4 .4.Pediococcus

Ce sont des coques uniformément sphériques ou eoithis jamais allongés, dont la
particularité et le regroupement en tétrade d0 & division dans les deux directions
perpendiculaires (Pilet efal., 2005). Les especes de ce genre sont mésophiles,
homofermentaires et leur développement nécessitprésence de divers facteurs de
croissance (Holzapfel edl., 2009). Actuellement, ce genre comprend 11 espePe.
acidilactici, Pc.argentinicus Pc.cellicolg Pc.claussenji Pc.damnosusPc.ethanolidurans
Pc.inopinatus, Pc.parvuly®c.pentosacey®c.siamensigt Pc. stilesii(Zhang et Cai, 2014).

Pc. acidilactici et Pc. pentosaceusnt démontré leur utilité dans I'élaboration de
plusieurs produits carnés fermentés naturels. @emdnduit a de nombreuses sélection de
souches et leur utilisation comme agents antibiact®iou probiotiques dans la fabrication des
produits carnés (Albano etl., 2007; Ruiz-Moyano eal., 2008). Les pédiocoques sont
également des bactéries lactiques autochtones aqmieptent la maturation des fromages
(Gonzalez edl., 2007).

4.4.5 Lactococcus

Les produits végétaux constituent leur réservoinggpal, mais ils sont largement
présents dans le lait et les produits laitiersefPdt al., 2005). La premiére espéce de
Lactococcusdécrite fut Bacterium lactispar Lister, (1873). Elle fut ensuite renommée
Lactococcus lactipar Schleifer eal. (1985). Le genréactococcusomprend 11 espéces et
sous especes reconnuekc.changangensjsLc. fujiensis Lc.garvieae Lc.lactis subsp

hordniag Lc.lactis subsp lactis Lc.lactis subsp cremoris Lc.lactis subsp tructae
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Lc.piscium Lc.plantarum Lc.raffinolactiset Lc. taiwanensigZhang et Cai, 2014). Quelques

especes produisent des exoplysaccharides et desibeioes (Tamime, 2002).

5. Propriétés métaboliques recherchées chez lesxchaies lactiques

Les caractéristiques meétaboliques des bactérietiquas en font des acteurs

indispensables au cours des fermentations alintentai

Elles sont classiquement impliquées dans un grantbre de fermentations alimentaires,
seules ou avec d'autres micro-organismes (transfitom du lait, boissons fermentées,
salaison, fermentation des végétaux), et sont égale étroitement associées a
'environnement humain. Le principal atout de cestbries réside donc dans leur capacité a
acidifier les produits alimentaires. L’acide laciy qui est le produit principal du
meétabolisme fermentaire, joue un réle majeur dansonservation des aliments puisqu’il
inhibe fortement la croissance des bactéries patiega bas pH (Stiles, 1996). Il a également
un rdle direct dans l'industrie laitiere puisque permet la formation du caillé. Les
carbohydrates fermentés en acide lactique par d&tébies lactiques peuvent étre des
monosaccharides tels que des hexoses (glucosetagap des pentoses (xylose, ribose,
arabinose), hexitols et pentitols (mannitol, salbikylitol) ou des disaccharides (lactose,
saccharose, cellobiose, tréhalose). La fermentatessucres s’effectue essentiellement en
trois étapegAtlan etal., 2008:

- le transport du sucre a travers la membranelagky
- le catabolisme intracellulaire du sucre;

- formation et expulsion extracellulaire des métib® terminaux.

Selon les genres ou espeéces, les bactéries lagtigilsent principalement I'une des
deux voies majeures du métabolisme des sucres.adit sdes voies homofermentaire
(Embden- Meyerhof-Parnas, EMP) et hétérofermen(amee des pentoses-phosphate) ou la
voie bifide (figure 3) (Thompson et Gentry-Week394).
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Bifide Homofermentaire Hétérofermentaire
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Acétyl-P NADH+H
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Figure 3: Voies homofermentaire, hétérofermentaire ou bifidda dégradation du

glucose(Les principales enzymes sont indiquées en rouk. :@lucokinase, FBA : FBP aldoolase, FCP :
fructose-6-phosphate phosphocétolase, XPC : xydlophosphate phosphocétolase, PK : pyruvate kinase
LDH : lactate déshydrogénase, ACK : acétate kinase)

Les bactéries lactiques participent également texture et a la saveur des produits
laitiers. Les arébmes sont multiples et peuvent @navd’origines diverses, soit du catabolisme
des hydrates de carbone présents dans le laibgictitrate...), soit du métabolisme des

acides aminés ou encore des matieres grassescetagt@urs propriétés d’acidification et de

E

production de polysaccharides (figure 4).
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Figure 4 : Principales voies métaboliques des bactéries laesigThompson et Gentry
Weeks, 1994).

Elles sont souvent été utilisées en co-cultures putier et/ ou améliorer la fermentation
de nombreux aliments. Cependant, une des cardicjees des bactéries lactiques qui leur
permet de se placer comme bio-conservateur est [@aduction de molécules
antimicrobiennes (Settanni et Corsetti, 2008). Leuouvoir antimicrobien envers de
nombreuses autres bactéries est lié a leur capagitéduire différents acides et métabolites
tels que les acides lactique et acétique, le pel@xikhydrogeéne, des peptides antimicrobiens,
du diacétyle et du dioxyde de carbone ainsi queedepolysaccharides (Fuller et Gibson,
1997). Les exopolysaccharides des bactéries lagigant connus pour avoir des propriétés
bénéfiques sur la santé humaine incluant I'abaissérdu cholestérol, des propriétés anti-
ulcére (dextrane-sulfane), anti-tumorale, immunouatate ou anti-inflammatoire (Lapointe,
2009). De plus, ils peuvent agir comme des fiblesemtaires pouvant favoriser la croissance
et la survie des bactéries probiotiques dans t&usagastro-intestinal (Germanadt, 1999).

En biopréservation, des effets synergiques onttpudbservés entre bactériocines ou entre
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bactériocines et d’autres composeés antimicrobi¥nsif etal., 2011; Rattanachaikunsopon et
Phumkhachorn, 2010; Garciaadt, 2010).

De nos jours, les bactéries lactiques font I'oljet recherches intensives qui sont
améliorées par la disponibilité de la séquence tetimmlu génome de nombreuses bactéries
lactiques:Lactococcus lactisL1403 (Bolotin etal., 2001),Lactobacillus plantarunWCFS1
(Kleerebezem etl., 2003), Lactobacillus johnsoniiNCC 533 (Pridmore etl., 2004),
Lactobacillus acidophiluslCFM (Altermann egl., 2005).

Les technologies laitieres constituent le secteumcgpal d’application des bactéries
lactiques. La compréhension de la physiologie densiEroorganismes contribue ainsi a un
meilleur contrble des procédés de méme qu’a I'aradion et a la diversification des qualités
organoleptiques et texturales des produits laifensentés.

Pour cela diverses stratégies ont été mises er,placagit tout d’abord d’'une meilleure
sélection des souches et leur utilisation en mésmgpmplexes dans des levains de culture.
Une optimisation métabolique des souches a égalegténenvisagée afin d’augmenter la
production d’arébmes (Ferain at., 1996; Hols etal., 1999; Hugenholtz eal., 2000), de

polysaccharides, de vitamines ou encore de la@yste des protéines du lait.

Les bactéries lactiques sont également impliquéas de nouveaux types de produits en
tant que «probiotiques» (Leveau et Bouix, 1993riffani etal., 2006; Steijns, 2008). I
s’agit de micro-organismes vivants qui une foistmdg, vont conférer un effet physiologique
bénéfique sur la santé de I'hote (FAO/OMS, 2002)s Lgenres Lactobacillus
Bifidobacterium et Enterococcusabritent des espéces considérées comme probiotiques
(Fuller, 1991; Gordin et Gorbach, 1992). D’'autres bactériggi ne colonisent pas
naturellement le tractus digestif des mammiféreaisnsont utilisées comme starters dans
l'industrie laitiere sont également considérées rmenes probiotiques,b. bulgaricuset St.

thermophilus

Les principaux effets prouvés des probiotiques stantstimulation du systeme
immunitaire, la prévention et la réduction desnisites des épisodes diarrhéiques, ainsi que la
réduction de lintolérance au lactose. Les lactdlesc ont également d’autres effets
bénéfigues moins bien étudiés comme la synthesevitdenines B, I'amélioration de

'absorption de nutriments, la dégradation de faxteantinutritionnels, la modulation de la

ﬁ
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physiologie du systeme digestif, et reccemment hairdition de la perception de la douleur
(Turpin etal., 2010). Ces capacités peuvent donc étre bénéfipos la santé et peuvent
participer a la protection contre de nombreusesgbagies.

De par sa définition, pour qu’un microorganisme setconnu comme probiotique, il faut
gue son effet bénéfique chez 'Homme, et sa cabacisurvivre au transit intestinal soient
démontrées (WHO/FAO, 2001; Van de Guchteakt 2002; AFSSA, 2005; EFSA, 2010).
Ainsi, pour garantir leur survie pendant le passaigdractus digestif, les probiotiques sont
premiérement criblés pour leur tolérance au pHeaeida la bile. L'adhésion des bactéries
probiotiques aux tractus digestif leur permet dedpire durablement des molécules
bénéfiques pour I'héte, mais permet également lieston des pathogenes et une
immunostimulation (Servin, 2004). C’est pourqudieeapacité est tres recherchée chez les

probiotiques (Kravstov edl., 2008) (figure 5).

Les probiotiques présentent des propriétés qui\sambles selon I'espece ou la souche

microbienne. Le choix des probiotiques dépend depoapriétés et du type d’utilisation.

En plus de l'innocuité et des propriétés fonctidlase des criteres technologiques sont
également pris en considération dans la sélectsnsduches probiotiques. Selon Saraela et
al. (2000), ces criteres sont de bonnes propriétésoselies, une résistance aux phages, une
viabilité durant le traitement technologique et wstabilité dans le produit et durant le
stockage. Cependant, I'aptitude de ces souchesean@ustrialisées n’est souvent vérifiee
gu'apres leur sélection sur les criteres de fonciddité; mais les souches les plus
fonctionnelles ne sont pas forcément des souchkstralisables. Les études présentant a la
fois l'aptitude des souches a résister aux comwtidu tractus gastro-intestinal et aux

conditions des procédés de fabrication sont égaleassez rares.

Toutefois, le critére de viabilité ou de survie deme essentiel dans la sélection des
probiotiques. Ainsi, la capacité de survie des mtidues dans I'héte apres leur ingestion,
dépend de leur résistance intrinseque, des factleurfidte et du véhicule par lequel ils ont
été ingérés (Marteau et Shanahan, 2003).
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Parmi les facteurs de I'héte qui réduisent la igurdes probiotiques, on cite
principalement I'acide gastrique, 'oxygéne, le grdtel redox, les sels biliaires, les autres
secrétions digestives (mucus, défensines) et ftacteon avec la flore endogene (Godward et
al., 2000; Marteau et Shanahan, 2003).

Origine (composantes d'un microbiote intestinal sain de préférence d'origine
humaine)

Biosécurité (sans effets négatifs pour les humains, transfert génétique, résistance aux
antibiotiques)

Actif et viable (activité dans des conditions intestinales; survie aux conditions de
fabrication et d'entreposage)

Résistance & pH acide, aux sucs gastriques et pancréatiques ainsi qu'a la bile

Adhérence & I'épithélium et au mucus intestinal

Effets bénéfiques pour I'h6te (Antagonisme microbien, modulation du systéme
immunitaire, autre)

Figure 5: Criteres de sélection des probiotiques (Milett€720

6. Croissance des bactéries lactiques dans le laitProtéolyse

Les bactéries lactiques se caractérisent par dgginsenutritionnels particulierement
complexes, outre la présence d’'une source fermahleselles ont besoin pour croitre de
plusieurs acides aminés gu’elles ne peuvent pathéser a partir d’'une source azotée
simple (De Roissart et Luquet, 1998armi les bactéries lactiques, les leuconostodsset
lactobacilles sont connus pour leurs exigencesiphest en acides aminés, vitamines, des

bases purines et pyrimidines (Heberalet 2000).
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Le lait cru tel qu’il sort de la mamelle n’est pais milieu de culture optimal pour les
bactéries lactiques. Quelle que soit son origihesontient toujours un exces de sucres
fermentescibles nécessaire aux bactéries pournditeeiune densité cellulaire de °10
cellules/mL, par contre, il est pauvre en nutrirseatotés assimilables (Luquet, 1986). La
teneur en acides aminés libres et en peptidesgsifisante pour une croissance optimale de

ces bactéries (Barrette, 2000).

L’azote aminé disponible dans le lait existe smumE de protéines (caséines et protéines
du lactosérum) et de composés de bas poids moikcijcides aminés et peptides). Ces
derniers sont beaucoup moins abondants que leSimgstet leurs teneurs sont faibles (De
Roissart et Luquet, 1994). La caséine constitu@8fes protéines du lait, elle est composée
de quatre phosphoprotéines: les caséingsisy, p etk qui contiennent tous les acides aminés
nécessaires pour la croissance des bactériesuast{giunji etal., 1996). La dégradation des
caséines et [l'utilisation ultérieure de produits dégradation, nécessitent un systeme
protéolytigue complexe (Gobbetti @&t, 1996). Ce dernier n’est pas seulement indisji@asa
pour le métabolisme azoté des bactéries lactiquass joue aussi un role dans le processus
d’affinage de plusieurs variétés de fromages (E889). Ce systéme spécialisé comprend des
protéinases associées a I'enveloppe cellulaire §fERS systéemes de transport permettant
'absorption des peptides résultants et plusieeigases intracellulaires qui dégradent les

peptides en acides aminés (Kunjakt 1996 ; Savijoki eal., 2006)(figure 6).

Le systeme protéolytique des lactobacilles est smbian étudié que celui des lactoques
mais, en général, les deux possedent des protéiageeptidases similaires (Sousaalket
2001).

6.1. Protéases de paroi et systeme de transport desptides

La dégradation des caséines du lait est initiéelgmmrotéases de paroi (De Vos et
Siezen, 1994; Kok et De Vos, 1994; Pritchard et|Qear, 1993; Smid adl., 1991). Ce sont
des enzymes monomériques et font partie de la lfardiés protéases a serine (Laan et
Konings, 1989). Certaines souches de bactériegjlest ne possedent pas de protéase de
paroi et dépendent de la protéase de paroi préskateles autres souches pour se développer
dans le lait (Savijoki edl., 2006). Cing types de protéases de paroi de raenfé@mille mais
présentent certaines différences ont été caragtérishez les bactéries lactiques : PrtP chez

Lactococcus lacti®t Lb. paracasei PrtH chezLb.helveticus PrtR cheZ.b.rhamnosusPrtS
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chez St.thermophiluset PrtB chez_b.bulgaricus(Savijoki etal., 2006). Elles contiennent
différents domaines fonctionnels (figure 6): le done correspond au peptide signal (PP), le
domaine catalytique des protéases a serine (PR)damaine d’insert (I) qui régule
probablement leur spécificité de substrat, le dam# de fonction inconnue, le domaine B
participant probablement a la stabilité, le domalmdix (H) qui positionne A et B a
I'extérieur de la cellule et un domaine hydrophad¥) qui a une fonction déliement
d’espacement de la paroi cellulaire (Siezen, 19¢@rnandez-espla el., 2000). Les
oligopeptides produits par I'action de la protéasastituent la source principale d'acides
aminés pour les lactocoques. Les oligopeptides spstiite transportés a l'intérieur de la
cellule (Tynkkynen etal., 1993) par trois ou quatre transporteurs selorsdache. lIs
appartiennent a deux grands groupes: les PRT {leeptinsport) et les ABC (ATP-binding-
cassette) transporteurs. Pour les premiers, lsgoahde peptides dépend de la force proton-
motrice, pour les deuxiémes, il dépend de I'ATPs lsystemes Opp appartiennent a la
superfamille des ABC transporteurs. DtpT et DtpRt sles transporteurs proton dépendants.
Ces transporteurs se distinguent par leur orgaoisat leur spécificité. Le systeme Opp
transporte des peptides entre 4 et 18 acides arfilaésarque etl., 2004). DtpT et DtpP
transportent les di- et tri-peptides (Guedorakt 2001a; Kunjietal., 1998). Les peptides
internalisés sont ensuite hydrolysés par plusipepidases différentes avec des spécificités
chevauchantes dans certains cas (Guedah,e2001a; Kunji etal., 1998; Lamarque l.,
2004; Savijoki etl., 2006).

CwimMm|C
L. lactis } v "y

L. paracasei PrtP

L. helveticus PrtH {pP>X'PR 3 A [B JH
L. bulgaricus PrtB man B
S. thermophilus PrtS <pP>XZ’PR ] A | H [wean

L. rhamnosus PrtR {pP>X_PR 4 A [(BXW4AN

Figure 6: Représentation schématique des protéases de parois
(Siezen, 1999; Savijoki ai., 2006).

CW : paroi cellulaire ; M : membrane cytoplasmiqGe, cytoplasme
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6.2. Peptidases

Une grande variété de peptidases intracellulairétéacaractérisée chez les bactéries

lactiques:

Les aminopeptidases générales comme PepC et Pbpini des acides aminés de
'extrémité N-terminale d’une grande quantité dyolpeptides. Les aminopeptidases PepV et
PepT ont aussi des spécificités de séquence tgsslat hydrolysent des di- et tri-peptides,
respectivement. L'endopeptidase PepO, ou encorE,Pgdrolysent des oligopeptides d’'une
certaine taille. Certaines peptidases hydrolyspétifiquement certaines séquences, ainsi par
exemple PepX et PepQ sont spécialisées dans I'lygdrales peptides contenant la proline,
trés abondante dans les caséines. La construationudants simples et multiples des genes
codant ces peptidases et le suivi de leur croigsdans le lait a permis de mettre en évidence
celles qui étaient importantes pour la nutritiorotee, comme par exemple PepN, PepC,
PepO, PepT et PrtP (Mierau at, 1996). Les bactéries lactiques répondent a latgaa

d’azote disponible en régulant leur systeme prgtieple.

Guedon efal. (2001a) ont montré que I'expression de six genegroupes de géenes,
prtP, prtM, opp-pepO, pepD, pepN, peptphepXest réprimée de 5 a 150 fois suite a I'ajout
d’un hydrolysat contenant 80% de peptides et 2086idés aminés et qu'il y a expression de

ces genes uniquement en conditions d’azote lina@gant

Il est maintenant connu que CodY régule négativeértierpression de certains genes
codant des protéines participant a la protéolysquet cette répression est modulée par la
guantité intracellulaire d’acides aminés branch&sigucine, leucine, valine) (Guedonadt,
2001b) (figure 7). Des expériencés,vitro, ont montré que CodY reconnait une séquence
intérgénique précédant I'opérapp régulé et que les acides aminés branchés stimoégnt
accrochage (Den Hengstat, 2005). Ces résultats confirment les observatiéaisées par
(Mierau etal., 1996) lors de I'études des mutants de protédagespdases.

Des études de différents mutants des génes fgsatie¢ de la machinerie protéolytique
ont permis de comprendre le role clé de la protdagearoi et du transporteur d'oligopeptides
dans la libération d’acides aminés a partir dealseme. En effet, PrtP et Opp se sont avérés

cruciaux pour la croissance dans un milieu contem@s caséines comme seule source
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d’azote. Au contraire, le manque de DtpT n’a auamfleence sur la croissance dans un tel
milieu (Kuniji etal., 1998).

Caséines

Peptides contenant
des ILV

Peptides contenant
des ILV

Régulon
Peptidases l protéolytique
I 4 opp-pepO1

Concentration o
- epN
enILVou --eeeeeee- > 62 _____ > pPep
d’un produit de dégradation . i

~o ~~a pepC

prtP

Figure 7: Modele présentant la régulation de I'expressiongdgges du régulon protéolytique
delLc. lactis.

7. Conséquences technologiques de la protéolyse

Les protéases de parois sont les enzymes clés sieénsy protéolytique des bactéries
lactiques et sont impliquées dans la premiére élapkn dégradation des caséines (Kunji et
al., 1996; Savijoki etl., 2006). En plus de leur réle vital pour la craisse bactérienne dans
le lait, elles contribuent au développement déaeeiur et de la texture des produits fermentés
(Fox et Wallace, 1997). En outre, certaines sousl@s$ capables de produire des peptides
possédant des activités biologiques (peptides tispaui peuvent promouvoir la santé au-
dela de la nutrition traditionnelle (Meisel, 200dorhonen et Pihlanto, 2003). Les caséines
sont particulierement la source principale de st bioactifs.Lb. helveticusCP790,
Lb.rhamnosusGG, Lb.bulgaricusSS1,Lc.lactissubsp cremorisFT4 sont connues pour leur

capacité a produire de tels peptides par protédiysbbetti etl., 2002).
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Cependant, les protéases de parois sont parfidasigine de peptides de petites taille
ayant une hydrophobicité élevée (partie C-termicalestituée de leucine, phénylalanine ou
de tyrosine) et leur accumulation est responsabie défaut d’amertume (Rodriguez &,
1996; Broadbent etl., 2002). Le choix des souches est particulierenmepbrtant pour éviter

ce défaut.

Il existe aussi des souches qui sont protéasedivegdl s’agit généralement de souches
qui ont perdu leur plasmide codant pour la syntltséa protéase de paroi. Cependant, les
souches Prt- gardent souvent leurs systemes dgpbdrdes acides aminés et des peptides, ce
qui leur confére une activité peptidasique semblabktelles des souches Prt+. L'utilisation
des souches Prt- présente plusieurs avantagesl’abatrd, il semblerait qu’elles soient moins
sensibles a I'attaque des phages parce qu’elldéwadoppent plus lentement. L'utilisation de
ces variants réduirait également I'amertume. Des @t lors d’'une fabrication fromageére,
toute protéolyse s’accompagne par une perte d'aane le lactosérum, donc par une baisse
de rendement fromager. Des pertes de 4 a 7% déneasent été enregistrées avec les
souches dé.c.lactis sspcremorisPrt-. De ce fait, I'utilisation de ferments mixtesntenant
des souches Prt- semble étre une stratégie effmmoeaugmenter les rendements fromagers
(De Roissart et Luquet, 1994).
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Chapitre 1l : Matériel et méthodes

Les bactéries lactiques peuvent étre divisées el deoupes selon leurs propriétés
fonctionnelles d'intérét technologique. Le premigoupe concerne les bactéries impliquées
dans la fabrication méme du produit (acidificatipmtéolyse...), le second groupe concerne
les bactéries permettant de donner de la valeutegcau produit. Il s’agit essentiellement de
propriétés métaboligues secondaires, de proprie@sbiotiques, de propriétés
bactériostatiques ou inhibitrices contre des patheg alimentaires et enfin des propriétés de
coopération ou d’activation entre microorganisniesriet, 2009).

A travers cette étude, nous avons voulu constitndot de souches de bactéries lactiques
naturelles isolées a partir de lait de chévre et de vachepdgsilations locales ayant des

fonctionnalités différentes.

1. Materiel
1.1. Source du lait

Les échantillons de lait proviennent de : Khemidiavia, sidi Lakhder, sidi benbrika, Bir
oueld Khlifa de la wilaya de Ain-Defla a partir despulations locales de vaches et de
chevres. Un total de 15 échantillons ont été cwkede différentes races bovines reconnue
sous le nonBrune de I'Atlas (03 de Setifienne et 03 de kabyle) et caprined@Xabyle et
04 de Arabia) durant le mois de Mars du perigdies’étale entre 2009-2011.

La collecte du lait a été réalisée dans des camditaseptiques. Apres lavage a l'eau
javellisée et élimination des premiers jets, la¢ Eiété recueilli dans des flacons stériles,
conservé a 4°C dans une glaciere et acheminé elinecit au laboratoire pour I'analyse.

1.2. Milieux de culture

Plusieurs milieux de culture ont été utilisés aursale cette étude expérimentale dont les

principaux sont les suivants :

* Le milieu MRS (Man Rogosa Sharpe) est utilisé mptai recherche dekactobacilles,

Pediocoqueset Leuconostoc.L’ensemencement est realisé en profondeur et arblelo
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* Le milieu M17 est employé pour la recherche deseptococcus, Lactococcust

EnterococcusL’ensemencement est réalisé en surface.

2. Méthodes

2.1. Caractérisation phénotypique, moléculaire etechnologique des souches isolées a partir
de lait cru de populations locales

2.1.1. Caractérisation phénotypique

2.1.1.1. Isolement et purification

L’isolement est I'étape clé qui nous permet ddimtjsier les différentes colonies. Pour

cela, les dilutions décimales ont été initialemeffectuées jusqu’a 10

Afin d’isoler un maximum d’espéces nous avons apiés types d’ensemencement (en
surface sur le milieu M17, en profondeur et en d®wabuche sur le milieu MRS), en portant
guelques gouttes des dilutions décimales. L'indobhatst faite a 30 pendant 24h a 48 h.

La purification, c’est I'étape la plus importantar elle permet I'obtention des souches

pures ce qui facilitera leur caractérisation. Hlensiste a effectuer des repiquages successifs
sur bouillon-gélose (MRS/M17 selon la souche) jisdiobtention de colonies de méme
taille, méme forme et méme couleur renseignantaspureté des souch@sdoui etal., 2009)
La purification des souches sur milieu gélosé #eptr la méthode des stries. La pureté des
souches est contrélée par examen macroscopiquerpsoopique (apres coloration de Gram)
avec une recherche de la catalase aprés chaqupiagpj et I'aspect caractéristique de la
culture des bactéries lactiques en bouillon. Leddsges Gram positif, catalasexydaseet

nitrate réductaseont retenues.
2.1.1.2. Examen macroscopique

Une observation macroscopique a I'eeil nue a pedmekecrire les caracteres culturaux

des colonies obtenues sur milieu solide (aspechdpcouleur et disposition).

2.1.1.3. Examen microscopique

Une coloration de Gram est effectuée pour chaguenieoisolée. Les cellules sont

examinées au microscope optique a immersion (G)x3€l0n le protocole décrit par Prescott
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et al. (2003).Celle-ci permet de différencier les bactéries anGpsitif de celles a Gram

négatif, les batonnets, les coques et le modegieupement.
2.1.1.4. Recherche de la catalase

La catalase est mise en éevidence en émulsionnanttlae bactérienne a tester dans une
solution fraiche d’eau oxygénée a 10 volumes. Uyagément gazeux abondant sous forme
de mousse traduit la décomposition de I'eau oxygémus l'action de I'enzyme a tester
(Guiraud etl., 2003).

Chez les bacilles, elle permet de distinguer letébiees sporulées, aérobies et catalase
positive appartenant au gerBacillus et les bacilles asporulées catalase négative dre ge
Lactobacillus Chez les coques, elle permet de différencierclegues lactiques qui sont
catalase négativé&s{reptococcud.actococcusEnterococcusleuconosto@t Pediococcuset
les coques non lactiques qui sont catalase pogBitagmhylococcust Micrococcus$ (Guiraud,
1998).

2.1.1.5. Recherche de I'oxydase

La recherche de cette enzyme consiste a dépossruatube a hémolyse, un disque
«Ox» et I'imbiber avec une goutte d’eau distillBmsuite, prélever une partie de la colonie a
étudier et I'étaler sur le disque. Aprées enviromii@utes une coloration violet foncé apparait
sur le disque puis vire au noir, ce qui signifieeglisolat posséde I'enzyme oxydase
(Delarras, 2007).

2.1.1.6. Recherche de la nitrate-réductase

Cette enzyme est capable de catalyser la réactioédiiction des nitrates (N A une
culture en milieu nitraté agée de 18-24 heures,amute le réactif nitrate | (acide
sulfanilique), puis le réactif nitrate lb{naphtylamine). La coloration en jaune indique e
milieu ne contient plus de nitrate, la bactérieggale donc I'enzyme.

En absence de la coloration on rajoute la poudreide, aprés environ 5 minutes,
I'absence de coloration rose est interprétée comNitrate” (bactéries réduisent les nitrites
jusqu'au stade azote gazeux) (Larpent, 1997).
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2.1.1.7. Conservation

- Repiquages successifs : Cette méthode est atifisar une conservation des souches pures

a courte durée. Les souches pures sont cultiveéemiiieu solide incliné dans des tubes.
Aprés la croissance a la température optimale,cldaires sont maintenues a 4°C et le
renouvellement des souches se fait par repiquagesttes 4 semaines.

- Congélation : La conservation a long terme deglses pures est réalisée dans un milieu
contenant 70% de lait écremé (enrichi par 0.05%trHé de levure et 0.05% de glucose) et

30% de glycérol et stockées a une températurd@€ (Samelis edl., 1994).

2.1.1.8. Identification des isolats

L’identification des souches isolées a été réalipée I'application des méthodes
classiques décrites par Guiraud et Galzy, (1986jraRsxiene et Lapied, (1981); Larpent,
(1997); Guiraud, (1998); Bourel at (2001); Badis eal. (2005); Gusils eal. (2010).

2.1.1.8.1. Croissance a différentes températures

Elle permet de distinguer les bactéries lactigu€saphiles des bactéries lactiques
thermophiles. Aprés inoculation du bouillon MRS/M@A&r les cultures pures, les tubes sont
incubés pendant 24h a 48h aux températures 10°C, &745°C. La croissance est appréciée
par un trouble du milieu. Les bactéries mésoplplesssent a 10°C alors que les bactéries
thermophiles ne le font pas. La thermorésistantaie<ritére de classification qui permet

d’étudier la résistance a certain traitement thgu®i Elle est testée a 65°C pendant 30 min.
2.1.1.8.2. Type fermentaire

Ce test permet de différencier les bactéries laeiqhomofermentaires de celles
hétérofermentaires. Il consiste a mettre en évigdémproduction de gaz (G Pour se faire,
le milieu Mac Cleskey a été inoculé par les cukubactériennes, puis un bouchon de la
gélose blanche stérile a été coulé en surface. Eeeloppement d'une bactérie
homofermentaire ne provoque pas de discontinuitée é& milieu et le bouchon de la gélose
blanche. Le gaz produit par un métabolisme hétéraptaire pousse, au contraire, le

bouchon de gélose vers le haut du tube
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2.1.1.8.3. Croissance des souches dans des condltioostiles

2.1.1.8.3.1. Croissance a différents pH

Elle est étudiée sur le bouillon MRS : ajuster ¢ @ 4,5 a l'aide d’'une solution de HCI
(ou a l'aide d’'une solution de soude 1N pour le §8), puis ensemencer les différentes
souches et incuber & 30°C pendant 24h a 72h. Lréijgmad’un trouble indique la croissance.

2.1.1.8.3.2. Culture sur milieu hypersalé

La croissance en présence de différentes concensatle chlorure de sodium (NacCl)
donne des renseignements précieux pour l'identifioa Les cultures a tester ont été
ensemencées sur des bouillons de MRS/M17 a 2%, t4% 65% de NaCl. Aprés une
incubation a 30°C pendant 24h, I'aptitude a crasure ces milieux se traduit par I'apparition

d’'un trouble
2.1.1.8.3.3. Croissance sur le lait bleu de Sherman

Ce test indique I'aptitude des bactéries a poussgrrésence de bleu de méthyléne qui
est bleu en milieu trés oxydant, incolore en milréduit. Chaque culture a tester a été
ensemenceée dans le lait écréemé au bleu de méthyl6rigo. Apres 24h a 48h d’incubation,
on note les observations relatives a la réducte®hldu de méthyléene et la coagulation du lait.
Seules certaines espéces appartenant aux dgemeggococcud_actococcuset Enterococcus

sont capables de se développer.

La décolration du bleu de méthyléne est d’autam$ phpide que le nombre de bactéries

est élevé (Delarras, 2007).
2.1.1.8.3.4. Résistance au tellurite

La tolérance au tellurite a été recherchée parnemiseement en stries tres serrées, la
gélose a 0,4% de tellurite de potassium par lesm@s a tester. Aprés une période de 24h

d’incubation, les bactéries qui résistent, donkest colonies noires.
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2.1.1.8.4. Activité Arginine dihydrolase (ADH)

La recherche de cette enzyme est intéressante lponaractérisation des bactéries
lactiques. Cette enzyme libere 'ammoniac et laukiite a partir de I'arginine. Pour réaliser ce
test, le bouillon Méeller a arginine a été enseréepar les cultures a tester. Apres une
incubation pendant au moins 4 jours, la culturesdanmilieu de base se manifeste par le
virage du milieu au jaune di au métabolisme duaglecLa dégradation de I'arginine et la

libération de 'ammoniac empéchent le virage anga{Moeller, 1955).
2.1.1.8.5. Hydrolyse de I'esculine

Elle est mise en évidence sur le milieu gélosé hilla esculine aprés incubation des
cultures a 30°C pendant 72 h. L’hydrolyse de I'éisedibére I'aglycone (I'esculétine) qui est
décelé par une réaction chimique en présence ddesklr et donne une coloration noire au

milieu de culture (Delarras, 2007).
2.1.1.8.6. Recherche de la citratase

Cette enzyme a été mise en évidence par culturgetose semi solide au lait citraté. La
gélose a été ensemencée en masse et incubée p@rdanours. La décomposition du citrate
se manifeste par la production de gaz dans la nthsseilieu, c’est la premiere réaction de

transformation du citrate en diacétyle et acétoine.
2.1.1.8.7. Croissance sur lait tournesolé

Ce milieu est composé de 1L de lait écréemé et dmll@e teinture de tournesol a 4%.
Le milieu est réparti en tube a essai. Apres sdisédion (& 110°C pendant 15 min), il est
inoculé avec les souches des cultures densesuft@rdurant 72 h. La présence du tournesol
considéré comme un indicateur de pH du milieu, peraiobserver plusieurs types de
réactions: attaque de lactose avec acidificatioadualation de la casé€ine et virage au rouge),
attaque de la caséine avec alcalinisation (virageleu), peptonisation de la caséine aprés ou
en dehors de toutes coagulation (éclaircissemennitiau ou dégradation du coagulat) et

réduction du colorant (décoloration).
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2.1.1.8.8. Profil fermentaire des sucres

Il s’agit d’apprécier I'aptitude des souches a rnéliser divers composés carbonés, en
particulier des sucres. Le milieu utilisé est laiibon MRS (sans glucose et sans extrait de
viande) additionné de 40 mg/L de pourpre de brodgsmircomme indicateur de pH (MRS-
BCP) (Mannu etl., 2000).Le glucose est alors remplacé par le compose er tditré sur
membrane et introduit en solution a concentratinalé de 1% des carbohydrates suivants :
glucose, lactose, galactose, xylose, amidon, feactasaccharose, Dextrine, cellobiose,
adonitol, arabinose, raffinose, sorbitol, salicieemannitol.

Les solutions de sucres sont préparées dans 10@aal distillée a raison de 20% des
différents sucres. La croissance est appréciégirmge de I'indicateur de pH. Les conditions
d’anaérobiose sont assurées par I'addition d'ungcle® d’huile de paraffine stérile a la
surface du milieu (Samelis ael., 1994).L’acidification est appréciée apres 18 a 72h par

virage du milieu au jaune

2.1.2. Caractérisation moléculaire (Amplification ¢ séquencage partiel de 16S rDNA)
2.1.2.1. Extraction d’ADN génomique

L'ADN a été extrait des isolats selon Fischeale(1997)et a été utilisé comme matrice

pour 'amplification partielle des ARNr 16S.

A partir d'une culture de 24 h d’'incubation & 37¥Bsemencée a 1% (v/v) dans 50 mL
de milieu MRS, les cellules bactériennes ont &épérées par une centrifugation de 10 min a
3900 xg a 4°C, lavées 2 fois avec 5 mL de tampon TE (Hi®$ 10 mM, EDTA 1 mM pH 8)
et remises en suspension de 5 mL de TE. Afin dblyder la paroi des bactéries, 250 pL
d’'une solution de lysozyme (Roche) 5% (m/v) ont additionnés. Aprés 1h d’incubation a
37°C, 600 uL d’EDTA (0,5 M pH 8) et 50 uL d’'une gtibn de protéinase K (Roche) 2%
(m/v) ont été ajoutées et I'ensemble est incubé&@enl5 min a 37°C. Puis, 660 uL d’'une
solution SDS 10% (m/v) ont été ajoutés et I'ensengbété incubé a 50°C jusqu’a ce que les
cellules soient lysées (environ 1h30). Le lysatregiarti en fractions aliquotes de 1 mL,
puis 350 pL d’acétate de potassium froid (5M a@e¢t8M potassium) ont été ajoutés a
chaque fraction aliquote. Aprés 15 min d’incubatsm glace, les surnageants contenant les
acides nucléiques ont été récupérés apres cemttibng(15 min, 12000 g a 4°C). Les ARN
ont alors été éliminés par addition de 5 pL d'uokitton de RNAse A (Roche) 1% (m/V).

Apres 60 minutes d’'incubation a 37°C, un volumeapiropanol froid est ajouté a un volume
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de surnageant afin de précipiter TADN génomique. t¢ulot est alors lavé avec 1 mL
d’éthanol 70% (v/v), séché pendant 15 min a 42°@ palubilisé dans 100 pL d’eau ultra
pure. La mesure des absorbances a permis d’esl@mmncentration (fsonm) €t la pureté
(rapport Asonn{A2sonm de I’ADN.

La qualité de 'ADN extrait a été également végfigar migration sur gel d’agarose 1%
(m/v) (Sambrook etl., 1989). Les fragments d’ADN ont été amplifiés par réactobm
polymérisation en chaine. Les marqueurs de tailtd¢sés sont les EZ-LOAD 100pb (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA). Les amorces universellesnts SSU for (3'-
TGCCAGCAGCCGCGGTA-5) et SSU rev (5'- GACGGGCGGTGTAA-3)).

2.1.2.2. Amplification et séquencage partiel de 16BNA

L'amplification en chaine par polymérase ou réactn chaine par polymérase PCR est
une méthode d'amplification génigume,vitro, qui permet de dupliquer en grand nombre, une
séquence d’ADN ou d’ARN connue, a partir d'unel@atduantité d'acide nucléique; séquence
spécifigue d’ADN et des amorces spécifiques cams$ d'oligonucléotides de synthese.

Cette techniqgue comprend les cycles répétitifsasusy:

* Dénaturation de I'ADN par fusion a haute tempeérat pour convertir 'ADN

bicaténaire en ADN monocaténaire ;
* Hybridation & 'ADN cible des deux oligonucléogs utilisés comme amorces ;

* Elongation de la chaine d’ADN par addition de latides a partir des amorces en

utilisant ’ADN polymérase comme catalyseur en prég d’ions M§'.

Dans le présent travail, les amplifications d’ADNt @té réalisées dans un thermocycleur
My Cycler” PCR (Bio-Rad). Le mélange réactionne@ntient: 2 puL de tampon de PCR
concentré 10X (Fermentas), 1,2 uL de Mg&R5mM, 0,4 puL du mélange de dNTP a 10mM,
(Fermentas), 1 uL de chaque amorce a 10 uM, 0,% Uat] polymérase (Fermentas) et

environ 100-200ng d’ADN génomique dans un volumelfde 20 uL (tableau 6).
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Tableau 6: Préparation des échantillons pour la PCR.

Réactifs Volume (uL)
Eau ultra-pure 13,3
Tampon (10X) Fermentas 2
MgCl, (25 mM) Fermentas 1,2
dNTP (10 mM) Fermentas 0,4
Taq polymérase (5 U.jil) 0,1
ADN (100 ng.pLh) 1
Amorce Forward (10 pM) 1
Amorce Reverse (10 uM) 1

Les amplifications par PCR ont été réalisées dasmsdnditions suivantes: une premiere
étape de dénaturation a 94 °C pendant 4 min. Ensletmélange a été soumis a 35 cycles de
trois étapes de 30s chacune (une étape de dématuaa®4°C, une phase d’hybridation des
amorces a la température spécifique 58°C et d'unase d’élongation a 72°C). Une
élongation finale & 72°C pendant 10 min a étéséal{figure 8). A terme du programme de la

PCR, 'amplicon ou ’ADN synthétisé est consen#°& jusqu’a utilisation.

Dénaturation Hybridation *Elongation
94°C/4 min 94°C/30s 58°C/30 s 72°/45 s 72°C/10 min
35 cycles

* Le temps d’élongation est variable selon la ¢éaill géne a amplifier (1 min pour 1 kb pour
la Tag polymérase de la société Fermentas).

Figure 8 : Programme PCR suivi pour amplifier le gene 16S rDidA& souches étudiées

2.1.2.3. Electrophorese d’ADN

Les amplicons ont été analysés sur un gel a 1%)(diAgarose en TAE 0,5X (Tris
acétate 20mM, EDTA 0,5mM). Les fragments ont étéuda visualisés sous UV a 254
apres incubation des gels dans une solution de weoriiéthidium a 0,5ug/mL pendant 15
min. Les gels ont été analysés grace a l'utilisatibun appareil GelDoc (BioRad) et du

logiciel d’analyses d’images Quantity One. La délieation des concentrations a été réalisée
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en comparant l'intensité de la bande a 1000 pbhdeguwe échantillon a celle de la bande

correspondante pour le marqueur de poids moléeulair

Le séquencage d’ADN été effectué par la sociétéekmano Coulter Genomics

(https://myproject.beckmangenomics.com/myp/homeadsitel&mapid=homé Une

recherche dhomologie a été effectuée en utilisdet programme BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Les alignemismmultiples ont été réalisés a 'aide du

programme ClustalW de Bioedit et DNAbaser.
2.1.2.4. Phylogénie moléculaire du gene 16S rDNA

Nous avons réalisé une analyse phylogénétique iksant les séquences partielles du
gene 16S rDNA des souches étudiées et les séquelniegaies a partir des bases de données
(GeneBank) pour desouches de référenceeprésentées pat.actobacillus caseATCC393,
Lactobacillus paracasedCM8130, Lactobacillus paracaseNBRC 15906, Lactobacillus
rhamnosus JCM1136, Lactobacillus plantarum DK022, Lactobacillus plantarum
NRRLB14768 ,Lactobacillus paraplantarunDSM10667,Lactobacillus pentosu3CM1558
et la séquence du 16S rRNA Bacillus subtilisDSM10 a été utilisée comme séquence du
groupe extérieur Qutgroup). L'arbre phylogénétique a été construit selonmathode
Neighbor-Joining (Saitou et Nei, 1987). Le logidEGA 7 a été utilisé.

2.1.3. Caractérisation technologique
2.1.3.1. Production d’arbmes

Elle est détectée par la réaction de Voges Proskawrelait écrémé a 9%. La mise en
evidence de l'acétylméthylcarbinol (ou acétoing) @stenue apres addition a de quelques
gouttes de réactif VPI et VPII et le et Apres atiyiin durant 10 min une coloration rose
indique la présence l'acétylméthylcarbinol. Ceternitre se transforme en acétoine sous
I'action de la soude avec denaphtol, présents dans les deux reactifs en dommacomplexe
rouge (Guiraud, 2003).

2.1.3.2. Production des exopolysaccharides (dextran

Les souches a tester ont été ensemencées enssirigélose hypersaccharosée. Apres

incubation & 37°C pendant 24h, la production despelysaccharides se manifeste par

@

I'apparition de colonies larges et gluantes (Levetal., 1991).
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La quantification des exopolysaccharides (EPSgaétlisée par la technique décrite par
Mozzi etal. (2001) et Wu eal. (2010): pour chaque souche, 100 mL du bouillon MRS/ a
été inoculé par la culture a tester a raison deAgtes une incubation de 24h, la culture a été
centrifugée a 6000rpm pendant 20min. A un volumesdmageant, deux volumes de
I'éthanol & 4°C ont été ajoutés, le tout a été lmécpendant une nuit a 4°C. Les précipités ont
été récupérés par centrifugation a 6000 rpm penslanm et resuspendus dans 2mL d’eau
distillée. Le mélange précipité-eau a été filtré an millipore de 0,22um de porosité.
Ensuite, 4QL du phénol a 80% et 2 mL de l'acide sulfurique acamré ont été ajoutés a
chaque 80Q.L du filtrat suivi d’'une agitation au vortex. Enrpliéle un blanc a été préparé en

remplacant I'échantillon avec de I'eau distillée.

La lecture de I'absorbance est effectuée a uneukungd’'onde de 49Q (DOasgg), les
résultats sont exprimés en grammes des EPS pa(dilr). Le taux de sucre est déterminé en
se référant a une courbe d’étalonnage tracé avgtudase.

2.1.3.3. Lipolyse

Elle est mise en évidence sur gélose aux triglgeéri Cette derniere a été coulée et
solidifiée. Des disques de papier Wattman stéaldsété déposés en surface de cette gélose,
puis chaque disque recoitll@'une culture jeune. Aprés une incubation penhdanx jours,
la lipolyse est révélée par une zone d’éclaircisserentourée d’'un dépot autour des disques
(Guiraud, 2003).La lécithinase a été déetecté par la formation geifications sur gélose
enrichie de jaune d'ceuf, ensemencée par touchegabwne strie centrale a la surface
(Guiraud, 2003).

2.1.3.4. Mise en évidence de la protéolyse

2.1.3.4.1. Cellules bactriennes

Pour déterminer I'activité protéolytique des cadhilbactériennes, la gélose MRS/M17
additionnée de lait écrémé a 10% a été couléalifsd et séchée puis des disques de papier
Wattman stériles ont été déposés en surface dé&ldaeg Chaque disque recoit un volume de
20ul d'une culture jeune. Aprés une incubation a 3@é@8dant 24h, la protéolyse est révéléee

par des zones claires autour des disques (Vuilldni®86).
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2.1.3.4.2. Dans les surnageants des cultures

Des cultures bactériennes de 48h d’incubation s&®SMait (2%) sont centrifugées
(6000 rpm/10 mn, 4°C) et les surnageants sont é¥ésppuis testés pour leur activité
protéasique par la méthode des puits sur milieur-Agé (1%) contenant 0,02% NaNLa
protéolyse des caséines du lait se manifeste parelence d’'un halo clair autour des puits
(Roudj etal., 2009).

L’activité protéolytique est évaluée en milieu delipar la mesure du carré du diametre

du halo, exprimé en nfincomme décrit par Chantawannakuakt(2002).

2.1.3.5. Mise en évidence de la relation entre l@yvoir acidifiant et la production des
protéases

2.1.3.5.1. Pouvoir acidifiant

L’activité acidifiante des souches a été determipée mesure de pH des cultures
inoculées a raison de 1% (v/v) dans le lait écréménstitué a 10% apres 6h, 12 et 24h, et
simultanément, par dosage de l'acidité titrable peédsence de phénolphtaléine (Larpent,
1997).L’acidité est déterminée par la formule :

Acidité (°D) = V NaOH x 10

Ou VNaOH: Volume de NaOH utilisé pour titrer I'acide lactiqoentenu dans les 10mL de lait.

La mesure de pH est faite directement par le pHenen plongeant I'électrode dans le
volume du lait. Le pH a été déterminé a chaque doi'®n procede au dosage de I'acide
lactique.

2.1.3.5.2. Dosage de I'activité protéolytique

Les bactéries a tester ont été cultivées dans udldio MRS a raison de 2% (v/v) et
incubées a 37°C pour 0, 6, 24 et 48 heures. Ap@sbation, Les cultures ont été ensuite
centrifugées a 8 000 g a 4°C pendant 20 min. Les surnageants ont étisastiicomme

solutions d'enzymes
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L’activité protéasique de surnageant de la culaurété déterminée par la méthode de
Chopra et Mathur., (1983). Un mL du substrat (1% a®tine dans le tampon phosphate 0,05
M, pH 7) est incubé a 37 °C pendant 15 minutess punL de surnageant est ajouté.

Apres mélange, la réaction est terminée par addd@®2mL de TCA 0,4 M, puis filtré et
le mélange est ensuite incubé a 37°C pendant 20Rwor le blanc, avant I'addition
d’enzyme, le substrat est précipité avec du TCAs paité comme décrit ci-dessus. A 1mL
du filtrat obtenu apres précipitation au TCA, 5 o carbonate de sodium 0,4 M et 1mL de
réactif de folin sont ajouté et le tout est incl&7°C pendant 20 min. La lecture de
'absorbance A est faite & 750 Une courbe standard de la tyrosine a été prémhmée les

mémes conditions, et les activités protéolytiqued sexprimées en Unités/mL.

2.2. Mise en évidencan vitro, de quelques propriétés probiotiques

2.2.1. Aspect sanitaire
2.2.1.1. Hémolyse

Le caractere hémolytique a été recherché par emsement en stries de la gélose au
sang de cheval. Aprés incubation pendant une pErim 24h, le type d’hémolyse a été
examiné. Les streptocoques peuvent étremolytiques (couleur verte autour des colonies);
B hémolytiques (éclaircissement autour des coloroes) hémolytiques (le milieu n’est pas
modifié) (Idoui et Karam, 2008).

2.2.1.2. Résistance aux antibiotiques

Pour réaliser ce test, la méthode de I'antibiograremmilieu solide décrite par Idoui et
al. (2007) est appliquée: chaque inoculum bactéti@mdardisé a 0,08 et 0,1 (Y9, a servi
pour inonder la surface de la gélose MRS, puiscés de l'inoculum est récupéré par une
micropipette. Les boites sont laissées sécher gpdeature de laboratoire. Les disques
antibiotiques sont par la suite déposés en sudada gélose. La résistance des souches est
testée contre les antibiotiques suivants : Amdiiel (AMC 20ug), Oxacilline (OX 3Qg),
Vancomycine (VA 3Qg), Rifampin (fug), et Ciprofloxacine (gg), Gentamicine (1Qg) et
acide nalidixique (Na 3@).

Apres 24h d’incubation, les diameétres des zoneshifition sont mesurés. Par

convention, les mémes auteurs ont considéré que youwiametre inférieur a 15mm, la
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souche est résistante (R) et pour un diamétre isupéru égal a 15mm la souche est sensible

(S).

2.2.2. Tolérance a l'acidité

L'une des conditions principales pour gu’une souphisse répondre a la définition de
« probiotique » est qu’elle doit étre viable deptaduction a la consommation et pendant le
transit gastro-intestinal. Avant de pouvoir adhétes’installer, méme de facon transitoire, les
bactéries probiotiques doivent survivre au passsgel’estomac. Afin de déterminer cette
capacité de survie chez les souches V1, V2, V3,4, C3, C5, C7, C10 et C12 et les
cultures mixtes CM1 (V1, V2 et V4), CM2 (C5, C7G&12) , CM3(C10 et C8) et CM4 (C1 et
C3), l'effet de I'exposition & un milieu acide soes bactéries a été déterminée selon la
technique décrite par Hydrominusat (2000).Le culot bactérien des cultures jeunes a été
récupéré apres centrifugation a 13000 rpm/4mirs fms cellules ont été suspendues dans le
bouillon MRS ajusté a différentes valeurs de pHZJpHH2,5) et pH 6,5 comme contrble
pendant 120 minutes. Les résultats sont exprimégoencentage de bactéries dénombrées

apres incubation par rapport a la concentratidralei

2.2.3. Résistance aux sels biliaires

Pour la détermination de I'aptitude des différemtdtures a résister a la bile, la méthode
décrite par Hydrominus eal. (2000) a été appliquée. Les cellules bactériennsmnt
transférées dans le bouillon MRS a 0,3 % de skdgres et a différents pH (pH 2 ; pH 2,5 et
pH6,5). Les résultats sont exprimés en pourcentigydoactéries dénombrées aprés deux
heures d’'incubation par rapport a la concentratidrale.

2.2.4. Test d’hydrophobicité

L’hydrophobicité est déterminée selon la méthoderitké par lyer etal. (2010). Des
cultures jeunes de 18h ont été préparées dansuilonoMRS. Le culot bactérien a été
récupéré par centrifugation a froid a 12000 rpmrbsuivie de deux lavages successifs puis
resuspendu dans 1,2 mL de tampon urée phosphateesiagn (pH 6,5). La densité optique

initiale de la suspension a été ajustée approxuaraient a 1,0 a 45Q (DO initiale).

Ensuite 0,6 mL du xylene a été ajouté doucementrd3le la suspension bactérienne

puis incubée a 37°C pendant 10 min. Ce mélangé agité pendant 2min. Aprés 15 min, la
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phase aqueuse est récupérée a l'aide d'une piRedteur et on procéde a la mesure de la

densité optique finale (DO finale).

La difféerence de la densité optique est considérdnee une mesure de I'hnydrophobicité

de la surface cellulaire (H%) calculée par I'équratuivante:

Hydrophobicité (H%) = DO initiale - DO finale /DO initiale x100

2.2.5. Activité antibactérienne

Les souches indicatrices pour I'activité antibdet@me sontPseudomonas aerugenosa ;
Niesseria gonrrhegeKlebsiella pneumoniae ; Escherichia ¢caobuches pathogénes fournies

par le laboratoire d’analyses privé de Docteuodithe, Ain Defla.

2.2.5.1. Effet des cellules bactériennes

La méthode des disques décrite par Tadesak @004)a été appliquée. Elle consiste a
inonder en surface le milieu Mueller-Hinton parstauche indicatrice (D§gvarie entre 0,08
et 0,1). Apres incubation pendant 30 min a 37°G, dlsques stériles (de 5 mm de diametre)
ont été déposés a la surface de la gélose. Chasgeedecoit 10L d’'une culture lactique
jeune. Une fois les boites sont séchées a températabiante, elles sont incubées a 4°C
pendant 4h, par la suite incubées a 37°C penddmtl2ahibition de la souche indicatrice se

traduit par la formation de zones claires autogralsques.

2.2.5.2. Effet du surnageant

Un volume du milieu Mueller-Hinton agar est coulgénd des boites de Pétri stériles.
Apres solidification du milieu, les boites sont @m&ncées en surface par la suspension de la
souche pathogene puis les disques stériles soplisepar 60 a 8QL de surnageant filtré et
neutralisé, obtenu aprés centrifugation a 4 000 pprdant 15 min d’une culture de la souche
lactique (Labioui efal., 2005). Les disques sont ensuite déposés suilieurde culture, la
diffusion des agents antimicrobiens dans le mijélosé est ameéliorée par une incubation des

boites a 37°Cpendant 24 heures.

W



Chapitre I1 Matériel et Méthodes

L’activité antimicrobienne se révéle par I'appamitide zones d’inhibition autour des
disques (Achemchem et Abrini, 2005). Les diamettes zones d’inhibition apparaissant
autour des disques ont été mesurés, le résultpbssif si le diamétre de la zone d’inhibition
(Zi) est supérieur de 2mm (Tabak, 2007).

Zi (mm) = diamétre de la zone d’inhibition obtenuglmm) — diamétre de puits (5mm)

2.3. Traitement des données et Analyse statistique

Le logiciel SPSS (version 20, SPSS IBM) a été sdilpour I'analyse statistique. Les
résultats ont été considérés comme non-signifieatsigue P> 0,05 en appliquant le test t (2-

tailed). Le test Pearson de corrélation a éis& pour examiner les diverses corrélations
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Chapitre 11l : Résultats et discussions

1. Caractérisation phénotypique, moléculaire et tdmologique des souches isolées a
partir de lait cru de populations locales.

1.1. Caractérisation phénotypique
1.1.1. Isolement

Soixante-six bactéries ont été isolées des différkaits collectés dans la région de Ain
defla. Apres purification sur les milieux MRS et Kjlles isolats étaient examinés au
microscope puis testés pour leurs activités caalpsroxydase et nitrate réductase. Les

bactéries lactiques sont Gram positives, catalpseoxydaseet nitrate réductase

1.1.2. Identification phénotypique des bactéries tiques isolées
1.1.2.1. Examen macroscopique et microscopique

Au cours de la purification, n'ont été conservés das isolats qui abordent les
caractéristiques communes, propres aux bactégtéguas. Sur un total de 66 isolats, Vingt
souches montrées positives a la coloration de Gdanfiprme bacillaire ou cocci qui ont été
retenues (Badis edl., 2004; Axelsson, 2004). Les cellules étaient satidisposées en
courtes ou longues chainettes, ou tétrades, cepedda structures isolées et des diplocoques
étaient également observés. En outre, 'examenaseapique de leurs colonies obtenues sur
gélose MRS ou M17 a révélé gu’elles étaient ciiceda ou lenticulaires, de couleurs
blanchatres, blanc-creme, parfois translucidesisses, convexes ou platdslles étaient
négatives aux réactions de la catalase, la peaseydt la nitrate réductase. Sur bouillon, les
bactéries présentent un trouble homogene qui érsetle groupe des bactéries lactiques
(Guiraud, 2003).

La Figure 9 montre I'aspect macroscopique des oedode lactobacilles et des coques
cultivées sur gélose MRS et M17. La figure 10 mmrtaspect microscopique apres
coloration de Gram (grossissement X100).
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Figure 10 : Observations microscopiques dectéries
lactiques isolées aprés la coloration de Grarsx100.

Résultats et Discussion
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1.1.2.2. Caracteres biochimiques et physiologiques

Les résultats des tests effectués pour I'identificabiochimique et physiologique des

bactéries pré-identifiées sont rassemblés respactnt dans le tableau 7

L'étude de type fermentaire permet de différencilrs bactéries lactiques
homofermentaires de celles hétérofermentaires. iPi@sncoques, seule la souche V3 qui
posséde le caractere hétérofermentaire. Pourdtasbkrilles, Cette capacité n'a été observée
gue chez C4 et C8. En effet, seuls les lactobacdfgartenant au groupe Betabacterium

qui peuvent produire de G@ partir de glucose.

La croissance a différentes températures permefaide la différence entre la flore
thermophile et mésophile. L’'emploi des difféerentsts (I'hydrolyse de l'arginine, la
croissance en présence de NaCl (2 ; 4 et 6,5%geloppement au pH 4 et 6,5, I'utilisation
du citrate...) ont été également réalisés afin dindiser entre les groupes. La différenciation
entre les especes a été complétée par I'étude wis ferofils de fermentations des

carbohydrates.

Les caractéres phénotypiques (culturauxghamiques et physiologiques) ont permis de
mettre en évidence cing genres avec dix especé&atifes dont les plus frequemment

rencontrées sont les Lactobacilles :

* Parmi les sept isolats de cocci, cing peuvenitre@ 10 et non pas a 45°C, ne survivent
pas apres leur exposition a 65°C et poussent esempeé de 4% de NaCl dont trois souches
(C1, V1 et C11) sont ADH+, ne produisent pas de ggzartir de citrate et hydrolysent
'esculine. Ces souches semblent étce lactis subsp lactis (Ballows etal., 1991)et deux
souches V8 et C3 ont été rattachée$ediococcus parvulusén plus de leur mode
d’association en tétrades, ce sont des homoferimesitarésentent une croissance positive en
présence de sel (6,5% de NaCl) et hydrolysentifiarg. Pour le genréeuconosto¢ une
seule espece a été rencontrée dans le lait de vaepeesentée par V3 Lin.
pseudomesenteroideapable de croitre a 10°C et a 45°C, hétérofernren& produit de
'acétoine. De méme, Une seule espéce a été apparast. thermophilus(C12) qui est
capable de croitre rapidement & pH 6,5; n’hydeohyspas I'arginine ni I'esculine, ne
réduisant pas le bleu de méthyléne et produitatztbine.

W
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* La forme bacillaire a été trouvée chez treizelato et représentée par le genre
Lactobacillus Sur la base des différentes températures de sarae, I'hydrolyse de
l'arginine, et le type fermentaire, lls sont subisis en trois groupes (Collins &t, 1987;
Charteris etl., 2001; Hammes et Hertel, 2003):

*Les bactéries homofermentaires et qui font paitiegroupeStreptobacteriumpeuvent
étre représentées dans notre étude par V2, VECE5C7 et C10Une faible tolérance au sel
a été observée pour les souches identifiées conteneLd.casei(V2, V5, C5). Elles sont
différenciées par la capacité d'utilisation de »@doLes souches C7 et C10 fermement la
plupart des sucres testés et sont rapprochéesspetd b. plantarum.Tandis que la souche
C6 apparentée Bb. paracaseest incapable d'utiliser I'arabinose et le rafeaBallows et
al., 1991) en plus de 'adonitol, 'amidon et le xs#o

* Les bactéries homofermentaires et ne se dévelugpas a 10°C, font partie du groupe
Thermobacteriumqui peuvent étre représentées par V6, V7, C2, etL@%ouche V7 ne
fermente ni le dextrine ni le raffinose et fermeletgement le lactose, peut étre rapprochée de
'especelb. delbrueckisubsp delbrueckij Tandis que La souche V4 fermente tous les sucres
a I'exception du xylose. Elle est apparentédoa delbrueckiisubsplactis. La souche C9 peut
étre rapprochée a I'espétb. acidophilus Deux isolats déb. animalisreprésentées par C2
et V6 avec quelques différences de fermentationcddesohydrates observées ; V6 fermente
lentement I'adonitol, I'arabinose, le dextrine et Xxylose alors que C2 ne fermente ni

I'adonitol, ni le xylose.

* Les bactéries hétérofermentaires font partie chugeBetabacteriumqui peuvent étre
représentées par C8 et C4. La souche C8 apparamtéee étantb. plantarumest capable
de croitre a 10 et a 45°C, ne produit pas de Blpartir de I'arginine (Collins etl., 1989).
Elle tolére une concentration de 6,5% (p/v) de Na&@brs que C4 se developpe a 10 mais
pas a 45°C. Elle fermente la majorité des sucnekl'salonitol, I'amidon et le xylose.

La classification des Lactobacilles pourrait étrieum menée si nous avions entamé la
recherche de production de gaz a partir de glueprat plus du test de production de gaz a
partir de glucose. Cela nous aurait sans doute ipeda classer plus facilement les
Lactobacilles isolés selon leur type de fermentatihactobacilles homofermentaires,
Lactobacilles hétérofermentaires, Lactobacillegituéérmentaires obligatoires) comme décrit

par Demarigny eal. (1996); Badis etl. (2005).
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Tableau 7 :Caractéres biochimiques et physiologiques des bestactiques isolées.
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V2 - - - - - 4+ + + + - HO
V3 - - - - - -+ + + - HE
V4 - - -+ o+ - - + + 4+ HO
V5 - - - = - + - + - + HO
V6 - - -+ o+ - - + + + HO
V7 - - -+ o+ - - + - - HO
V8 - - -+ - -+ + - - HO
C1 > = = + = = + + = + HO
Cc2 - - -+ o+ - + + + + HO
C3 - - - + - + + + - - HO
C4 - - - - - - + + + - HE
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C9 - - - - - - 4+ 4+ 4+ + HO
cio - - - - -+ 4+ + + + HO
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Citratase

Température (°C) pH NaCl (%)

tellurite

10 37 45 4 6,5 2 4 65
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En général, I'utilisation des sucres est variablseenble étre dépendante des souches. A
titre d’exemple, Les quatre souches lde caseides populations différentes (caprine et
bovine) sont différenciées par la capacité d'saiion de xylose tandis que les soucheklde

plantarumfermentent le mannitol et le raffinose (Schillingeil_ucke, 1987).

Les bactéries lactiques sont exigeantes au plaitionbel et la difference réside dans les
genres rencontrés et leur répartition (Deguchi etishita, 1992). Celle-ci pourrait dépendre
de la source du lait, de la localisation géographigiu type de fourrage ingéré par I'animal,
de I'état sanitaire de l'animal, de la saison, desditions de traite, de la durée de

conservation... (Zadi-Karam et Karam, 2006).

Les résultats trouvés au cours de ce travail stadent a ceux trouvés par Bekhouche.,
(2006)qui a isolé deux souchés. lactissubsp lactis (LS13 et LS15) a partir des laits crus
provenant des vaches importées et élevées darstadiens d’élevages situées dans la wilaya
de Constantine. Les mémes espéeces ont été idestifiar Saidi, (1998) et Kacem ait,
(2003)a partir des laits crus de vaches produites darégylan de I'ouest algérien et par Zadi-

Karam., (1998ylans le lait de chamelle.

Le méme auteur Bekhouche, (20@6Hentifié une seule souche lde plantarumLLb6 ;
Alors que les souches du genlractobacillus isolées par Karam, (1995) appartiennent
essentiellement a I'espété. plantarum.Des résultats similaires ont été également trouvés
par Mami, (2012)ui a isolé 8 souches de lactobacilles a partiadele chévre appartenant
essentiellement &b. plantarum, Lb.casei, Lb. saksubsp sakei, Lb.rhamnosust Lb.
paracasei subsp paracasei Feutry et al., (2012) ont montré une notable diversité

phénotypique d&b. paracasei

Les pediocoques n'ont pas été mis en évidence ldgpispart des échantillons du lait a
I'exception de deux souches V8 et C3. Méme résaltte trouvé par Badis at (2005)qui
ont trouvé que le nombre d’isolats de pediocoques éoujours faible méme dans les
échantillons de la population caprine Arabia. Diam®éme population, les mémes auteurs ont
identifié une souche déb. animalis et une souche déb. acidophilus Ces résultats

s’accordent avec les nbtres.
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Le genrd.actobacillusa été signalé comme le genre majoritaire de la flactique des
laits de vache, de brebis et de chévre d’'Algériad{B etal., 2005; Zadi-Karam et Karam,
2006).

Une distribution hétérogene avec une grandguence delLeuconostoc suivi de
Lactobacillus Pediococcuset Streptococcus été trouvée dans le lait de vache de I'Est
algérien (Bekhouche at., 1998).

Toutefois, pour Sawayaadt (1984), une relation existe entre la composiéorbactéries
lactiques, la composition du lait et 'alimentatidies bactéries lactiques sont exigeantes au
plan nutritionnel (Deguchi et Morishita, 19925 différence réside dans les genres rencontrés
et leur répartition. Celle-ci pourrait dépendre lde source du lait, de la localisation
géographique, du type de fourrage ingéré par I'ahimle I'état sanitaire de I'animal, de la
saison, des conditions de traite, de la durée deerwvation...etc. (Zadi-Karam et Karam,
2006).

Badis etal. (2005) ont constaté dans leur étude que lidieatibn des isolats par les
meéthodes classiques présente beaucoup de difSccdtieédes différences significatives dans
les profils de fermentation des sucres ont été rabes. Par conséquent, lidentification
génotypique est indispensable pour confirmer lasifi@ation phénotypique

1.2. Caractérisation moléculaire

1.2.1. Amplification et séquencage partiel de 16 DNA

La qualité de L’ADN total extrait pour chaque soeich été vérifiece en mesurant le
rapport d’intégrité entre Digpet DOygo. Elle est réalisée avec quatre échantillons pactss
Si le facteur d’intégrité est compris entre 1,2 efintégrité de ’ADN est considérée comme

trés bonne.

La taille des amplicons a été vérifiée par éledtavpse sur gel d’agarose en présence du
marqueur de poids moléculaire MPM. Les résultatd peésentés dans la figure 11. La bande
spécifiqgue a 1000 pb se retrouve correctement [EsuADN des souches utilisées. Ce qui

explique le bon déroulement de I'amplification.
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Les produits purifiés de I'amplification du gene MR16S ont été envoyeés au service du
séquencage de la société Beckman Coulter Genomics

(https://myproject.beckmangenomics.com/myp/homea@sitel&mapid=hom¢ Une fois

recus sous forme de chromatogrammes (Figure 12gpe#s correction, une recherche
d'homologie a ete effectuée en utilisant le prognem BLAST

(http://www.ncbi.nim.nih.qgov/BLAST)/ Les alignements multiples ont été réalisesamlé

du programme Clustal W de Bioedit et DNAbaser. eneple de séquence traitée est

présenté dans la figure 13.

1000 p

500 pb

100 pb

Canall: C1, Canal 2: C2, Canal 3: C3,
Canal 4 : C4, Canal 5: C5, Canal 6 : C6,
Canal 7 : C7, Canal 8: C8, Canal 9: C9,
Canal 10 : C10, Canal 11 : C11, Canal 12 : V1,
Canal 13: V2, Canal 14 : V3, Canal 15 : V5,
Canal 16 : V8, C : marqueur de taille (contrdle) ;

Figure 11 : Migration sur gel d’agarose des ADNr 16S amplifiés souches examinées.
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Biokdit i t Editor - (ABI C C\Users\CLIENT\AppData\ Local Temp\RarSDI60. 1094\C4_S5_U_FOR 4.2b1]

P/ File Edit view Zoom Horizontal Scale Accesory Application RNA Window Help
B D

F-“Ni?  Getectedt none |Sample: ADAS63795_06_CPO1 |File: C:Users CLIENT AppData Local Temp RarSDIS0.10941C4_SS_U_FOR 4 3b1
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STCT GATGT GAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAT GGAAGAACACCAGTGGCGAAG

|
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Figure 12 : Traitement avec le logiciel BioEdit des chromastwsgmes obtenus pour les
séquences patrtielles du géne 16S rDNA.

GGGCGCTTTCCGGATTTATTGGGCGTAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAA
GTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGG
GAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTG
TAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCG
CCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGA
CCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGE
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGAC
ATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGAC
AGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCA
CTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGG
TACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTC
TCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTA
GTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTGTACC!
CCCCCCCCCGTCAAA

)

Figure 13: Exemple d’'une séquence nucléotidique de la souahtbacillus casei
C4 apres analyse et traitement par le logiciel BibE
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Description C7_SS_U_FOR_7_copy_coRR

Molecule type nucleic acid
Query Length 829

Pther reports: » Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results

raphic Summary
escriptions

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

Description Nucleotide collection (nt)
Program BLASTN 2.6.0+ b Citation

i Alignments

o

Description

(O Lactobacillus plantarum strain AO10 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

(0 Lactobacillus plantarum strain PT0010 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
(O Lactobacillus plantarum strain SFL1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

(O Lactobacillus plantarum strain H1S1L5 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
(O Lactobacillus plantarum strain H3S1L2 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
(0 Lactobacillus plantarum strain CRD2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

(0 Lactobacillus plantarum strain SD386L1 16 ribosomal RNA gene, partial sequence
(O Lactobacillus plantarum strain AA2-518F 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
(O Lactobacillus plantarum strain AT7-518F 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
(0 Lactobacillus plantarum strain AT4-518F 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
(0 Lactobacillus pentosus strain CC2-800R 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
(O Lactobacillus plantarum strain BA4-800R 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

Max | Total | Query| E

score score | cover  value

1487
1487
1487
1487
1487
1487
1487
1487
1487
1487
1487
1487

1487
1487
1487
1487
1487
1487
1487
1487
1487
1487
1487
1487

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Ident

=1

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

Accession

KX273834.1
KX742111
KP345894.1
KP345893.1
KP345892.1

KJ769141.1
KJ095653.1
KF0232701
KF023269.1

KF023266.1
KF023243.1

KF023218.1

Figure 14: Exemple de résultat de BLAST de NCBI des séquepagdglles du 16S
rDNA (Souche C7)

L’alignement des séquences par BLAST a permis adirater l'identification des huit

souches. Un pourcentagehdmologie supérieur a 97% entre la séquence d’ARISr étudiée

et celles contenues dans les banques des donngmst e définir I'espéce bactérienne

(Goebel et Stackebrandt, 1994).

Nous avons confronté les données de la caraciérisphénotypique avec celle de la

caractérisation génotypique et les résultats olstespnt présentés dans le tableau 8.
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Tableau 8:Récapitulatif des résultats d’identification phépaque et génotypique des
souches isolées.

Identification

Phénotypique ADNr 16S (BLAST —NCBI)
V1 Lactococcus lactisubsplactis /
V2 Lactobacillus casei Lactobacillus casei
V3 Leuconostoc pseudomesenteroides /
V4 Lactobacillus delbruekisubsplactis /
V5 Lactobacillus casei Lactobacillus casei
V6 Lactobacillus animalis
V7 Lactobacillus delbruekisubsp delbruekii /
V8 Pediococcus parvulus /
C1 Lactococcus lactisubsplactis /
C2 Lactobacillus animalis /
C3 Pediococcus parvulus /
C4 Lactobacillus casei Lactobacillus casei
C5 Lactobacillus casei Lactobacillus casei
C6 Lactobacillus paracasei Lactobacillus paracasei
C7 Lactobacillus plantarum Lactobacillus plantarum
C8 Lactobacillus plantarum Lactobacillus plantarum
C9 Lactobacillus acidophilus /
C10 Lactobacillus plantarum Lactobacillus plantarum
Cl1 Lactococcus lactisubsplactis /
C12 Streptococcus thermophilus /

1.2.2. Phylogénie des lactobacilles pré-identifiés

Une analyse phylogénétique des lactobacilles pgtifiés a été menée selon la méthode
de Neighbor-joining (Saitou et Nei, 1987) en udihis la souch@acillus subtiliscomme un
groupe extérieur (outgroup) aux groupes de l'amalffigure 15). L'usage des méthodes
génotypiques s'impose comme solution pour révélgiluis précisément possible I'identité de

ces bactéries.



Chapitre 111 Résultats et Discussion

Lactobacillus casei ATCC393

w| Lactobacillus paracasei NBRC15906
Lactobacillus paracasei JCM81130
4
100 [~ Lactobacillus rhamnosus JCM1139
V5
& C6
0| |®
9% V2

C10

411 Lactobacillus paraplantarum DSM10667

10 L Lactobacillus plantarum DK022

Lactobacillus plantarum NRRLB14768
24C8

g || Lactobacillus pentosus JCM1558
66

Bacillus subtilis DSM10

Jre——
0.01

Figure 15 : Arbre phylogénétique des sequénces partielles élne §6S rRNA des souches
examinées en utilisant la méthode de Neighborddgiisaitou et Nei, 1987) av&acillus

subtiliscomme groupe extérieur (outgroup).

Makarova etal. (2006) considérent que deux isolats bactériemmréipnnent a des
especes différentes si la différence de leur GtGug®erieure a 5%.outefois, deux souches
ayant le méme G+C n’appartiennent pas forcement aalméme espececar cette valeur ne
prend pas en considération I'arrangement linéad® ricléotides dans la molécule d’ADN.
La disponibilité de génomes complétement séquemmis I'ensemble des principales

familles des lactobacilles a permis la constructi@rbres phylogénétiques dont les degrés de

@

résolution et de robustesse sont élevés.
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L’analyse phylogénétique des séquences partielleBNF 16S -700pb- des souches
utilisées nous a permis a les affilier a 4 grougisincts a l'intérieur du genfeactobacillus
La soucheC4 forme un groupe mono phylogénétique avec la soudberéférence
Lactobacillus caseiATCC393; tandis qu'elle se rapproche de I'espéeetobacillus
paracaseiJCM8130. Le reste des souchés C6, C5, V2forment un groupe séparé proche
de I'especehamnosuset casei.Ces souches se mettent dans des sous-groupesidiiantsl
dans la branche deactobacillus caseATCC393 etLactobacillus rhamnosu3CM1136,ils

peuvent constituer, ainsi, de nouvelles especes dda genreLactobacillus.

Sur l'arbre phylogénétique, les souches C7, C8tmuvent ensemble dans le groupe
composant I'espedeactobacillus plantaruna une valeur de bootstrap de 95%. Tandis que la
C10 se présente séparée par rapport aux souchesédence dd.actobacillus plantarum
(DK022, JCM1558, 14768).

La détermination de la séquence des genes de 168 A&Lactobacillusfournit une
base précise pour I'analyse phylogénétique etrtifieation (Vandamme edl., 1996). Bien
gue la plupart des séquences spécifiques des asspaaecontenues dans la premiére moitié
du gene 16S ARNr, lidentification est généralemehis précise si le gene entier est
séquenceé (Tannock ak, 1999).Toutefois, il existe quelques limites (damme etl., 1996;
Rossello-Mora et Amann, 2001). A titre d’exemplertaines espéces qui sont différentes
peuvent avoir les méme séquences de I'ADNr 16S éEak, 1992).L’analyse de séquence
de la région entre les genes 16S et 23S (Interggpécer Region = ITS) a une expression
beaucoup plus forte concernant la spécificité @spéce, que 'ARNr 16S lui-méme et
souvent des especes comrab. plantarum, Lb.pentosuset Lb. pseudoplantarumou
Lb.rhamnosuset Lb.casei peuvent étre discriminées (Berthier et Ehrlich98; Tannock et
al., 1999).

L’ensemble de ces résultats nous a permis d’apgtécialgré le nombre restreint des
souches identifiées, la diversité des lactobacifiessents dans le lait cru. Cette modeste
contribution, participe a ouvrir un autre axe dehe¥che portant sur ces souches originales

gui peuvent avoir un équipement génétique pargculi
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1.3. Caractérisation technologique
Les résultats de différentes propriétés technolagfcsont présentés dans le tableau 9.
1.3.1. Production d’arbmes

Le test de Voges-Proskawer réalisé nous a perméentification des espeéeces
aromatiques. Un VP+ signifie que la souche possédesoie métabolique particuliére pour la
fermentation des hexoses, la voie butylene glyaeli(Zourari etal., 1992; Guessas, 2006).

La majorité des souches étudiées ont la capacipéatieire 'acétoine (tableau 9).

L'usage du citrate par certaines bactéries lactigioeie un réle important dans la
production des composés d’ardbmes d'un grand nondereproduits laitiers fermenteés.
L’'acétoine et le diacétyle sont les plus importatifamime, 1990). Le diacétyle (2.3
butanedione) est métabolisé partir du citrate oupyeivate par certainekactococcus
LeuconostocLactobacilluset Pediococcuspp (Holzapfel, 1995). La possibilité de synthése
de diacétyle a partir du citrate est caractéristida certaines souches de bactéries lactiques
entrant dans la composition des cultures de dégmrrh est 'un des composeés les plus
importants qui affectent I'aréme des produits dadtj en leur donnant la saveur analogue a
celle du beurre (Madera at., 2003). Il posséde également une activité antobienne plus
importante contre les Gram-, les levures et maisgsscomparativement aux bactéries Gram+
(Dacosta, 2000).

1.3.2. Recherche et quantification des EPS

La production des EPS par les bactéries lactigsesue phénoméne favorable a de
nombreux processus industriels alimentaires (Walihal., 2001).Le principal intérét de
l'utilisation de bactéries lactiques productricdSRE comme ferments lactiques lors de la
production de laits fermentés est I'améliorationadeexture et la diminution de la synérese.
Les EPS présentent également des effets fonctemhdiénéfiques pour la santé (Patricia et
al., 2002; Welman et Maddox, 2003).

La quantification des EPS produits a porté suetgseces présentant des résultats positifs
sur la gélose hypersaccharosée. L’ensemble delatésest illustré dans le tableau 9. Ce test
a montré que toutes les souches étudiées, a I'egnegePc. parvulusC3, Lb. animalisV6,
Lc.lactis subsp lactis C11, Lb.plantarum C7 etLb. acidophilusC9, sont capables de se

développer sur un milieu hypersaccharosé en forrdastcolonies a aspect plus ou moins
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gluant témoignant une production d’un agent épssasit, les exopolysaccharides. La quantité

la plus élevée des EPS produite est de 4,13¢g/LIdmaaseN2 suivie par V4 avec 3,77g/L.

Looijesteijn etal. (2001) ont rapporté qu’au sein d'une méme espece de bExtér

lactiques, les résultats peuvent étre différentss @uteurs ont pu identifier des souches

productrices d’'EPS (trés fortement) et des souclwes productrices sans que ce caractére

n'’engendre des disparités de croissance. Asliah €006)ont observé que la quantité d’'EPS

produite par des lactobacilles lors de la croissart milieu MRS était comprise entre 21 et

211 mg/L alors que les streptocoques en produesgng 16 et 114 mg/L en milieu M17.

Tableau 9: Différentes propriétés technologiques des soudodges.

Espéces Evaluation Quantité des VP lipolyse protéolyse
du test EPS (g/l) _—
Lps Lcn
Lc.lactissubsplactisV, + 1.48 - + + +
Lb.casev2 + 4.13 + + + +
Ln .pseudomesentéroides + 3.26 + + + +
Lb.delbruckii subsp lactisv4 + 3.77 + - - +
Lb.caseiVv5 + 2.46 + - - +
Lb. animalisv6 - - + - - +
Lb. delbruckii subspdelbruckii V7 + 3.29 - - - +
Pc.parvulus/8 + 1.47 - - - +
Lc. lactissubsplactisC1 + 1.34 - + + +
Lb.animalisC2 + 0.91 + - + +
Pc. parvulusC3 - - - - - +
Lb.caseiC4 + 1.56 + - - +
Lb.caseiC5 + 0.93 + - - +
Lb. paracaselC6 + 1.12 + - - +
Lb. plantarumC7 - - + + + +
Lb. plantarumC8 + 1.43 + + + +
Lb. acidophilusC9 - - + - - +
Lb.plantarumC10 + 2.88 + + + +
Lc.lactissubsp lactisC11 - - - - + +
St.thermophilusC12 + 2.01 + + + +

+ :Test positif, - :test négatif, EPS : exoplydarades, VP :Voges Proskawer,

Lps : lipases, Uénithinases

Les EPS jouent un réle principal dans la productienproduits laitiers fermentés, en

particulier la production du yaourt (Duboc et Mgll001). Ills contribuent de maniéere

significative a la texture, la rhéologie, I'effears la bouche, la sensibilité gustative et la

stabilité des produits finaux (Welman et Maddox)20 Cependant, la rhéologie des produits

laitiers fermentés dépend non seulement de la g@ales EPS présents, mais également de la
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structure et de la masse moléculaire du polymérdétt physique des protéines, en

particulier les caséines (Hassamket2003; Petry edl., 2003).

En se basant sur les caractéristigues des EPSifgrquiu les bactéries lactiques, ces
molécules peuvent étre employées en tant qu'asldidifurels dans la fabrication des produits
alimentaires et peuvent devenir une alternative additifs d’origine chimique, végétal ou
bien animal utilisés comme agents stabilisateuajsgpsseur, gélifiant ou agents de liaison
d'eau (De Vuyst et Degeest, 199G¢pendant, I'implication de ces molécules a I'ptatn'a
pas été encore étudiée et jusqu’a présent, ledusimas concernant leur rdle texturant sont
indirectes (Badel et Michaud, 2011).

Outre les propriétés technologiques, les EPS prodar les bactéries lactigues sont
connus par leurs effets anti-inflammatoire, immutioiulateur, anti- tumorale et anti-ulcére
et sont prétendus a abaisser le cholestérol sareuioue le réle des prébiotiques (Ruas-
Madiedo etal., 2001; Vinderola edl., 2007; Salazar eil., 2008).

1.3.3. Lipolyse

Il apparait que la plupart des souches ne présemas une activité lipolytique a
'exception de V1, V2, V3, C1, C7, C8, C10 et C1R ge sont révélées positives en formant
des halos opaques autour de colonies, liés a tipiegion des acides gras sous forme de sels
de calcium (tableau 9). Les bactéries lactiques gpen lipolytiques, bien que quelques
especes possedent des lipases et/ou des esténasesatqapables d’hydrolyser des matieres

grasses du lait (Morais, 2004).

1.3.4. Mise en évidence de la protéolyse

Le systeme protéolytique des bactéries lactiquesasposé de protéases associées a la
paroi cellulaire. Les peptides issus de la prosmlysont ensuite dégradés par des

endopeptidases ou exopeptidases en acides amieepeptides courts (Yvon, 2006).

L'hydrolyse des caséines du lait modifie la texterdes acides aminés et les peptides
libérés sont des précurseurs des composes respemsbl'arome des produits fermentés.
L'activité protéolytique est également une car&tique technologique importante chez les
bactéries lactiques puisqu'elle leur confere laaca@ de croitre efficacement dans le lait, ce

milieu étant déficient en sources azotées dispesilitlle était reconnaissable par la présence
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d'un halo clair autour des colonies sur la gélog&gSMdditionné de lait écréemé (Thapalet
2006).

1.3.4.1. Sur milieu MRS au lait

L’activité protéolytique des cellules bactérienn@sété recherchée pour toutes les
bactéries. Cette activité est confirmée pour toldesouches par I'apparition d’un halo clair
autour des puits creusés dans le milieu MRS awafaiks 24 heures d’incubation. Elle est
évaluée par mesure du carré du diameétre de zomeim®e en mM comme décrit par
Chantawannakul &tl. (2002).

Les résultats obtenus montrent que toutes les esgEésentent une capacité importante
a dégrader les caséines présentes dans le milieultee utilisé et selon les souches, avec
des zones de lyse enregistrées allant de 168 an625mm (figure 16). Selon Vuillemard,
(1986)la souche est dite protéolytique si elle présente zone de lyse de diamétre compris

entre 5 et 15 mm.

1.3.4.2. Dans les surnageants des cultures

L’activité enzymatique des protéases extracelledsase manifeste par I'apparition des
zones autour des puits creusés sur milieu Agat-Las résultats trouvés indiquent qu'il y a
une variabilité du pouvoir protéolytique entre thérentes souches méme a lintérieur de la
méme espece (figure 16). Les souchesluecaseiV5 et V2 expriment la meilleure activité
protéolytigue, méme par rapport aux deux souchest@5 appartenant a la méme espece.
Le méme comportement a été observé chez les sodehés plantarumdontC7 est jugée la
plus protéolytique.

La technique de gélose au lait écrémé a été wilpgur examiner qualitativement
I'activité protéolytigue des isolats. La protéolysesté observée par la production des halos
clairs, apres 24h d’'incubation, autour des colorliedaille de la zone claire dans la gélose au

lait écréemé indigue I'étendue des protéinases ptesides souches (Pailin, 2001).
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Figure 16: Activité protéolytique des cellules et des surnageémn?) des isolats lactiques

Ces résultats nous permettent de confirmer le teaeqrotéolytique des bactéries
lactiques comme il a été rapporté par les travaanShirai etal. (2001) et Francois el.
(2007). Ces auteurs ont montré que les bactérgjl@s sont incapables de synthétiser
plusieurs acides aminés, mais sont bien adaptéssenvironnement riche en protéines et
pauvre en acides aminés libres ; comme le laifi¢gya un systéme protéolytique bactérien

complexe.

De méme, nos résultats semblent similaires a cbtenas par Roudj etl. (2009)qui ont
montré que les deux souches de lactobacilles BHHOH&D27 isolées de lait camelin du sud
ouest Algérien possédent une bonne activité prgti§ake avec des clarifications de 400 et
484 mnt pour les cellules entiéres et 289, 324 Tmespectivement, pour les surnageants

apres 48heures d’'incubation.
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Djellouli, (2010) avait noté des diameétres importants pour les scudcbelM18
(625mnf), CHM16 (676 mr), CHM19 (576 mr) et CHM20 (625mrf); alors que
Messaoui (2013) a enregistré des diametres plus importants poumi&ses souches avec
676 mnf pour CHM18 et 729 mfnpour les autres. Le méme auteur a trouvé questésts
BH et CHTD ont exprimés des activités exocelluiirelativement basses avec un diamétre
de 121 mrA(BH14, BH21, CHTD27) et 81 mhpour la souche CHTD29 et qui représente la
valeur la plus faible observée aprés 48h d’incuipati

Latreche, (2016a trouvé des diametres de protéolyse entre 9 atrBPDapres cing jours
d’incubation sur milieu PCA au lait écrémé, de sixuiches lactiques isolées a partir du beurre

cru.

1.3.5. Mise en évidence de la relation entre le penir acidifiant et la production des
protéases

Cette partie a été consacrée aux souches identifipeénotypiquement et
génotypiquement. Comme il a été mentionné ci-desaosis avons pu identifier huit
lactobacilles dont quatre appartenamta caseiv2, V5, C4 et C5, une &b. paracacaseC6
et trois appartenantld. plantarum(C7, C8 et C10).

Le facteur déterminant dans le développement deturés et des caractéristiques
organoleptiques des fromages est le potentiel eatdgoe des souches utilisées comme des
cultures starters dans la fabrication du fromages tultures lactiques jouent un rdle crucial
au début de la fermentation, en développant I'cieli favorisant la coagulation. En outre,
elles sont impliquées dans la maturation et le logpement de l'ardbme des fromages
(Delgado etl., 2010).

Dans tous les produits laitiers, la production depd'acide lactique par les bactéries
lactiques au début de la fermentation est une éamgale pour obtenir des produits avec de
bonnes propriétés sensorielles et hygiéniques.rbdugtion rapide d'acide lactique par les
souches de bactéries lactiques dépend de leurnsysirotéolytique, la capacité de
métaboliser le lactose et la résistance des bastéu stress acide (Galiaat, 2009). Par
conséquent, les activités acidifiantes et protépigs des isolats de produits laitiers sont trés

importantes pour leur sélection dans les cultuias$ess.
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En fait, une souche lactique pour étre considéo@ate un bon candidat pour l'inclusion
comme un démarreur, elle devrait produire suffisemind'acide pour réduire le pH du lait a
des valeurs inférieures a 5,3 aprés 6 h d'incubaéms le lait a 30°C (Beresfordadt, 2001).

La capacité acidifiante des huit souches de bastdaictiques testées a été déterminée au
bout de 6, 12 et 24 h d’incubation a 30°C.

Dans notre étude, tous les lactobacilles testésnontré une capacité de réduire le pH a
des valeurs inferieures a 6 (entre 5,43 et 4,58)sap heures d’incubation et peuvent coaguler

le lait écrémé apres 24h d'incubation (tableau 10).

Tableau 10 :Activité acidifiante de 8 lactobacilles apres @4étheures d’incubation.

Temps d’incubation (h)

6h 24h

Souches pH acidité titrable pH acidité titrable

(g 100 mt) (9100 mb)
Lb.casei C4 4,97+0.017 0.6+0.10 4,20+0.000 1.1+0.10
Lb.casei C5 4,97+0.00 0.6+0.10 4,52+0.068  0.95+0.50
Lb.paracasei C6 4,55+0.050 0.59+0.10 4,36x0.005 0.90+0.10
Lb.plantarum C7  5,43+0.025 0.50+0.10 4,24+0.052 1.11+0.17
Lb.plantarum C8  4,75+0.043 0.60+0.10 4,52+0.028  0.99+0.11
Lb.plantarum C10 4,85+0.043 0.46+0.10 4,50+0.005  0.89+0.05
Lb.casei V2 5,40+0.005 0.57+0.05 4,49+0.005 1.04+0.55
Lb.casei \b 4,99+0.005 0.6+0.10 4,45+0.113  1.03+0.57

Bien qu'il y ait des variations dans la productidacidité entre les souches de ces

especes, ces difféerences sont devenues plus margquéeours du temps, avec des valeurs

allant de 0,89 a 1,11g100 mlid’acide lactique aprés 24 h d'incubation, en famctie la
souche (p<0,05). Ayad etl. (2004); Dagdemir et Ozdemir, (2008) et Gonzateal.g2015)

ont montré qu’il y a une variation dans les valedugpH entre les souches a I'intérieure de la
méme espece et ont classé les souches de bataétigees etudiées comme étant rapide ou

lente par rapport & leur pouvoir acidifiant. Lesidtes utilisées dans cette étude peuvent étre
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adaptées pour leur sélection dans les culturetestgiou cocultures) du fromage. De facon
plus générale, bien que la diversité des espeqeEndé du type de fromage, les lactobacilles
mésophiles les plus fréquemment rencontrées Idontasej Lb. paracaseilb. plantarum

Lb. rhamnosugtLb. curvatugBeresford eal., 2001).

Les bactéries lactiques sont des organismes exgdour une croissance optimale, elles
dépendent de la présence de petits peptides etsaaidinés libres dans le milieu de culture.
Etant donné que la concentration d’acides aminée @eptides libres présents dans le lait ne
suffit pas pour la croissance des bactéries lagtigues bactéries doivent étre capables de
dégrader les protéines du lait ; cela constitueake de leur utilité dans l'industrie laitiére. La
dégradation de la caséine et de |lutilisation igdtée des produits de dégradation
protéolytigue nécessite un systéme complexe cagstie proteinases, des peptidases et des
acides aminés et des transporteurs de peptideka(ickau etal., 1999). Les résultats obtenus

pour le dosage de l'activité protéasique des luitlses testées sont présentés dans la figure
17.

3.50 - u L.casei C4

u L.casei C5

u L.paracasei C6

u L.plantarum C7
u L.plantarum C8

u L.plantarum C 10
u L.caseiv2

u L.caseiVs

Activité proteolytique (U/ml)

Temps (h)

Figure 17: Evolution de I'activité protéolytique (Unités/mLEd souches ensemencées dans
le bouillon MRS a 37°C.
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Les résultats indiquent que la plupart des soupheguisent activement les protéases exo
cellulaires dans la phase stationnaire précocea deoissance cellulaire. Les activités les plus
élevées ont été trouvées entre 24 et 30 heurdse al'exemple,Lactobacillus casev2 a
atteint un taux de 2,48 et 3,00 U/mL apres 24 eh80res d’incubation respectivement.
Mémes résultats ont été trouvés par Kholibket(2011). Il a été également mentionné par
Kawai etal. (1999) et Wang «dl.,(2007)que l'activité de la protéase maximale (0,14 U/mL)
est apparue au début de la phase stationnaire.

L’'analyse de corrélation des données présentéesuggerent qu'il y avait une faible
relation non significative entre les activités paytique et acidifiante (p = 0,3). Certaines
études sur les Lactobacilles confirment ces résu(feontina etal., 1998; Hassaine etl.,
2008; Gonzalez eal., 2015). La variabilité des performances techniglogs des souches
provenant de sources naturelles n’est pas surpie(@atti etal., 1999; Giraffa eal., 2004).

Conclusion de la premiére partie

Le cheptel algérien est peu connu et les racese®canstituent un patrimoine génétique
a sauvegarder (Badis, 2004). Le lait cru est rishesouches de bactéries lactiques avec de
nouvelles propriétés (Wouters &t, 2002 ; Franciosi eal., 2009). Notre premier objectif,
d’'une telle collecte, était d’apprécier la divetsite la flore de bactéries lactiques présentes
dans les laits crus des différentes populationalésc(de vache et de chevre) afin de mettre en
place des souches performantes. A cet effet, leshes étudieées dans notre travail, avec leurs
aptitudes technologiques distinctes, peuvent étreowtil bien adapté a la production de
nouveaux produits laitiers avec des propriétésipbghimiques et sensorielles différentes par
leur contribution a l'acidification et la protéotyslu lait et a la formation d'ardbmes et de

saveurs en raison de leurs activités enzymatiqaeses.
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2. Mise en évidencein vitro, de quelques propriétés probiotiques

Les progres effectués dans la connaissance dedribaciactiques ont mis en évidence
une grande diversité d’especes et de souches, @insn tres large éventail de propriétés
allant bien au-dela du potentiel acidifiant. Aim@ux souches d’'une méme espece peuvent
manifester des propriétés extrémement différeresela, s’'ajoutent d’autres facteurs plus
spécifiques du contexte industriel. C'est le casalsociations de plusieurs souches, réalisées
afin de constituer des ferments susceptibles dérgéensemble des propriétés requises
pour I'élaboration d’'un produit (Corrieu et Luqué08). Les ferments se composent d’'un
meélange défini de cultures pures ou d'un mélangedeini de différents types de bactéries
(Cogan, 1996; Law et Handrikman, 1997).

Dans la pratique industrielle, les bactéries lamgsont trés souvent associées formant
des cultures mixtes ou différents types d’intemtdi peuvent se produire. L'ensemble de ces
interactions gouverne la structure des communauiésobiennes et leurs activités (Cholet,
2006; Monnet efal., 2008). Elles sont devenues les principaux catsligrobiotiques par

leurs effets bénéfiques sur la santé humaine piaei

D’'un point de vue technologique et afin d’étre ddéases comme de potentiels
probiotiques, les souches sélectionnées doiventtreronne capacité a survivre dans des
milieux a forte concentration en bile et a faibledeurs de pH, a détenir des propriétés
particuliéres de colonisatiom vitro, et a étre capables d’interagir avec I'héte (EpeL?2).

Dans cette partie de notre travail, nous avonsschguatre cultures mixtes (deux
thermophiles et deux mésophiles) pour étudier d’pag les propriétés probiotiques que
possedent les souches, et d’autre part de mettévidance I'effet des interactions entre les
candidates une fois mises en contact afin de s@heer les meilleures cultures ayant des

fonctionnalités plus importantes et dans une petsmed’'une éventuelle utilisation.

Cette recherche s’est intéressée principalemerdtuele de I'aspect sécuritaire des
souches via leur activité hémolytique et leur tésise aux antibiotiques, de la résistance des
différentes cultures (mixtes et pures) aux condgigastriques (acidité et sels biliaires), a leur

adhésion (hydrophobicité) et leur activité antibaeinne contre des germes pathogenes.
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2.1. Aspect sécuritaire

Les souches probiotiques doivent étre dépourvuespale/oir hémolytique et de

résistance aux antibiotiques a caractere trandmegSalyers eal., 2004).

L’activité hémolytique a été recherchée sur géksesang. Ce milieu est utilisé pour la
détection et la détermination des caractéristiqo@solytiques d’'une souche bactérienne
donnée. Les zones d’hémolyse se manifestent coraihefshémolyse (zones claires autour
des colonies)p-hémolyse (zone avec reflets verdatres)yduémolyse (le milieu n’est pas
modifié). Aucune zone d’hémolyse n'a été obseruéewa des colonies. Toutes les souches
étudiées ne sont pas hémolytiques. Les bactérieiguas sont considérées comme
inofensives, donc sans danger pour 'homme (Guedta@tal., 2004).

L’'autre aspect important de la sécurité sanita@e probiotiques destinés a 'Homme est
le profil de la résistance aux antibiotiques. Efetefcomme pour toutes les bactéries, les
souches probiotiques ont montré une résistanceaatisnicrobiens (Salminen etl., 1998).
Dans ce contexte, il est recommandé d'étudierdtl jpie résistance des probiotiques pour les
antibiotiqgues (FAO/OMS, 2002). Pour l'antibioréaiste de nos souches lactiques, les
résultats sont représentés dans le tableau 11.

Tableau 11 Résistance des souches aux antibiotiques

I g 2
S e & < 2 T o
= = Q 04 ‘S c =)
@ S £ T & B £
= = £ x = X
= = . i3 o S =)
T 8 ¥ £ B~8 &
£ 5 £ g 8B ©
5 § & & G246 «
Lb.lactissubsplactis V1 R S S S R S R
Lb.caseVv2 R R R R R S R
Lb.delbruckiissp lactisVs, R S S S R S R
Lb.caseiC5 R R R S R R S
Lb. plantarumC7 R S R S R S S
St. thermophilusC12 R R R S R S R
Ln.pseudomesentéroidds R R R R R S R
Lb.plantarumC10 R R R S R S R
Lb.plantarum C8 R S R S R S S
Lc.lactis subsplactis C1 R S R S R S R
Pc.parvulusC3 R R R R R S R
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D’'une facon générale, les souches étudiées ontrénamt comportement différent a
'égard des antibiotiques testés. Cependant, neasisaconstaté une résistance totale a
I'Oxacilline et a la Ciprofloxacin (CIP). Certainee sont montrées résistantes a l'acide
nalidixique (NA)et a la Rifampin (RA)Pour la Gentamicine, les souches étaient sensables
cet antibiotique saufb. caseiC5. Des résultats similaires aux notres ont @ppartés par
Koll et al. (2008). Contrairement, certains chercheurs ontadigdes cas de résistances de
Lactobacillusa cet antibiotique (Charteris &t, 1998; Coppola edl., 2005).

La résistance a certains antibiotiques est largeahéerite chez les bactéries lactiques et
elle est généralement considérée comme intrinsetumn transférable (Mathur et Singh,
2005).

La résistance naturelle des bactéries lactiquasedggamme d'antibiotiques cliniquement
importants permet leur utilisation comme probiotigusirs» ou leur emploi en thérapie de
combinaison, antibiotique / probiotique, contre lefections bactériennes. En effet, de
récentes études ont été menées sur les probiatignesombinaison avec des antibiotiques,
comme une alternative a l'antibiothérapie chez fidwe, en raison de I'émergence et
'augmentation des souches bactériennes résistanteantibiotiques (Borriello etl., 2003;
Rishi etal., 2011).

2.2. Résistance a I'acidité et aux sels biliaires

La survie des bactéries aux conditions du tubestifgest un critere incontournable de
sélection de souches probiotiques (FAO/WHO, 200Bgpendant, c’est une fonction
complexe mettant en jeu de nombreux mécanismeseiamh aux bactéries de survivre a des

environnements successifs tres divers (pH basepcésde sels biliaires) (Turpin, 2011).

L’ensemble des cultures ont donné une bonne craissaur le milieu témoin pH 6.5
(taux de survie est supérieur a 100%). La résistamx conditions acides diminue avec la
diminution du pH du milieu jusqu’a atteindre un minm de 55 * 1% de viabilité enregistré
par la soucheSt. thermophilusC12 a pH 2.Lb. plantarumC7 a montré une meilleure

résistance a un faible pH, suivi par C8, C5 etldsires qui les composent (figure 18).
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Figure 18: Résistance des différentes cultures aux milieuctesci

Il apparait que toutes les cultures ont présengesemsibilité variable vis-a-vis des sels
biliaires et a différents milieux acides. A pH 2i& taux de survie a diminué pour atteindre
65,66 + 2,08% pouPc. parvulusC3. La différence entre les souches était sigauifie (P >
0.05). Alors gu’'a pH 2, aucune réduction significatn’a été observée du taux de survie par
rapport & pH 2,5 et méme entre I'ensemble des ssuphires et des cultures mixtes, a
I'exception des souchekc. lactissubsp lactisV1 et C1, etPc. parvulusC3 ou leur viabilité
a diminué d’une facon significative d’'un pH 2,514 p (figure 19).
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Figure 19: Résistance des différentes cultures aux selsrbaia 0,3%.

Il faut noter que I'association des souches n‘ag@a8et significatif sur 'augmentation
de la chance de survie des bactéries lactiquesetedtins des milieux acides et en présence de
sels biliaires, mais la résistance reste importésiperieure a 62%), ce qui rend possible le
passage vivant de ces cultures dans le tractustdige’autre part, nous avons remarqué que
la souchd_b.plantarumC7 suivie par la culture dont laquelle fait pa(@@M?2) ont atteint les
meilleurs taux de résistances vis a vis des pHebés concentration élevée en sels biliaires
(0,3%). Méme résultat a été trouveé par Bahri, (2@L4 a montré que le taux de résistance le
plus élevé a pH 1 a été observé avec la soubhelantarum F12 avec une bonne tolérance
aux sels biliaires (0,3%). Plusieurs études onttndogque des souches d’origine humaine
appartenant aux espéceth. acidophilus, Lb. brevis, Lb. fermentum, Lb.npéaum et au
groupelLb. caseipossedent une tolérance aux conditions stomadaiemé efal., 2001; Lim
et al., 2000; Lorca etl., 2002; Khalil etal., 2007; Xiaodong eal., 2009; Kirtzalidou etl.,
2011).

Les travaux de Mathara at. (2008) ont montré une tolérance élevée des souches de
Lactobacillus spvis-a-vis des pH 2,5 et pH 2 aprés 2h d’incubati®lusieurs études ont
montré que diverses souches appartenant aux espeédesacidophilus, Lb. brevis, Lb.
fermentum, Lb. casep, Lb. plantarumet Lb. rhamnosuspossedent une tolérance aux
conditions du suc gastrique (Dunnekt2001; Lim etal., 2000; Lorca eal., 2002; Khalil et

)
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al., 2007; Xiaodong eal., 2009; Kirtzalidou etl., 2011). De méme, Dib &ll., (2012) ont
enregistré une viabilité allant jusqu'a 93% a p#eS isolatd euconostoc mesenteroides spp.
dextranicum(JD1 et JD3) de Jebn Darfiyeh. Servin, (2004)gfi@jSarinena etl. (2012) ont
montré que la compétitivité bactérienne des laatidba en milieu acide est avantagée par
rapport aux autres bactéries a cause de leur o I'acidité. Sadi, (200@) montré que les
souches pures mésophilesldetobacillus paracasgirésentent un taux de survie meilleur a
pH 4,3.

Les lactobacilles sont capables de métaboliseadédes biliaires ce qui les protegent
contre la bile. L'un des mécanismes de cette gisist c’est la déconjugaison des acides
biliaires par les enzymdsles salts hydrolaséBSH). L’hydrolyse libere les glycines et/ou les
taurines du noyau stéroide ce qui a pour effetiohénder la solubilité de la bile a pH bas et
de réduire ses activités détergentes (Begleal.e2006; Hamon eal., 2011). Cette capacité
permettait de detoxifier les sels biliaires ce @uigmenterait la survie et la persistance
intestinale des souches productrices les rendest ebbustes face aux conditions extrémes
régnant dans le tractus gastro-intestinal (De Setetl., 1998). La sélection de souches
possédant une grande tolérance a l'acidité est itr&sessante pour lindustrie agro-
alimentaire (Ebel, 2012).

2.3. Test d’hydrophobicité

Ce test permet d’évaluer I'’hydrophobicité de lafate cellulaire des différentes cultures
vis-a-vis du xylene qui peut refléter le potentild colonisation des ferments aux mucus
intestinal. La répartition des cellules entre laagd aqueuse et le xyléne résulte de
l'interaction hydrophobe entre les microorganismeédes hydrocarbures. Les pourcentages
obtenus de l'adhérence des souches pures et dagesulmixtes au xyléne indiquent
I’hydrophobicité de leur surface. Les résultatsddest sont illustrés par la figure 20.
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Figure 20 : Hydrophobicité des cultures vis-a-vis le Xyléne.

Afin d’exercer leurs effets bénéfiques, les probioses doivent adhérer aux cellules
épithéliales ou au mucus intestinal et persistes datestin (Collado eal., 2005; Xiaodong
etal., (2009). Ces résultats montrent que présquetdditéocultures mises au test présentent
une bonne hydrophobicité, cela témoigne d’'une badtectivité des surfaces membranaires.
Les valeurs les plus élevées ont été enregistrd@sles souches pures de. plantarumC?7,

C8 etLb.caseiC5 suivies par leurs cultures mixtes CM2 et CM8péhdant, nous avons
enrigistré un taux plus faible de 29.19% +2.30%r lpasoucheSt. thermophilusC12. La
différence enregistrée entre les souches puressetultures mixtes est significative (P <
0.05).

Bahri, (2014)a trouvé que la souché. plantarumF12 a présenté la plus forte adhésion
aux cellules Caco-2. Menad at., (2014) ont trouvé une hydrophobicité de 45 % pour
Lactococcus lactisubsp cremorisCNRZ 107. L’hydrophobicité de plusieurs souched.de
lactis d’origine laitiere a été évaluée par Giaourigle(2009)qui ont trouvé des valeurs qui
oscillaient entre 5% et 88%.
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Par ailleurs, Dilmi-Bouras, (2002) a prouvé dans émdejn vivo, que les deux ferments
du yaourt YB3 n'adhérent pas a I'épithélium intestidu lapin et I'absence de l'implantation
de St. thermophiluet deLb. bulgaricusn'est cependant pas incompatible avec une a&ivitv

probiotique.

2.4. Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne d’un probiotique estnprrdiale pour la colonisation réussie
des muqueuses intestinales. Elle lui assure urnt df#ebarriere et de défense contre les
pathogenes (Vaughan at., 1999). L'étude des bactéries lactiques autoelstgermet de
sélectionner les meilleurs candidats pour amélitresécurité microbiologique des produits
alimentaires traditionnels et peut augmenter launée de conservation (Mezaini et Dilmi
Bouras, 2013).

Les bactéries lactiques sont connues par la prmtuctune multitude de composés
antimicrobiens : les acides organiques, les bacdiées, le diacétyle et le peroxyde
d’hydrogene (Aslam et Qazi., 2010).

Lors d’expériencesn vitro, certains auteurs ont proposé une action syngrgeentre
les substances protéiques antimicrobiennes etcidesaorganiques pour expliquer I'action
inhibitrice des bactéries probiotiques. Ainsi, Goga al. (2001) ont mené une série
d’expériences pour étudier I'inhibitiom vitro, d’'une souche d. coli entérotoxinogéne par
Lb. rhamnosu®R20,Lb. acidophilusHNO17 etBifidobacterium lactiDR10.

Le tableau 12 présente les résultats de I'étudéadsvité antibactérienne des souches
testées et leurs associations (CM1, CM2, CM3 et Cif# ont montré que leurs cultures

d'une nuit ont eu une forte activité antagonistgrenles bacteries pathogenes indicatrices.

Il est intéressant de noter que I'antagonismeus ptononcé observé dans cette étude est
le résultat d’'une symbiose enttb. caseiC5, Lb. plantarum C7, St.thermophilusC12 de la
culture mixte CM2 suivie par celle de. pseudomesentéroides3, Lb. plantarum C10 et
Lb. plantarum C8 de la culture mixte CM2. Donc, I'une de ces sougims exercer un effet
inhibiteur plus marqué que celui des autres. it également signaler qid& gonorrheaetait
la souche la plus résistante. Cependant, elle drénane nette sensibilité vis a \lib. caseli
C5, Lb. plantarumC10 et Lb. plantarumC8.
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Tableau 12:Activité antibactérienne des souches pures etukgres mixtes et sur les

germes indicatrices (mm).

Cultures

Lc.lactis subsp lactis V1
Lb.casei V2

Lb. delbruckiissp lactis V4
CM1 (V1 +V2 +V4)

Lb. plantarumC5

Lb.plantarumC7

St. thermophilusC12

CM2 (C5+ C7 + C12)

Ln. pseudomesentéroidesV3
Lb. plantarumC10

Lb. plantarumC8

CM3 (V3 + C10 + C8)

Lc. lactissubsp lactisC1

Pc. parvulusC3

CM4 (C1 + C3)

Zone d’inhibition (mm)

E. coli
++
+++
++

+++

+++

+++

+++

++
++
+++
++
+++

+++

P. aerugenosa N. gonorrheae K. pneumoniae

+++
+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

++

+++

++

+++

+++

+++

++
+++
++

++

+++

+++

++

+++
+++
+++
+++
++

++

Aucune inhibition (-); diametre compris entre Behm (faible, +); diamétre compris entre 3 et 6 (bon, ++)
et d'un diametre supérieur a 6 mm (forte, +++).

La fraction extracellulaire correspondant au sueaag présente un fort pouvoir

antibactérien, ce qui confirme la production d’a@®nantimicrobien(s) par les souches

lactiques dans le milieu (tableau 13).
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Tableau 13 :Activité inhibitrice des surnageants natifs (mm).

Zone d’inhibition (mm)

Cultures E.coli  P.aerugenosa N. gonorrheae K. pneumoniae

Lc.lactis subsp lactisV1 11 09 - 08
Lb. caseiV2 09 12 - 11
Lb.delbruckii ssp lactisvV4 10 10 - -

CM1 (V1 +V2 +V4) 12 10 - 08
Lb. caseiC5 10 09 11 10
Lb. plantarumC7 08 17 11 11
St.thermophilusC12 08 07 - 06
CM2 (C5 + C7 + C12) 08 14 15 10

Ln. pseudomesentéroides V3 09 - - 09
Lb. plantarumC10 07 - - 07
Lb. plantarumC8 09 12 10 11
CM3 (V3 + C10 + C8) (0] 10 ] 08

Lc.lactisC1 09 10 - 07
Pc. parvulusC3 08 07 - 07
CM4 (C1 + C3) 09 12 11 10

Yuksekdag et Beyatli, (2008t montré que l'effet antimicrobien dactobacillusa été
plus élevé que celui detreptococcusCet effet est di non seulement a la productiaciadg
lactique et du peroxyde d'hydrogéne, mais égaleraedtautres composés antimicrobiens

comme les bactériocines.

Toualbia efal. (2016)ont constaté qukactobacillus plantaruma montré la puissance la
plus antibactérienne vis-a-viBscherichia fergusoniPlusieurs études ont montré que la
fraction extracellulaire contient des substanceparsables de cette interaction (Metlef et
Dilmi Bouras, 2009).

Les bactéries lactiques exercent une forte actigitéagonistique contre plusieurs
microorganismes, y compris ceux de la détériorafies aliments et des microbes pathogénes.
En outre, l'effet antimicrobien de quelques souchesmet de prolonger la durée de
conservation des aliments (Haller, 2001; O'Sulliesal., 2002). Cet effet est principalement
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dd a la production des acides organiques (acideqjle) et également a la production des
composés antimicrobiens comprenant le peroxydedddggne, le diacétyle, I'acétaldéhyde,
les isomeéres des acides aminés et les bactérid@mss etl., 2001).

Mezaini etal. (2009) ont rapporté que parmi les vingt souchesalctéries lactiques
isolés d’'un lait Algérien et examinées pour leutivéité antagonique vis-a-vis deisteria
innocug Enteroccus faecaljsB. cereus, B. subitiljsS. aureusS. epidermitidis E. coli et
Salmonella typhimurium, St. thermophill& a montré un spectre d’inhibition large vis-a-vis
de toutes les bactéries indicatrices gram positiveexception deS. aureus En outre, cette

souche n'a montré aucune activité inhibitrice eBtrcolietS. typhimurium.

Callaway etal. (2008) et Garcia dl. (2010) ont rapporté que les bactéries bénéfiques,
principalement les bactéries lactiques et les bifattéries peuvent étre une stratégie utile et
efficace pour empécher ou réduire l'incidence desaimes pathogenes, de ce fait améliorer

innocuité des aliments et protéger la santé cusommateur.

Des auteurs ont observé une diminution de l'adhéseplusieurs bactéries pathogenes
avec une relation directe entre la dose de prajuetiajoutée sur le taux de réduction de
ladhésion. Parmi les pathogénes inhibés, on netrodifférents types @&. coli
(entérotoxigénique, ETEC; entéropathogénique, EPEE; diarrhégénique, DAEC),
Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenessiviex pseudotuberculosist Klebsiella
pneumoniagBernet efal., 1993; Coconnier al., 1993; Forestier adl., 2001).

Conclusion de la deuxiéme partie

Pour qu’'un microorganisme soit reconnu comme ptapie, il faut que son effet
bénéfique chez 'Homme, et sa capacité a surviwrdransit intestinal soient démontrés
(WHO/FAOQO, 2001; Van de Guchte at., 2002; AFSSA, 2005; EFSA, 2010). Ainsi, pour
garantir leur survie pendant le passage du tratigestif, les probiotiques sont premiérement
criblés pour leur tolérance au pH acide et a la. hiladhésion des bactéries probiotiques aux
tractus digestif leur permet de produire durablentas molécules bénéfiques pour I'héte,

mais permet également I'exclusion des pathogenasestimmunostimulation (Servin, 2004).

La sélection initiale des souches en utilisant deihodesin vitro reste une étape
préliminaire utile dans la détection des candidatebiotiques, malgré les difficultés

rencontrées pour caractériser les souches probestifjables de cette maniére (Campana et
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al.,, 2012). Toutefois, il est important de noter gcleaque souche est unique et les
mécanismes associés a des souches particulierpsuvent pas étre extrapolés a tous les
microorganismes probiotiques (FAO/OMS, 2002).

La production et la commercialisation des probiatis] & I'échelle industrielle exposent
les microorganismes a des conditions défavorahlépeuvent tuer une grande partie des
bactéries. Parmi les ressources innovatrices domeat se servir pour préserver la viabilité,
on compte sur I'application de conditions de strigempérature, acidité, etc.) pour induire
une réponse d'adaptation qui rend les probiotigésistants. Entre autres, les nouvelles
technologies de séchage, notamment de lyophilisafivpeeze drying), exposent les
microorganismes a des conditions plus douces ebgiant une augmentation substantielle
de la viabilité. Si les baisses de viabilité¢ som&cceptables lors de la fermentation, la
lyophilisation, la production de cultures conceesr@ans des billes de gel d’alginate ou de
carraghénane est une alternative au processusdnedl (Macouzet et Champagne, 2007).

La biotechnologie moderne offre plusieurs outils gous permettraient de mieux
caractériser les souches probiotiques afin de naliser I'exploitation de leurs activités
meétaboliques en fabrication de produits laitiersnientés ou autres aliments fonctionnels. Par
exemple, le génotypage de souches de bactérieshémtes ayant un potentiel probiotique et
technologique représente une perspective prometfeusg la valorisation de notre patrimoine
biologique et I'amélioration de la qualité des pritsl alimentaires locaux.
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Conclusion Geénérale et Perspectives

Ce travail nous a permis d’apprécier la flore miotogique en bactéries lactiques
présentes dans le lait cru des populations boyimesie de I'Atlas) et caprines (Kabyle et
Arabia) locales. Une vingtaine d’'isolats est caasée sur un total de 66 souches isolées et
purifiées. En se basant sur les résultats phérmigpi nous pouvons les inclure dans cing
genres :Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediocgc@t Streptococcus Une
dominance du genrkactobacillusa été notée. L’identification des souches, basédesu
caracteres morphologiques et sur les différentabofismes biochimiques nous a permis de
les rapprocher aux espéces suivantdsh.: plantarum Lb. casei St. thermophilusLn.
pseudomesenteroides, Lactococcus. lastibsp lactis, Pc. parvuluslLb. paracasei,Lb.
delbrueckiisubsp delbrueckii, Lb. animali®t Lb. acidophilus Il faut noter que ['utilisation
des techniques moléculaires permet mieux d'affilies isolats a leur réel taxon.
L’identification moléculaire par le séquencage ighde 16S rDNA nous a permis d’identifier
huit lactobacilles pré-identifiés phénotypiquemaeriétablissement d’un arbre phylogénique
construit a partir de leurs séquences a déemontneé dffiliation a 4 groupes distincts a
l'intérieur du genrd_actobacillus Les relations phylogénétiques entre bactériessdeemt un
outil trés puissant pour une bonne identificatioh aeci est d'autant vrai, avec
I'enrichissement exponentiel des bases de donngéestguences du gene 16S rRNA des

souches dites de références.

L'évaluation des aptitudes technologiques a miséeitlence I'existence de bonnes
fonctionnalités chez les isolats testés : La mi@ant la capacité de produire I'acétoine et les
exoplysaccharides (EPS). La quantité la plus élelese EPS a été produite par V2 avec
4,13¢g/L suivie par V7 avec 3,29¢/L ; toutes lescbms ont exprimé une bonne activité
protéolytique avec des zones de lyse allant de6P5®@ant sur MRS au lait. Cependant, ces
pouvoirs varient selon la souche, méme a l'intédede la méme espéce. La production la
plus elevée des protéases exocellulaires chez legs hlactobacilles identifies
phénotypiqguement et génotypiquement a été trountre 84h et 30h dont V2 atteint un taux
de 2,48 et 3,00U/mL respectivement. De méme, ils roontré une activité acidifiante
appréciable ou ils peuvent réduire le pH a deswslmferieures a 6 (entre 5,43 et 4,55) apres

6 heures d’'incubation et peuvent coaguler le [@éa 24heures d’incubation.

Au cours de cette these, nous avons égalementébimotentiel probiotique de 11
souches avec leurs cultures mixtes (CM1, CM2, CNI84). Elles sont criblées pour leur
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toléerance au pH acide et aux sels biliaires, leydrdphobicité vis-a-vis le xylene et
'antagonisme. L’ensemble des cultures ont donrehonne croissance sur le milieu témoin
pH 6,5 (taux de survie est supérieur a 100%). Isist@nce aux conditions acides diminue
avec la diminution du pH du milieltb.plantarumC7 a montré une meilleure résistance a un
faible pH (2 - 2,5), suivi par C8, C5 et les cuitsirqui les composent (CM2 et CM3).
Cependant, les cultures ont présenté une setéiiiable vis-a-vis des sels biliaires (0,3%)

et a différents milieux acides.

Les pourcentages obtenus de I'adhérence des sopcines et des cultures mixtes au
xylene indiquent I'hydrophobicité de leur surfadees valeurs les plus élevées ont été
enregistrée avec les souches purekldplantarumC7, C8 etLb.casei C5 suivies par leurs
cultures mixtes CM2 et CM3.

L’autre critére recherché est l'activité antibaet@ne des différentes cultures vis-a-vis
des souches pathogénes représentéesPpaerugenosa ; N. gonrrheak. pneumoniae ; E.
coli. La caractérisation de l'agent inhibiteur a pernde déterminer que [lactivité
antibactérienne des différentes cultures est dizepiésence de substances antibactériennes
dans le surnageant qui peut étre le peroxyde ddggire ou d’autres substances protéiques
comme les bactériocines. Il est intéressant derrgpie I'antagonisme le plus prononcé
observé dans cette étude est le résultat d'uneiegmintrd_b. caseiC5, Lb. plantarumC?,
St.thermophilu€12 de la culture mixte CM2 suivie par cellelae pseudomesentéroides,
Lb. plantarumC10 et Lb. plantarumC8 de la culture mixte. Il faut également signajee
N.gonorrheaegtait la souche la plus résistante. Cependaetaethontré une nette sensibilité
vis a visLb. caselC5, Lb. plantarumC10 et Lb. plantarumC8.

Ce travail nous a permis de caractériser difféesergeuches ayant des potentialités
technologiques et probiotiques trés hétérogénpeestimees intéressantes. D’autre part, cette
étude contribue par I'apport de certaines connagesa sur la richesse de lait cru des
populations caprines et bovines Algériennes. Eateif constitue une source précieuse de
souches naturelles « sauvages » et un réservaonabht grande valeur technologique et

fonctionnelle.

En perspectivesde ce travail de thése, la possible utilisatioa bactéries lactiques

testées pourra étre étudiée en d’autres points :
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v Pousser l'identification génotypique des souched_es techniques génotypiques sont
indispensables pour une meilleure identificatiors d®uches, cependant chacune
delles a un pouvoir discriminatoire spécifique. utilisation des méthodes
phénotypigue ou génotypique nécessite I'utilisaiam grand nombre de souches de
référence et une trés grande base de données funclare des représentants de

toutes les espéces et le maximum de variantesatpietespece (souche).

v' l'utilisation du criblage génétique pour étudier des fonctions complexes citant a titr

d’exemple :

* la production de peptides bioactifs : certaineaches de bactéries lactiques possedent des
activités intéressantes en matiere de préventienridgues de maladies cardiovasculaires.

Cependant, les genes impliqués dans la producésrpdptides associés sont pour le moment
non identifiés chez les bactéries lactigues malgrééquencage de génomes de souches

capables de produire ce type de peptides (Slatey, 2010).
* la production des métabolites d'intérét technajog : EPS, diacetyle......

v L'étude des différentes interactionsconstitue un axe de recherche devant étre encore
développé afin d'initier une démarche qui perméttciévoluer vers une autre
approche de la sélection de souches a des finsisdition comme culture starter. Une
attention particuliere sera portée aux filierepduits laitiers, fromages au lait cru...

v' Un autre critére souvent étudié pour la recherchesalches d'intérét consiste a
mesurer’effet antagoniste de souches d’'intérét sur I'inhibition de la craisse de
souches pathogéenes. Il serait donc important dertestre collection de bactéries
lactiques envers un panel de souches pathogenessi, Al'identification des
substances antimicrobiennes autres que des aaqigasiques serait intéressante. Un
possible effet synergiqgue des différentes substanicdibitrices des germes
pathogenes pourrait alors étre visualisé en étudarpotentiel bio-protecteur de

cultures mixtes de bactéries lactiques.

v' Concernant l'utilisation des bactéries lactiques tant que probiotiques pour
l'alimentation humaine, de nombreuses études sergssaires avant une éventuelle

demande de reconnaissance par les organismes t@leon
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