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RESUME

Les bactéries lactiques présentent un grand intérét dans 1’industrie. Ce sont des micro-organismes de
catégorie alimentaire qui jouent un role essentiel dans la fermentation des matiéres premieres notamment
végétales. Le légume fermenté qui a eu le sort historique le plus important est sans conteste est la choucroute,
qui est le produit de la rencontre entre la fermentation lactique et une plante particuliére, le chou. Notre
étude a porté, en premiére partie, a la caractérisation de la flore lactique responsable de la fermentation du
chou. L’isolement et la caractérisation phénotypique des bactéries lactiques de choucroute préparée nous a
permis d’obtenir 54 souches réparties en trois genres : Leuconostoc (31,5%), Lactococcus (33,3%) et
Lactobacillus (33.4%). L’¢tude de I’antagonisme a montré 1’effet inhibiteur des souches isolées vis-a-Vis
Staphylococcus aureus 6538 et Escherichia coli avec des zones d inhibitions allant de 6 & 17 mm. En
deuxiéme partie, les analyses chimiques et biochimiques du chou avant et aprés fermentation nous a permis
de conclure que notre aliment fermenté a une bonne valeur nutritive et qui peut construire une source riche
en glucide (1,55 ¢/100q), protéines (0,75 g/100g), minéraux (1,66 g/100g), vitamines C (21 mg/100g), fibres
alimentaires (0,41 g/100g), C'est aussi une bonne source de bactéries lactiques connues par leur statut GRAS
et qui peuvent étre des probiotiques.

Mots-clés : Bactéries lactiques, chou; choucroute, caractérisation phénotypique, antagonisme ; valeur
nutritive.

ABSTRACT

The lactic bacteria present a big interest in the industry. It is microorganisms of food category that play an
essential role in the fermentation of raw materials in particular plant. The fermented vegetable which had the
most important historic fate(spell) is unquestionably is the sauerkraut, which is the product of the meeting
between the lactic fermentation and the particular plant, the cabbage. Our study carried, in first part, in the
characterization of the lactic flora responsible for the fermentation of the cabbage. The isolation and the
phenotypic characterization of the lactic bacteria of prepared sauerkraut allowed us to obtain 54 stumps
distributed in three genres: Leuconostoc (31,5 %), Lactococcus (33,3 %) and Lactobacillus (33.4 %). The
study of the antagonism showed the inhibitive effect of isolated strains against Staphylococcus aureus 6538
and Escherichia coli with zones d inhibitions ranging from 6 to 17 mm. In second part, the chemical and
biochemical analyses of the cabbage before and after fermentation allowed us to conclude that our fermented
food has a good nutritional value and which can build a source rich in carbohydrate (1,55 g/100g), proteins
(0,75 g/100g), minerals (1,66 g/100g), vitamins C (21 mg/100g), food fibers (0,41 g/100g), It is also a good
source of lactic bacteria known by their FAT status and which can be probiotics.

Keywords: lactic bacteria, cabbage; sauerkraut, phenotypic characterization, antagonism; Nutritional value.
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Introduction

Introduction

Les bactéries lactiques sont des microorganismes tres répandus dans la nature,
on les trouve dans le sol, sur les végeétaux, elles jouent un réle important sur la santé
car elles constituent une fraction majeure de la flore intestinale et tapissent les
mugqueuses nasales, buccales et vaginales, contribuant ainsi & nous protéger contre

I’invasion des germes pathogénes.

Elles colonisent naturellement plusieurs matrices alimentaires. Elles sont depuis
des siécles associées a I’alimentation humaine et animale. Ces micro-organismes sont
tolérés par I’homme et les animaux, ce qui a conduit a la reconnaissance de leur statut

GRAS (Generally Recognized As Safe) (Klaenhammer et al., 2005).

Ce Sont des micro-organismes de catégorie alimentaire qui jouent un role
essentiel dans la fermentation des matiéres premieres animales et végétales (Manas,
2014)

Leur capacité a fermenter les hydrates de carbone et, a un moindre degreé, de
dégrader les protéines et les lipides méne a la synthése d'une large gamme de
composés, tels que les acides organiques, les peptides, les composés antimicrobiens et
aromatiques et les exopolysaccharides. Ces métabolites peuvent contribuer aux
caractéristiques organoleptiques, technologiques et nutritionnelles des aliments
fermentés (Mozzi et al., 2010).

Les bactéries lactiques présentent un grand intérét dans I’industrie. Elles sont
largement utilisées dans 1’élaboration des produits alimentaires par des procédés de
fermentations lactiques. Ces bactéries assurent non seulement des caractéristiques
particuliéres d’aromes et de texture mais aussi une bonne sécurité alimentaire. Cette
sécurité est favorisée grace a la production d’acides organiques (acides lactiques et

acétiques) qui font baisser le pH dans le milieu. (Bekhouche et Boulahrouf, 2005).

La contamination et la détérioration des produits alimentaires par les micro-
organismes n’est pas encore sous contrdle. Par ailleurs, les consommateurs refusent
de plus en plus les aliments préparés avec des agents conservateurs d’origine
chimique. Ainsi, les industries agroalimentaires se tournent de plus en plus vers des

techniques de préservation plus douces qui peuvent conduire a I’obtention d’aliments
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sécurisés mais presentant un aspect plus naturel et une qualité nutritive affectée au
minimum. Ces techniques sont notamment basées sur I’activité antimicrobienne
naturelle associée a des souches bactériennes agissant comme des cultures protectrices
(Diep et Nes. 2002). Le légume fermenté qui a eu le sort historique le plus important
est sans conteste est la choucroute, qui est le produit de la rencontre entre des

techniques de fermentation et une plante particuliere, le chou cabus

La choucroute est un produit a base de choux salés et fermentés. Le salage
favorise les bactéries lactiques en inhibant de nombreux germes génants. La
fermentation est due, au départ a des ferments hétérolactiques Leuconostoc
mesenteroides. Elle est poursuivie par Lactobacillus plantarum, puis par
Lactobacillus brevis et enfin par Lb. curvatus, sake, ...etc. d’autre germes peuvent
avoir une influence favorable s’ils restent en faible proportion, Flavobacterium
rhenans, Enterococcus faecalis, Enterobacter cloaceae, peuvent participer a
I’élaboration d’ar6bmes souhaitables (Guiraud, 2003).La fermentation des végétaux
permet d'augmenter leur teneur en vitamines et notamment, dans le cas du chou, C'est
aussi une bonne source de probiotiques qui enrichissent la flore intestinale et boostent
I'immunité . C’est dans ce contexte que s’articule notre étude. Nous avons voulu
mettre en place et pour la premiere fois en Algeérie un produit local (la choucroute a
I’algérienne) issu d'une rencontre entre une forme de plante particuliére, le chou, et
une technique de fermentation naturelle et ceci grace a des bactéries originelles
présentes dans le chou dont les principales sont les bactéries lactiques. Les objectifs

de ce travail sont :

»  Mettre en place un aliment fermenté local a base de chou ;

»  Caractériser la flore lactique caractéristique de deux fermentations dont le
facteur variable est la température ;

»  Etudier I’activité antibactérienne des souches identifiées ;

»  Déterminer la valeur nutritionnelle de chou avant et aprés fermentation afin

de monter en partie les vertus de notre aliment.


https://www.topsante.com/medecine/digestion-et-transit/ballonnements/comment-avoir-une-bonne-flore-intestinale-62519
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1. Bactéries lactiques
1.1. Propriétés genérales

Avant le vingtiéme siécle, le terme bactéries (Lacticacidbacteria) a été utilisé pour
signifier les organismes du lait acidifié (Milk-souringorganisms). Significativement, la
premiére culture pure de ces bactéries était celle de Bacteriumlactis (probablement

Lactococcuslactis) obtenu par Lister en 1873(Axelsson, 2004).

Les bactéries lactiques sont sous forme de coques ou de batonnets a Gram positifs, non
sporulant, et produisent I’acide lactique comme produit final principal pendant la fermentation

des carbohydrates (Kandler, 1983).

Les BL sont, selon la voie qu’elles empruntent pour fermenter les hexoses, homo
fermentaires ou hétéro fermentaires. La voie de la glycolyse (Embden-Meyerhof-Parnas),
ayant pour produit final principal 1’acide lactique ou la voie 6-phosphogluconate /
phosphokétolase (6-pg/pk) ayant pour résultats 1’acide lactique, 1’anhydride carbonique et
1’éthanol (acide acétique)(Schleifer et Ludwig, 1995)(figure 1).

Cependant, quelques espéces sont considérées comme hétéro fermentaires facultatifs.
Concernant la fermentation des hexoses, ces espéces sont homo fermentaires, mais dans
certaines conditions (par exemple si la source disponible de carbone est un pentose), elles

induisent la voie 6-pg/pk, ayant pour résultat la fermentation hétérolactique(Axelsson, 2004).

Lesbactéries lactiques sont trouvées dans divers niches écologiques, tel que le lait ainsi que
certaines nourritures, la bouche, les régions gastro-intestinales et urogénitales des humains et
des animaux (Lopez-Diaz et al., 2000).Elles constituent aussi la flore microbienne dominante
responsable de la fermentation des céréales et des plantes fourragéres ensilées (Carr etal.,
2002). Méme si elles se développent dans une variété d’habitats,elles exigent des
carbohydrates fermenticibles, des acides aminés, des acides gras, des sels et des vitamines
pour leur croissance (Bjorkroth et Holzapfel, 2003).

Les souches sont genéralement faiblement protéolytiques et lipolytiques et exigent des acides

aminés, des purines, des pyrimidines et des vitamines pour leur croissance (Jay, 1996).

Les bactéries lactiques utilisées dans les fermentations laitieres peuvent étre divisées en

deux groupes sur la base de leur croissance optimale (Bissonnette etal.,2000). Les bactéries
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mésophiles avec une température optimum de croissance entre 20°C et 30°C et les
thermophiles entre 30°C et 45°C. Alors que la majorité de souches se développent a pH 4,0-
4,5, certaines sont en activité a pH 9,6, d’autres a pH 9,6 et d’autres a pH 3,2 (Jozala et
al.,2005). L’acide lactique produit peut-étre sous deux formes stérioisomériques, L moins

fréquemment, D ou un mélange des deux (Who, 1974)

Bifide HomofermentaireHétérofermentaire
Acétate
Glucose
ACK GLK
ADP l( ADP
Acétyl-P Glucose-6-P

NAD
K NADH+H

6-P-gluconate

NAD
CO; .
NADH+H

Erythrose-4-P
o FPC

Ribulose-5-P
Sedoheptulose-7-P l
Xylulose-5-P
thydroxy XPC
Stone-P W
Ribose-5-P Acétyl-p
ATP §
Xylulose-5-P =
/ e Acétate
W
Ribulose-5-P W Acétyl-CoA
Acétyl-P NADH+H
ADP \L
>AK J ¥ nap
ATP N . :
Acétate Acétaldéhyde
e NADH+H
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Vv
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Figure 1:Voies homofermentaire, hétérofermentaire ou bifide de la dégradation du
glucose(Thompson et Gentry-Weeks, 1994).

(Les principales enzymes sont indiquées en rouge. GLK : glucokinase, FBA : FBP aldolase, FCP : fructose-6-
phosphate phosphocétolase, XPC : xylulose-5-phosphate phosphocétolase, PK : pyruvate kinase, LDH : lactate
déshydrogénase, ACK : acétate kinase)
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1.2. Classification

Décrite pour la premigére fois par Orla-Jensen au début du XX®™ sigcle (1919), les
bactéries lactiques constituent un groupe hétérogene, qui n’est pas clairement défini du point

de vue taxonomique (Lahtinem etal., 2012).

La monographie d’Orla-Jensen, (1919) a constitué la base de la classification actuelle
des bactéries lactiques. Les critéres utilisés (morphologie cellulaire, types fermentaire, les
températures de croissance et 1’utilisation des sucres) sont toujours trés importants pour la
classification des bactéries lactiques, bien que I’avénement d’outils taxonomiques plus
modernes, les méthodes biologiques en particulier moléculaires, ont considérablement
augmenté le nombre de genres de bactéries lactiquesa partir des gquatre initialement reconnue
par Orla-Jensen (Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus et Streptococcus) (Lahtinem et al.,
2012).

Le genreBifidobacterium est considéré comme appartenant aux bactéries lactiques (du
fait de son effet probiotique sur 1’organisme et son utilisation dans les aliments) mais il est

phylogénétiqguement sans rapport avec ces derniéres (Vandamme etal., 1996).

Les bactéries lactiques peuvent étre divisées du point de vu morphologique en bacilles
(Lactobacillus et Carnobacterium)et coques (tous les autres genres). Le genre Weissella est le

seul genre qui comporte a la fois des bacilles et des coques (Ho etal., 2007).

Selon la derniére édition de Bergey’smanual of systematicbacteriology, (2009), les
bactéries lactiques sont classées dans le Phylum des Firmicutes, la classe des Bacilli et
I’Ordre des Lactobacillales renfermant trente-cing genres (Aerococcus, Alliococcus,
Atopobium, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus,
Weissella, ...... ... )(Pot, 2008) répartis sur six familles. Parmi ces genres, seulement douze sont
importants d’un point de vue biotechnologique (Axelsson, 2004 ; Guiraud etal., 2003).

1.3. Principaux genres de bacteries lactiques
1.3.1. Lactobacillus

En 1896, le genre Lactobacillus a été decrit pour la premiere fois par Beijerinck, et
I’espéce type était Lactobacillus delbrueckii. Le genre Lactobacillus est le genre principal et

de loin le plus grand et le plus diversifié de la famille des Lactobacillaceae, il comprend
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actuellement 158 especes, sept de ces espéces sont constituées de 18 sous-espéces (Zhang et
Cai, 2014).

Il est également tres hétérogéne, englobent les espéces avec une grande variété
phénotypique, biochimique et physiologique. L hétérogénéité se traduit par la gamme du
pourcentage GC de I’ADN des espéces inclues dans ce genre. Cette gamme est de 32 a 55%

(Zhang et Cai, 2014).

Nombreuses d’entre elles sont des agents de fermentation lactique intervenant dans des
nombreuses industries ou qui sont rencontrées comme contaminants (Dworkin etal., 2006).
IIs sont immobiles, asporulés et catalase négative. On rencontre chez les lactobacilles une
variabilité de forme (fins, incurvés, coccobacilles,....) et de longueur. La longueur des bacilles
et le degré de courbure dépend de 1’age de la culture, la composition du milieu (par exemple,

la disponibilité des esters d’acide oléique) et le taux d’oxygene.

Cependant, les principales différences morphologiques entre les espéces restent
habituellement clairement reconnaissables. Certaines especes de lactobacilles produisant du
gaz (par exemple, Lactobacillus fermentum et Lactobacillus brevis) présentent toujours un

mélange de bacilles longs et courts (De Vos et al., 2009).

La division cellulaire se produit seulement sur un seul plan. La tendance a former des
chainettes varie selon les especes et méme des souches, ceci dépond de la phase de croissance
et le pH du milieu (Zhang et Cai, 2014 ; De Vos etal., 2009).

Les lactobacilles ont des exigences nutritionnelles trés complexes en acides aminés,
vitamines, acides gras, nucléotides, glucides et en sels minéraux. La température de
croissance est comprise entre 2 et 53°C, avec un optimum entre 30 et 40°C (De Vos etal.,
2009).

Le pH de croissance est compris entre 3 et 8 avec un optimum habituellement allant de
5,5 a 6,2(Zhang et Cai, 2014).

A P’origine, les espéces de genre Lactobacillus ont été regroupés en fonction de leur
température de croissance et leur capacité a fermenter les hexoses, et par la suite en fonction

de leur potentiel homo ou hétérofermentaire.

Orla-Jensen, (1919) a subdivisé ce groupe d’une maniére similaire a celle des coques

lactiques. Ainsi, les sous-genres de Lactobacillus ont été créés: Thermobacterium,

| "1'56%' :
g
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Streptobacterium, et Betabacterium. Remarquablement, cette division est toujours valide a un
degré considérable, bien que les désignations aient été abandonnées et quelques modifications
dans les définitions des sous-groupes ont été faites (Zhang et Cai, 2014 ; Salminen etal.,
2004).

> Groupe | : formé des lactobacilles homofermentaires stricts qui regroupent les especes de
I’ancien sous-genre Thermobacterium ne produisant presque exclusivement que de I’acide
lactique a partir de la fermentation des hexoses par glycolyse. Ils ne peuvent fermenter ni
les pentoses ni les gluconates.

» Groupe Il: formés de lactobacilles hétérofermentaires facultatifs qui regroupent les
especes de 1’ancien sous genre Streptobacterium et qui fermentent les hexoses en acide
lactique par glycolyse, et peuvent fermenter les pentoses en acide lactique et en acide
acetique grace a une phosphocetolase inductible. Ils ne produisent pas de CO- lors de la

fermentation du gluconate

» Groupe Ill: formé de lactobacilles hétérofermentaires stricts qui regroupent les
especes de I’ancien sous-genre Betabacterium, qui fermentent les hexoses en acide
lactique, acide acétique (ou éthanol) et CO» (voie hétérofermentaire de la 6-
phosphogluconate déshydrogénase/phosphocetolase), et qui fermentent les pentoses en
acide lactique et acide acétique (voie hétéro fermentative de la glycéraldéhyde-3-
Phosphate/pyruvate Kinase/lactate déshydrogénase) (Zhang et Cai, 2014 ; Salminen et al.,
2004).

Cette classification est la seule reconnue, bien qu’elle soit imparfaite car le séquencage
de ’ADNTr 16S et le contenu en GC % qui varie énormément d’une espéce a une autre (32 a
53%) et I’absence d’homologie ADN-ADN significative entre beaucoup d’especes, sont aussi

le reflet d’une parente phylogénique éloignée (Hydersah, 2010).
1.3.2. Leuconostoc, Oenococcus, Weissella

lIs rassemblent les coques lenticulaires en paires et en chainettes, mésophiles, qui
possedent un caractére hétérofermentaire marqué, avec production d’acide lactique (isomere
D), de CO:2 et d’¢thanol ou acétate. Les caractéristiques telles 1’hydrolyse de I’esculine la
formation de dextrane, les conditions de croissance, la capacité a croitre a différents pH et
températures, 1’assimilation de citrate et/ou malate permettant la différenciation entre les

genres Leuconostoc et Weissella(Ho et al.,2007).
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e Leuconostoc : Les premieres souches ont été isolées a partir d’accidents apparus
dans les sucreries. Les Leuconostocsresponsables de ces accidents produisent du dextrane en

milieu saccharosé (entourées d’une gaine comme celle des Nostoc)(Zarour, 2010).

Leuconostocfallax est un Leuconostocatypique isolé de choucroute, qui a été découvert
par Martinez-Murcia et al., (1991); par la suite, des variétés de la souche de

Leuconostocfallaxont été isolés de choucroute fermentée (Zhang et Cai, 2014).

Elles sont exigeantes du point de vue nutritionnel et leur croissance est toujours lente.

Leur optimum de croissance est de 20 a 30°C (Bjokroth etal., 2006).

Les Leuconostocs principalement Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris et
Leuconostoc lactis sont utilisés en association avec les lactocoques dans I’industrie laitiére
pour produire en plus de 1’acide lactique et du CO», des substances aromatiques telles que le

diacétyle et ’acétoine & partir des citrates du lait (Hadef, 2012).

. Weissella : Les cellules de ce genre sont ovoides ou de courts batonnets a
extrémités rondes qui s’associent en paires ou en courtes chaines. Elles sont
hétérofermentaires et sont généralement immobiles.Cependant, une nouvelle espéce mobile
avec flagelles péritriches, Weissella beninensis, a récemment été décrite par Padonou et al.,
2010). Les especes du genre Weissella sont connues pour produire divers exopolysaccharides
(EPS) (Lahtinem et al., 2012).

o Oenococcus : Ce sont des bactéeries immobiles, asporulés de forme ellipsoidale
a sphérique, avec un arrangement en paires ou en chaines, non hémolytiques et généralement
non proteolytiques. Elles exigent un milieu riche en acides aminés et en facteurs de
croissance. Leur température optimale est de 20°C a 30°C, acidophiles poussant a un pH
initial de 4,8. Elles ont pour habitat le vin ; par conséquence, elles tolerent I'éthanol et se
développent dans des milieux contenant 10% d'éthanol (Bjorkroth et Holzapfel, 2006 ; Zhang
et Cai, 2014).

1.3.3. Lactococcus

Le genre Lactococcus (streptocoque du groupe N) représente les streptocoques dits «
lactique», car ils sont associés a de nombreuses fermentations alimentaires et ne possedent

aucun caractére pathogéne. Les produits végétaux constituent leur réservoir principal, mais ils
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sont largement présents dans le lait et les produits laitiers (Pilet et al., 2005). Les lactocoques

se présentent sous forme de coques en paire ou en chaines de longueur variable.

Ce sont des bactéries anaérobies facultatives, homofermentaires, ne produisant que de
I’acide lactique seul Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. Diacetylactis produit le diacétyle.
Leur température optimale de croissance est proche de 30°C, capable de se développer a 10°C
mais pas a 45°C ; certaines especes peuvent pousser a des températures aussi basses que 7°C

lors d'une incubation prolongée de 10 a 14 jours.

Les cultures se développent typiquement dans 4,0% de NaCl; Toutefois, Lc. Lactis
subsp .Cremoris ne tolére que 2,0% de NaCl, qui semble étre la seule exception connue. Les
Lactocoques poussent mieux a des valeurs de pH quasi-neutre et cessent de croitre a un pH
d'environ 4,5 (Salminen et al.,2004 ;Lahtinem et al.,2012 ;Zhang et Cai, 2014).

Elles ne poussent pas au pH 9,6 ou en présence de 6,5% de NaCl. Excepté 1’espece
Lactococcus garvieae, elles ne sont pas hémolytiques (Alomar, 2007). Quelques especes
produisent des exopolysaccharides et des bactériocines. Elles sont capables de se développer a

3% de bleu de méthyléne et d’hydrolyser I’arginine (Tamime, 2002).

1.3.4. Enterococcus

Ce genre regroupe les streptocoques fécaux qui représentent une hémolyse de type A et
B et qui appartiennent au groupe D. Ce sont des cellules ovoides isolées, en paires ou en
courtes chaines, homofermentaires. Quelques espéces sont mobiles par des petits flagelles et
d’autres possedent une pseudo-catalase. Ce genre se caractérise par sa tolérance a 6.5% de
NaCl, au pH : 9,6 et par la croissance a 10°C et 45°C avec une température optimale de
croissance de 35°C a 37°C (Tamime, 2002 ; Ho etal., 2007).

Ce sont des commensaux de I’intestin. Les especes rencontrées dans I’alimentation sont
essentiellement E. faecaliset les especes proches. Généralement les espéces sont différenciées

par la fermentation de 1’arabinose et du sorbitol (Tamime, 2002 ; Ho et al.,2007).

1.3.5. Streptococcus

Streptococcus thermophilusest la seule espece non pathogéne du genre Streptococcus,
appartenant au groupe des bactéries ayant un interét industriel et nutritionnel reconnu sous le
nom GRAS (Hols et al., 2005).
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Streptococcus thermophilus se différencie par son habitat (lait et produits laitiers) et
son caractére non pathogéne. La résistance a la température, la capacité de croitre a 52°C et le
nombre limité des hydrates de carbones permettent de distinguer les S. thermophilusde la
plupart des autres streptocoques (Pilet etal., 2005).

S. thermophilus est I’une des bactéries lactiques thermophiles, largement employée en
tant que levain dans la fabrication de certains produits laitiers fermentés tel que le yaourt (en
culture mixte avec Lb. bulgaricus) et les fromages a pate cuite (en culture mixte avec Lb
.helveticus), notamment la Mozzarella (Hols et al., 2005 ; Delorme, 2008). Elle est connue par
une forte production d'ardme tel que l'acétaldéhyde, et par sa capacité de produire de I'acide
folique et des exopolysaccharides (Delorme, 2008). Cette espéce est caractérisée par
I'utilisation du glucose seul a partir du lactose, ayant pour résultat des produits fermentés

contenant du galactose résiduel (Hols et al., 2005).

S. thermophilus possede un pourcentage en G+C’(37-40%) proche de celui des
entérocoques et des lactocoques. Des études moléculaires portant sur le séquencage du gene
de ’ARNTr 16S ont démontré que S. thermophilusest une espéce trés distincte des S. salivarius

et des entérocoques (Delorme, 2008).
1.3.6. Pediococcus et Tetragenococcus

Ce sont des coques uniformément sphériques ou ovoides mais jamais allongés, dont la
particularité est le regroupement en tétrade du a une division dans les deux directions
perpendiculaires Ainsi, ils ne forment jamais de chaines typiques des autres genres de coques
: Leuconostoc, Lactococcus et Streptococcus, qui forment des chaines en raison de la division
dans un seul plan. Certaines espéces se distinguent par leur capacité a se développer a des
teneurs tres élevées en sels, comme Pediococcus halophilus, renommé Tetragenococcus

halophilus et Tetragenococcus muriaticus qui tolére jusqu’a 18% de NaCl (Pilet et al., 2005).

Les espéces du genre Pediococcus sont mésophiles, leur métabolisme est
homofermentaire, ne produisant pas de COz a partir du glucose, le plus souvent incapable
d’utiliser le lactose, et leur développement nécessite la présence de divers facteurs de
croissance. Poussant a un pH de 5 mais ne poussent pas a 9. Leur température optimale de
croissance varie de 25°C a 35°C. lls ne sont pas en mesure de réduire le nitrate (Holzapfel et
al.,2009 ;Lahtinem et al., 2012).
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La position phylogénétique du genre Pediococcus a été établie a l'aide de lI'analyse de
I’ARNr 16S et a montré que les genres Lactobacillus, Leuconostoc et Pediococcus sont
étroitement liés (Holzapfel et al.,2009 ;Lahtinem et al., 2012).

Les espéces de Tetragenococcus ont un role crucial dans la fabrication des produits
alimentaires a concentration élevée en sel comme les sauces de soja, alors que les
Pediococcus sont parfois utilisés comme levains lactiques pour les charcuteries (Guiraud,
2003).

1.3.7. Aerococcus

Les cellules de ce genre sont de forme ovoide (1-2um de diametre), immobiles,
anaérobies  facultatifs,  catalase-négative, = oxydase  négative,  a-hémolytiques,
homofermentaires, arginine’, pouvant croitre a une concentration de 6,5% de NaCl, la division
se déroule sur deux plans formant ainsi des tétrades. Cependant, des cellules isolées ou en

paires peuvent étre observées au milieu de la phase exponentielle (Collins, 2009).
1.3.8.Carnobacterium

Ce genre est constitué de batonnets courts parfois incurvés isolés ou en paires,
psychrotolérants, pouvant se développer a pH : 9 mais pas a 4,5, incapables de croitre a 8% de

NaCl ; quelques espéces sont catalase * en présence d’héme (Hammes et Hertel, 2006).

1.3.9.Vagococcus

Les cellules sont ovoides isolées, en paires ou en chaines. La plupart des espéces sont
mobiles par des flagelles péritriches. Elles sont capables de croitre a 10°C mais pas a 45°C,
homofermentaires et ADH(Collins, 2009).

1.4. Composés antimicrobiens produits par les bactéries lactiques

Les mécanismes antimicrobiens spécifiques des bactéries lactiques exploitées dans la
biopreéservation des nourritures incluent la production des acides organiques, du peroxyde

d'’hydrogéne, de I'anhydride carbonique, du diacétyle, des antimicrobiens a large spectre tels
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qgue la reutérine et la production de bactériocines (Jacobsen etal., 2003) pendant les

fermentations lactiques (Deegan et al., 2006).

Les composés antimicrobiens produits par les BL peuvent empécher la croissance des
bactéries pathogenes ; contaminants possibles des produits fermentés (Guessas et al., 2006).

1.4.1. Acides organiques

L'effet inhibiteur spécifique des acides organiques est généralement attribué a leur
forme dissociée et non dissociée. Cette forme pénétre librement dans la cellule ou elle s'ionise
ce qui provoque un abaissement du pH interne et le blocage de certains mécanismes de

transport (Parente etal.,1994).

Les bactéries lactiques hétérofermentaires produisent en plus, de l'acide acétique qui
possede un plus haut pKa que I'acide lactique, ont donc une proportion plus élevée d'acide
non dissocié a un certain pH semblable avec l'acide lactique. Les acides acétiques et
propioniques agissent I'un sur l'autre sur les membranes de cellules pour neutraliser le
gradient électrochimique de proton, mais l'effet de I'acide acétique et propioniques dépend

souvent de la diminution du pH provoqué par I'acide lactique (EKlund, 1989).

L'acide propionique réduit la croissance fongique, particulierement a un pH inférieur, et
affecte les membranes fongiques aux valeurs de pH en dessous de 4,5. L'acide propionique et
acétique empéchent également 1’assimilation d'acide aminé (Eklund, 1989).

De toute facon, les effets inhibiteurs des acides organiques tels que l'acide lactique,
acetique et propionique continueront a compliquer des études sur des effets antimicrobiens
des bactéries lactiques, a moins que d'autre purification et caractérisation rigoureuses des

substances soit appliquée (Magnusson etal., 2003).

1.4 .2.Acides gras

Dans certaines conditions, quelques lactobacilles et lactocoques possedant des
activités lipolytiques peuvent produire des quantités significatives d'acides gras, par exemple
dans la fermentation du lait fermenté (Rao etal., 1984) et des saucisses seches (Sanz et al.,
1988).
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L'activité antimicrobienne des acides gras a été identifiée pendant plusieurs années. Les
acides gras insaturés présentent une activité contre les bactéries a Gram®, et l'activité
antifongique des acides gras dépend de la composition, de la concentration, et du pH du
milieu (Gould, 1991).

1.4.3. Peroxyde d'hydrogeéne

Le peroxyde d'hydrogéne est produit par lesbactéries lactiques en présence de I'oxygéne
sous laction de la  flavoprotéine  oxydase du  nicotinamide  adénine
hydroxyperoxydasedinucléotide (NADH). L'effet antimicrobien de H2O. peut résulter de
I'oxydation des groupes sulfhydriliques causant la dénaturation d'un certain nombre
d'enzymes, et de la peroxydation des lipides de membrane ; de ce fait provoque
I'augmentation de la perméabilité de la membrane (Kong et Davison, 1980).

H20, peut également agir comme précurseur pour la production de radicaux libres
bactéricides tels que le superoxide (Oz) et radicaux d'hydroxyle (OH) qui peuvent
endommager I'ADN. La production de H202 par Lactobacillus et Lactococcusinhibe la
croissance de Staphylococcus aureus, de Pseudomonas sp.et de divers microorganismes
psychrotrophes(Davidson et al.,1983). L'inhibition est négociée par I'effet d'oxydation fort sur
des lipides de membrane et des proteines cellulaires. La quantité de peroxyde d'hydrogéne
produite par les bactéries lactiques dépend en grande partie de la souche et la disponibilité de

I'oxygene (Helander et al., 1997).

1.4.4 .Dioxyde de carbone

Il est principalement produit par les BL hétérofermentaires. Le mécanisme précis de
son action antimicrobienne est toujours inconnu. Cependant, le CO2 peut jouer un réle
antimicrobien en créant un environnement anaérobique, qui empéche les décarboxylations
enzymatiques, et I'accumulation de CO; dans le milieu peut causer un dysfonctionnement de
la perméabilité (Eklund, 1989). Le CO2 peut aussi empécher la croissance de beaucoup de
microorganismes de détérioration, particulierement les bacteries psychrotrophes a Gram"
(Farber, 1991).

Le degré d'inhibition par le CO> varie considérablement selon les espéces. Un taux de
CO2 de 10% pourrait diminuer la population bactérienne de 50% (Wagner et Moberg, 1989),

et entre 20 et 50%, il a une forte activité antifongique (Lindgren et Dobrogosz, 1990).




Chapitre | Synthése bibliographique

1.4.5. Diacétyle

Il est produit par des souches de Lc. Lactis subsp. lactis biovar. Diacetylactis par la
fermentation du citrate (Lindgren et Dobrogosz, 1990). Il est responsable de I'ardme et de la
saveur du beurre et de quelques autres produits laitiers fermentés. Les niveaux sensoriels

acceptables du diacétyle sont de 2 a 7 ug/ml (Earnshaw, 1992).

Plusieurs bactéries lactiques comprenant des souches de Leuconostoc, de Lactococcus,
de Pediococcus et de Lactobacillus peuvent produire le diacétyle bien que la production
soitréprimée par la fermentation des hexoses (Cogan, 1986). Son utilisation pratique en tant

queconservateur est limitée.

Le diacétyle a été démontré pour étre un antimicrobien efficace contre un éventail de
bactéries Gram négatives et Gram positives, bien que les bactéries lactiques soient
généralement résistantes (Gill et Halley, 2003). Les quantités de diacétyle produites par Lc.

Lactis subsp. Lactis bio var. Diacetylactis varient de 0,07 a 3,72 ppm (Burrow et al., 1970).
1.4.6. Acétaldéhyde

Chez Lb. delbrueckii subsp. Bulgaricus, I'action d'une thréonine aldolase, clive la
thréonine en acétaldéhyde et en glycine. L'acétaldéhyde a une concentration de 10 a 100 ppm
empéche la croissance de Staphylococcus aureus, de Salmonella typhimuriumet d’E. Colidans
les produits laitiers, les quantités d'acétaldéhyde produites par les lactocoques oscillent entre
2,60 et 6,50 mg/ml (Bottazzi et Dellaglio, 1967).

La contribution de I'acétaldéhyde a la biopréservation est mineure puisque le seuil de
saveur est beaucoup inférieur aux niveaux qui sont considérés nécessaires a l'inhibition des

microorganismes (Kulshrestha et Marth, 1974).

1.4.7.Reutérine

La reutérine est produite par Lactobacillus reuteri, une espece héetérofermentaire dont la
niche écologique est I'appareil gastro-intestinal des humains et des animaux (Axelsson et al.,
1989). La reutérine est formée pendant la croissance anaérobique de Lb. reuteripar I'action de
la glycérol dehydratase qui catalyse la conversion du glycérol en reutérine (Talarico et al.,
1988).
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La reutérine montre un large spectre d'activité antimicrobienne contre certaines
bactéries a Gram™ et a Gram™. Les organismes de détérioration sensibles a la reutérine
comprennent Salmonella, Shigella, Clostridium, Staphylococcus, Listeria, Candida, et

Trypanosoma (Axelsson et al., 1989).

1.4.8. Bactériocines

Le terme "bactériocine” a été inventé en 1953 pour définir la colicine produite par
Escherichia coli. Comme les bactéries lactiques, bactériocines ont été consommeés depuis des
millénaires par I'humanité comme produits des bactéries lactiques et, pour cette raison, ils
peuvent étre considérés comme ingrédients alimentaires naturels comme rapporté par
(Garneau et al., 2002)

Les bactériocines peuvent étre utilisées pour conférer une forme rudimentaire
d’immunité innée aux aliments. Les bactériocines sont des peptides ribosomiaux de masse
moléculaire faible, synthétisés, libérés de maniére extracellulaire ou des protéines
(habituellement 30-60 acides aminés), qui ont un effet bactéricide ou bactériostatique sur
d'autres bactéries, soit dans la méme espéce (spectre étroit) ou a travers les genres (large
spectre). La production de bactériocine a été trouvéechez nombreuses especes de bactéries
parmi lesquelles, en raison de leur statut « généralement reconnu comme sr » (GRAS), les
bactéries lactiquesont suscité un grand intérét en termes de sécurité alimentaire(Manas etal.,
2014)

En fait, les bactériocines des bactéries lactiques bénéficient la qualité alimentaire et cela
offre aux scientifiques de l'alimentation la possibilité de permettre le développement de la
flore dans les aliments fermentés ou empécher le développement des bactéries non désirées
spécifiques (altération et pathogenes) dans les deux les aliments fermentés et non fermentés

en utilisant respectivement une bactériocine a gamme étroite d'hotes(Aasen et al., 2003)

Au cours des deux dernieres décennies, la sécurité alimentaire est devenue un probléme
majeur, et de grands efforts ont été fournis pour identifier des bactériocines qui inhibent la
croissance des germes pathogeénes et nuisibles (Foxet al., 2000).
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1.5. Intérét des bactéries lactiques

1.5.1. Domaine Médical : les probiotiques

Ce sont Metchnikoff et Tissier qui ont été les premiers & avancer dans leurs travaux des
propositions scientifiques au sujet de 1’utilisation probiotique des bactéries (Lilly et Stillwell,

1965), I’expression « probiotique » dérivede deuxmots grecs, « pro » et « bios » qui
signifient en faveur de la vie, ce sont des préparations microbiennes vivantes utilisees comme
additifs alimentaires et qui ont une action bénéfique sur 1’hote en ameéliorant la digestion et

I’hygiéne intestinale.

Chez les animaux d’élevage, ces produits favorisant le mécanisme biologique naturel
peuvent étre une bonne alternative a I’emploi des antibiotiques qui ont été longtemps utilises
pour améliorer les performances zootechniques et sanitaires de ces animaux mais dont 1’une
des conséquences néfastes a été 1’apparition de I’antibiorésistance.(Lilly et Stillwell,1965)

Chez I’homme, ces bactéries jouent un rdle inhibiteur contre les bactéries pathogénes et

améliorent la digestion. L’effet bénéfique est d0 a plusieurs mécanismes(Larpent, 1997) :

% La production d’acides organiques (acide lactique, acétique), de peroxyde
d’hydrogéne, et de bactériocines limitent le développement des entérobactéries.

++ Certaines souches ont la capacité de déconjuguer les sels biliaires qui sont alors plus
inhibiteurs sur le développement des bactéries pathogénes que les formes conjuguées.

X/

¢ Les souches peuvent inhiber I’implantation des germes pathogénes par compétition.

% Pour I’adhésion aux cellules intestinales, ce qui permet une colonisation rapide et
dirigée du tube digestif.

% Ces bactéries peuvent réduire 1’absorption de substances toxiques (ammoniac,
amines, indole) et peuvent ainsi diminuer les biotransformations des sels biliaires et
des acides gras en produits toxiques.

% Les probiotiques peuvent également produire des métabolites susceptibles de
neutraliser « in situ » certaines toxines bactériennes.

% Les probiotiques peuvent stimuler 1’activité enzymatique de micro-organismes
endogenes permettant ainsi une meilleure assimilation des aliments.

¢ lls peuvent stimuler les cellules du systeme immunitaire et favoriser la production

d’anticorps qui inhibent ainsi les bactéries pathogénes a la surface des muqueuses

intestinales.
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+¢+ Certaines souches peuvent posséder une activité anti-cancérigéne dont les propriétés
peuvent se répartir en deux catégories :

1- La prévention de I’initiation d’un cancer, soit en détruisant des substances pre-
cancérigénes présentes dans 1’organisme, soit en inhibant les bactéries présentes
dans le tractus digestif, productrices d’enzymes catalysant la conversion de
substances cancérigénes.

2- La suppression de cellules tumorales, soit directement, soit de facon indirecte,
en favorisant I’activité des macrophages qui sont impliqués dans la destruction
des cellules tumorales.

% Les Lactobacilles excrétent la béta-galactosidase, souvent déficiente dans le tractus

digestif de I’hdte et facilite donc la digestion du lactose

1.5.2.Domaine alimentaire

Dans I’industrie alimentaire, ces microorganismes permettant la conversion d’une
grande variété de matiere premieres, conduisant ainsi a de nombreux produits : saucissons, les
laits fermentés et les fromages représentent des produits fabriqués a partir de matiéres
premicres d’origine animale, tandis que la choucroute, les olives et certains vins sont des
exemples de transformation de matiéres premiere d’origine végétale. Ils sont aussi utilisés en

boulangerie traditionnelle (Axelsson, 2004).

Tableau 1: Principales utilisations des bactéries lactiques en agroalimentaires (Caplice et
Fitzgerald, 1999)

Produits Pays Microorganismes Substrats

Pain

Saccharomyces cerevisiae, autres levures, et

Pain International BIé, riz et autres céréales

BL.
San Francisco Lb. sanfrancisco Farine de blé
International Lc. Lactis, Sc. thermophilus, Lb.shermanii et | Lait de vache, chevre, ou brebis
Fromages Lb.bulga_r_lcus, P(oplonlbacterlum
shermanii, Penicillium spp.
Lait fermenté Lb.acidophilus Lait de vache

Cheddar Lactococcus (cremoris, lactis) Lait

Suisse Lb (delbrueckii, bulgaricus, helveticus) Lait
Yoghourt Internationale Sc. thermophilus, Lb. bulgaricus Lait

Kéfir Lactococcus, Levure, Lb.Kefir Lait de vache de jument ou de chevre

W\ ;
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Produits végétaux
Bongkrek Indonésie Rhizopus oligosporus Noix de coco
Afrique de Corynebactérium manihot, autres levures, et
Ceul I’ouest BL(Lb. plantarum, Streptococcus spp.) Racines de manioc
BL, (Ln. mesenteroides, E.faecalis)
Idli Sud de IInde Turulopsis, Candida, Trichosporon Riz et black gram dhal
pullulans
Kenkey Ghana Inconnu Mais
Kimchi Corée BL Choux, végétaux, noix
Mahewu Afrique du sud BL Mais
BL, Cephalosporium, Fusarium, Aspergillus,
Ogi Nigeria Penicillium spp., Saccharomyces cerevisiae, Mais
Candida mycoderma, C.valida, ou C.vini
. Aspergillus oryzae ou A.soyae,
Sauce de soja Ll C_hlne, . . Soja et blé
philippines Lactobacillus, Zygosaccharomyces rouxii
Tempeh Indonésie Rhizopus oligosporus Soja
Nan Inde Saccharomyces cerevisiae, BL Farine
Ln. mesenteroides,
Olives Meéditerranée Olives vertes
Lb.plantarum
Lc. Lactis, Ln. mesenteroides,
Choucroute Europe Choux
Lb.(brevis, plantarum, curvatus, sake)
Lactobacillus sp., Aspergillus oryzae et
Sauce de soja . Soja et blé
soyae Zygosaccharomyces rouxii
Enterococcus (mundtii, faecium)
= Lactococcus (cremoris, lactis) U=
Pickeles Pediococcus, Lb plantarum Concombres
Biere Saccharomyces cerevisiae, BL Orge, houblon
Vin Oenococcus 0enos Raisin
Sake Lb sake, Lb homohiochi, Ln. mesenteroides Riz

Produits carnés et de la péche

Viandes et saucisses

Europe (sud et
centre, U.S.A)

BL (Lactobacillus, Pediococcus)
Staphylococcus, autre BL

Viandes de beeuf et volailles

fermentées
Lb.(plantarum, casie), Ch.(piscicola, et Poisson
Poissons divergens)
- Asie Ln. mesenteroides, Lb. plantarum Poisson, riz, légumes
zushi

A
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W

<
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2. Chou
2.1.Famille de Brassicacées

Les Brassicacées anciennement nommees cruciferes, sont une importance famille de
plantes dicotylédones et essentiellement herbacées. Ce sont des plantes représentées dans le
monde entier, mais principalement dans les régions tempérées de 1’hémisphére Nord.Elles
sont facilement cultivables quelques soit les différentes conditions climatiques.Selon les
variétés, les températures de culture sont comprises entre 4°C et 30°C.Ainsi, les cruciferes
peuplent la majorité des biotopes terrestres possibles : sables et roches maritimes, bords de
ruisseaux, talus calcaires, pelouses humides ou seches, bords de chemins, cailloutis et praires
de montagne etc.... Ces plantes peuvent étre cultivées dans les jardins et les champs comme
plantes ornementales (monnaie-du-pape) ou alimentaires (chou, brocoli etc....)(Adjélé Eli
Wilson, 2011).

Le nom latin de Brassica serait dérivé d’un mot celte, bresic, qui veut dire « chou »,
alors qu’oleracea veut dire potager. Le terme « chou », vient de latin caulis. Les types de
choux que I’on consomme habituellement en occident viennent tous d’un ancétre sauvage
unique, B.oleracea var oleracea (tableau 1).D’autres pensent qu’il y aurait eu un ancétre
beaucoup plus ancien qui était déja cultivé il y a 8000 ans sur les cotes de nord de 1’Europe.
Cet ancétre sauvage, aujourd’hui disparu, aurait été¢ introduit dans les pays de bassin
méditerranéen, en Europe de I’Est et méme au Proche-Orient. Au fil des siécles, B.oleracea a
donné naissance a des sous especes présentant des caractéristiques diverses selon qu’on ait
voulu développer les fleurs (brocoli, chou-fleur), les feuilles formant la pomme (chou de
Milan ou chou de Savoie, chou blanc, chou rouge, choux de Bruxelles), ou la tige (chou-rave).
Chacune de ces variétés créées a donné lieu a 1’apparition de spécialités culinaires locales
(Naska,2005).
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Tableau 2 : principaux légumes cruciféres consommables(Adjélé Eli Wilson, 2011).

B.oleracea var.botritys

Chou-fleur

B.oleracea var.capitata

Chou blanc

B.oleracea var.gemmifera

Chou de Bruxelles

Brassica B.oleracea var. gengyloides Chou rave
B.oleracea var. italica Brocoli
B.oleracea var.rubra Chou rouge
B.oleracea var. sabauda Chou de milan
B.oleracea var. sabellica Chou frisé
B.rapa var.chinensis Chou chinois
B.rapa var.oleiferia Navette
Brassica B.rapa var.rapa Navet
B.napus var.oleifera Graine de colza
B.alba Graine de moutarde blanche
B.nigra Graine de moutarde noire
Raphanus R.sativus Radis

Il existe différentes catégories de choux(figure 2), en fonction de la forme de la pomme,

partie centrale comestible du chou. On retrouve des choux ayant des pommes coniques
rondes,arrondies et aplaties ou aplaties.La pomme est séparée par des entre-nceuds courts,
donnant a la plante un port bas. De ce fait, le rendement utile de la plante (partie
commercialisable et consommable) est trés élevé (60 a 70 %). Seules les racines, une partie de
la tige et quelques feuilles externes (moins pommées et souillées) ne sont pas consommeées.
Les choux sont pour I’essentiel commercialisés a 1’état frais et entier, pour €tre crus ou apres
cuisson. Une partie de la production (20 a 25 %) est destinée a des transformations

industrielles, la plus courante est la production de choucroute (Pitrat, 2003).
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N
’Alsace.

Figure 2 :différentes catégories de choux
2.2.Choucroute
2.2.1. Historique

Le mot « choucroute » dérive de I’allemand « sauerkraiit » qui signifie « chou acide ».
L’histoire a voulu que ce soit I’Alsace qui donne son nom a la choucroute. En effet, une
dérive a abouti au mot « Surkrit » qui signifie littéralement herbe aigre (« str » pour aigre et

« krit » pour herbe). (Guignard, 2004).

II semblerait que la choucroute ait des origines chinoises et qu’elle fiit la nourriture de
base des constructeurs de la « Muraille de Chine ». En effet, la légende raconte qu’au Il eme
siecle av. J.C., les Chinois ont découvert le chou fermenté d’une maniére fortuite. Lors d’un
hiver glacial. Les ouvriers ont dii se mettre a I’abri dans la plaine et laisseérent le chantier et la
nourriture sous la neige. A leur retour. Ils dégustérent les choux au goit aigre car, a I’abri de
I’air sous la neige, ils avaient fermenté. Par la suite, ce seraient les grands voyageurs, comme

Marco Polo, qui nous auraient apporté la choucroute(Farnworth, 2005).

(e
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Quant aux allemands, ils I’ont découverte a 1’occasion des invasions Mongoles et
Tartares. Et au XVIeme siécle, ils ont mis au point le procédé de fermentation en présence de
sel, ce qui a permis d’étendre cet aliment aux contrées voisines comme 1’Alsace. C’est cette
derniere qui en fit sa réputation et son épanouissement puisque la choucroute devient un plat
régional traditionnel. Ce qui a fait de I’Alsace, la 1°® région francaise productrice de chou a
choucroute. Approximativement a la fin du siécle dernier, du fait du développement des
transports entre autres, la choucroute s’est répandue en France et est passée de « Paysanne » a
« Bourgeoise » par son opulence, sa gastronomie mais également par sa présence sur les table
de féte(Farnworth, 2005).

Aujourd'hui, la fabrication de choucroute est une industrie importante qui se sert de la
derniere connaissance dans la technologie de fermentation et la microbiologie.Cette nourriture

est devenue populaire aux Etats-Unis et aux pays européens divers.

La choucroute Actuelle est un produit résultant de la fermentation d'acide lactique de
chou blanc réapé, salé (Brassica oleracea var. capitata. L alba). Il n'y a aucun doute que la
conservation de matériel d'usine par la fermentation date de temps prehistoriques. Plinius
I'’ATné, au premier siecle a p J.-C., dit pour avoir été le premier a décrire la production de
choucroute par la conservation de chou de sel prétendu dans des navires de terre. Il peut étre
assumé que dans les conditions décrites, le chou a été fermenté par des micro-organismes,
dont certains étaient typiquement associés a l'usine phylloplane, mais dont la majeure partie
aeté située dans les pores des navires de fermentation et /ou est provenue d'une ancienne
fermentation(Eichholtz, 1975).

2.2.2. Technologie de fabrication
2.2.2.1. Etapes preliminaires

Le processus débute par la récolte des choux et une série d’opérations précede la
fermentation(Adjélé Eli Wilson, 2011) :

% L’approvisionnement en chou : trémie, tapis roulant ou élévateur.

< L’étrognage : les choux arrivent sur un tapis a alvéoles presentant le trognon sur la
face supérieure, et les étrogneuses (vrille en rotation) s’abaissent et extraient la partie
fibreuse et cellulosique.

s L’effeuillage : les choux tombent sur des jeux de rouleaux effeuilleurs qui enlévent

les feuilles n’adhérant pas a la pomme.




Chapitre | Synthése bibliographique

¢ Le parage : c’est I’étape de contrdles (matiére séche, teneur en sucre, concentration
en nitrate,....) et de finitions.

¢ La coupe : les choux entrainés par les lobes de retenue toumants, sont émincés en
fines et longues laniéres d’une épaisseur moyenne de 0,75 mm par des couteaux inox
multilames.

% Le salage: cette étape correspond a la répartition homogene du sel avec une
concentration allant de 1,5% a 2,5% en poids. Certains choucroutiers utilisent le sel
marin. Le sel a pour but de provoquer un déséquilibre osmotique conduisant a la perte
d’eau et d’¢léments nutritif des feuilles qui sont nécessaires aux microorganismes de
la fermentation.

% L’encuvage : les lanieres sont aiguillées vers une cuve de stockage et de fermentation
jusqu’a la remplir complétement. Le tassent accélére I’exsudation du suc du
parenchyme végétal et 1’élimination de 1’air occlus, permettant ainsi d’obtenir plus
rapidement 1’anaérobiose nécessaire a la fermentation.La cuve est couverte avec une
bache a eau surmontée de bloc de béton de 20 cm d’épaisseur. La bache empéche la
pénétration de I’oxygene atmosphérique qui pourrait nuire a la prolifération de la
flore anaérobie lactique et le bloc de béton permet d’appliquer une pression qui
favorise la fermentation. Les cuves ont des capacités variables (7 a 100 tonnes) et sont
faites habituellement aujourd’hui en fibre de verre (matériel pouvant facilement étre

aseptisé
2.2.2.2.Fermentation de choucroute

C’est en 1930, quePedersonidentifie les microorganismes responsables de la
fermentation de la choucroute. Il existe 3 espéces principales qui sont successivement
présentes dans le milieu durant le processus de fermentation : Leuconostoc mesenteroides,
Lactobacillus plantarum, et Lactobacillus brevis. Cette flore est naturellement présente a la

surface des feuilles internes du chou a une concentration de I’ordre de 4 000 bactéries/g.

La fermentation débute a 18°C avec une succession d’étapes dés la coupe et le
remplissage des cuves. La flore aérobie (les coliformes et Pseudomonas) utilise 1’ensemble de
I’oxygene présent dans la cuve. Au bout de 2 jours, cette flore disparait et simultanément,
Leuconostoc mesenteroides, bactéries hétérofermentaire convertit les différents sucres

contenus dans les cellules végeétales (glucose, fructose, saccharose) en différents métabolites

’ ' \‘:A:
\Qf '{23‘
N7



Chapitre | Synthése bibliographique

(acide lactique, acide acétique, mannitol, dextrane, éthanol, et gaz carbonique). Le CO2 chasse
1’02 résiduel, et on observe simultanément une diminution du pH(Farnworth, 2005).

La flore aérobie ne peut plus se développer. C’est a partir d’une acidité totale de 1%
que Leuconostoc mesenteroides est remplacé par Lactobacillus plantarum. Cette flore
homofermentaire élimine le golt amer de la choucroute et transforme le dextrane et le
mannitol. Cette étape aboutit a une acidité de 1,5 a 1,9%. Et pour terminer cette succession
d’action de microorganismes, Lactobacillus brevis, bactérie hétérofermentaire qui résiste a
I’acidité transforme les sucres restants et améne le pH a une valeur de 3,60 soit 2,5 %
d’acidité (Stamer, 1971).

Durant la fermentation, on effectue une opération dénommée « débondage » qui
consiste a enlever le jus de fermentation. L’opération est tous 3-4 jours jusqu’a ce que la
saumure soit claire et limpide. Ce procédé dure 3 semaines environ et la saumure est
remplacée par une nouvelle solution saline. Au bout de 1 mois de fermentation, la choucroute
est « consommable », néanmoins il est préférable, pour profiter de toutes ses qualités
organoleptiques, de prolonger celle-ci jusqu’a 2 mois. Le rendement (rapport entre la masse
de choucroute recueille et la masse de choux épluchés utilisés) est de 1’ordre de 1/3 du poids
des choux épluchés. Plusieurs parametres peuvent influencer la qualité de choucroute(Tolonen,
2004)

% L’anaérobiose est indispensable pour le développement des bactéries lactiques, les autres
bactéries sont inhibées. Elle permet d’éviter I’altération du chou par oxydation et d’éviter
la synthése de produits secondaires indésirables qui altérent le golt et I’odeur du chou.

C’est pourquoi, on veille a ce que le chou soit toujours recouvert par son jus.

% La température de fermentation de 18°Cpermet 1’obtention d’une bonne qualité
organoleptique et une fermentation rapide et rend aussi la commercialisation possible en 3

semaines.

% La concentration en sel permetd’extraire, par ’intermédiairede 1’eau, les substances
nutritivesdes tissus de chou qui servent de substrataux bactéries lactiques. Le sel associé a
’acidité, inhibe le développement de la flore aérobie et atténue I’action des enzymes
pectinolytiques des cellules végétales. Sa concentration optimale se situe entre 1,5 et 2,5

% du poids du chou. Lorsque la concentration est plus croquante.
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% Le pH a une importance via la succession des flores qu’il induit, mais il doit &trecontrolé
puisque Leuconostoc mesenteroides y est extrémement sensible. Son temps de division
(temps nécessaire a une bactérie pour multiplier son nombre par deux) peut passer de 40 a
145 min lorsque le pH varie de 6,2 a 4,5. C’est pourquoi il retrouvé dans la 1°¢ phase de la

fermentation.

2.2.3. Effets bénéfiques des Fruits et Iégumes fermentés

La fermentation transforme le produit en modifiant dans un sens favorable ses
propriétés. La valeur alimentaire peut étre améliorée par destruction de substances toxigques ou
indigestes, par apparition de facteurs de croissance d’origine microbienne (vitamines, acides
aminés) ou de maniere plus générale par une modification favorable de la composition
chimique. Les qualités organoleptiques peuvent étre modifiées par transformation ou
apparition de goits et d’odeurs dans un sens favorable. Enfin I’aptitude a la conservation peut
étre meilleure grace a la stabilisation du produit par élimination de substances aptes au
développement de contaminants indésirables, Par « effet de masse » de la flore technologique
sur I’implantation de contaminants, ou par production de substances a effet stabilisant ou

antimicrobien (acides, alcools, produits générateurs de phénomeénes d’antibiose, etc).

Les transformations en cause ne sont pas spécifiques : la méme réaction peut selon le
produit, les conditions d’application ou méme le golit du consommateur, se révéler nuisible

pour la qualité d’un produit ou utile dans le cadre d’une fermentation (Guiraud, 2003).

2.2.3.1. Améliorer la qualité et la sécurité alimentaire

La qualité nutritionnelle de la nourriture peut étre améliorée par la fermentation, ce qui
peut améliorer la digestibilité et les composants bénéfiques des aliments fermentés. Les
matieres premieres ont augmenté le niveau de vitamines et la teneur en minéraux par rapport a
son contenu initial. Nombreuses composés antimicrobiens tels que les acides organiques, le
peroxyde d'hydrogéne, les diacétyle et les bactériocines sont produits par le processus de
fermentation, qui influe sur la croissance des bactéries non réciproque et d'autre part
augmente la durée de conservation des aliments, la teneur en acide lactique du produit
alimentaire fermenté peut améliorer l'utilisation du calcium, du phosphore et du fer et
augmente également I'adsorption du fer et de la vitamine D. Les aliments fermentés ont une

variété d'enzymes et chaque enzyme peut jouer un réle différent dans I'amélioration de la
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qualité des aliments. Dans la fermentation de produit alimentaire la Lactase dégrade le lactose
en galactose. Le Galactose est un constituant important du cérébroside qui peut favoriser
développement du cerveau chez les nourrissons. De méme les protéinases produites par les
bactéries lactiques peuvent décomposer la caséine en petits molécules digestibles. Les
aliments fermentés sont riches en graisses globulaires qui peuvent étre facilement
digérées(Manas et al., 2014).

2.2.3.2 Elimination des composés antinutritionnels

La plupart des fruits et des légumes contiennent des toxines et des composes
antinutritionnels. Ceux-ci peuvent étre enlevés ou détoxifiés par Il'action des micro-
organismes pendant le processus de fermentation. Les végétaux contenir une série de
composés, collectivement appelés antinutriments, qui interferent généralement avec
I'assimilation de certains nutriments et dans certains cas peut méme conférer a des effets

physiologiques toxiques ou indésirables.

De tels antinutriments comprennent l'oxalate, la protéase et les inhibiteurs de 1'a-
amylase, les lectines, les tanins condensés et l'acide phytiqgue. Nombreux traitement et
méthodes de cuisson ont été montrés pour réduire éventuellement la quantité de ces
antinutriments et donc leurs effets indésirables. Il a été conclu que la fagon dont la nourriture
est préparée et cuite est tout aussi important que l'identité de la nourriture elle-méme. La
recherche est actuellement axée sur l'identification des effets de plusieurs constituants
antinutritionnels plut6t que d'étudier leur sort lors de la fermentation lactique(Manas et al.,
2014).

2.2.3.3. Améliorer des services pour la santé des humains

Nombreux chercheurs ont décrit les effets bénéfiques des bactéries lactiques. Cela peut
modifier positivement le microbiote intestinal et empécher la colonisation de d'autres
pathogénes entériques. Les souches des LBA améliorent également les fonctions digestives, le
systeme immunitaire, réduire le risque de cancer colorectal, contrbler les niveaux de
cholestérol sérique, et d'éliminer les composés antinutritionnels non nécessaires présents dans
les produits alimentaires. Les avantages globaux des bactéries lactiquespour la santé sont

expliqués dans la figure (Settani et corsetti, 2008).
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2.2.3.4. Biopréservation

Les consommateurs sont particuliérement conscients a des problemes de santé liés aux
additifs alimentaires ; les avantages pour la santé des aliments "naturels” et “traditionnels"

sans conservateurs chimiques ajoutés, deviennent plus et plus attrayant.

Les additifs chimiques ont généralement été utilisés pour combattre les micro-
organismes specifiques. Dans le cas des aliments fermentés, les bactéries lactiques ont été
essentielles pour ces millénaires. Elles jouent un réle déterminant dans la préservation de
I'innocuité microbienne des aliments fermentés, favorisant ainsi la stabilité microbienne des
produits finaux de la fermentation. La protection des aliments est due a la production d'acides
organiques, dioxyde de carbone, éthanol, peroxyde d’hydrogene et diacétyle les composés
antifongiques tels que les acides gras ou l'acide phényllactique, les bactériocines et les

antibiotiques tels que la reutéricycline(Settani et corsetti, 2008).
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Chapitre 11 : Matériel et méthodes

L’ensemble de ce travail a été réalisé en deux parties, la premiére a été faite au niveau du
laboratoire de recherche *ecau, roches, plantes*ainsi qu’au niveau des laboratoires de
microbiologie et de biochimie de la faculté des sciences de la nature et de la vie et sciences de la
terre de 1’université Djilali Bounaama, Khemis Miliana. Quant a la deuxiéme partie a été
effectuée au sein de laboratoire d’analyses médicales du docteur ZIBOUCHE de Ain defla. En

effet, les expériences ont été menées depuis le mois de mars jusqu’au mois de juin 2018.

1. Matériel
1.1. Source de chou

Tous les légumes de chou ont été cultivés dans la région de Ain Defla et provenaient des
récoltes de 2017 et 2018. Afin d'obtenir des données représentatives, les choux ont été achetés

dans les grands marchés d'alimentation de la région de Ain defla.
1.2. Milieux de culture

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

principaux sont les suivants :

Le milieu MRS a pH=6,8 a été utilisé pour la croissance de la microflore lactique totale,
les lactobacilles sont énumérés sur milieu MRS acidifié a pH=5,4 (De Man et al, 1960).
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Pour I’isolement des Leuconostoc, nous avons choisi deux milieux sélectifs pour éliminer
et/ou ralentir la croissance des autres bactéries lactiques en utilisant communément la capacité a
consommer le citrate, ou la capacité a résister a la vancomycine (milieu MRS + 30pg/ml
vancomycine (Mathot et al., 1994) ou la capacité a produire du dextrane a partir de saccharose,
milieu MSE (Mayeux et al., 1962).

La stérilisation des milieux est réalisée par autoclave & 121°C pendant 20 min.
1.3. Souches de référence

Pour les tests de D’activité antibactérienne, nous avons testé deux microorganismes
pathogénes : Escherichia coli isolée cliniquement du laboratoire d’analyses médicales de
docteur ZIBOUCHE, Ain Defla et la souche de référence Staphylococcus aureus ATCC 6538.

2. Méthodes

2.1. Fabrication de choucroute

La figure ci-dessus présente les différentes étapes de fabrication des la récolte jusqu’a le
conditionnement. Nous avons suivi la méthode de prescott 1999.

Etapes de fabrication de choucroute |

I [

1

Salage
\ macération

Effeuillage |

Récolte Découpage Pesée Encuvage  Conditionnement

etringage
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2.2. Isolement et purification

2.2.1. Préparation de I’échantillon

> Dilutions décimales

Iml de I’échantillon est pipeté aseptiquement dans 9ml d’eau physiologique et des
dilutions décimales sont réalisées de 10~1a 107, seules les dilutions,107%,1075,107¢,10~7

sont retenues et ensemenceées en profondeur. L’incubation est faite a 30°C pendant 48h.
2.2.2. Purification des isolats

Apreés croissance et comptage des colonies en boite et par dilution, On prend de chaque
boite 10 colonies isolées sur lesquelles sera effectuée une coloration de Gram et une recherche
de la catalase.

Les bactéries a Gram®, catalase’, oxydase™ et non sporulées sont retenues et repiquées sur
bouillon/gélose MRS. La purification des souches sur milieu gélosé se fait par la méthode des
stries. L’opération est renouvelée jusqu'a I'obtention d'une culture pure dont la pureté est estimée
par observation microscopique aprés coloration de Gram (Heleni et al., 2006) et I’aspect

caractéristique de la culture des bactéries lactiques en bouillon.

2.3. Conservation des isolats

* A court terme : la conservation des isolats purifiés est réalisée par ensemencement sur gélose
inclinée. Apres incubation a 30°C pendant 18 heures, les tubes sont conservés a +4°C, Le

renouvellement des cultures se fait tous les trois semaines (Saidi et al., 2002).

* A long terme : A partir des cultures jeunes (18-48 h) sur milieu liquide, les cellules sont
récupérées par centrifugation a 4000 t/min pendant 10 min. Une fois le surnageant éliminé, on

ajoute le milieu de culture de conservation sur le culot.

Le milieu de conservation contient du lait écrémé, 0,2% d’extrait de levure et 30% de
glycérol. Les cultures sont conservées en suspension dense et en tubes Eppendorf a -20°C
(figure 4). En cas de besoin, les cultures sont repiquées dans le lait écrémé a 0,5% d’extrait de

levure, avant utilisation (Saidi et al., 2002).
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* Culture de 18 h sur
bouillon MRS

* Centrifugation a 4000 tr/mn

pendant 10 min

+ Conservation

du culot

* Culot est additionné de 2ml de lait
écrémé stérile a ’extrait de levure

plus 30 % de glycérol

I_|:\> « Conservation a
-20°C.

Figure 4 : Conservation de longue durée des souches pures (Saidi et al., 2002).

2.4. ldentification des souches

Suite a la purification des isolats, 54 souches ont été retenues, dont nous avons étudié les

genres conformément au protocole de Carr et al., (2002).

2.4.1. Criteres morphologiques

2.4.1.1. Caractérisation macroscopique

L’examen macroscopique est porté sur I’observation macroscopique qui permet de décrire

I’aspect des colonies (la forme, taille, pigmentation contour, viscosité...).

2.4.1.2. Caractérisation microscopique

L’observation microscopique au grossissement (G x100) permet de classer les bactéries

selon leur Gram, leur morphologie cellulaire, leur mode d’association (Joffin et Leyral, 1996).

+ La coloration de Gram

C’est une coloration classique en microbiologie. Elle permet de distinguer deux (2) types

de bactéries, les bactéries Gram négatifs (G°) et les bactéries Gram positives (G). Celles-ci

different de par la composition de leur paroi, notamment par I'épaisseur du peptidoglycane, ou la

présence d'une membrane externe (Larpent, 1990).
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% Technique :

» La premiére étape de la coloration consiste a réaliser une suspension en eau physiologique
a partir d’une culture jeune (sur un milieu solide) et prélever un aliquote de suspension a
I’anse de platine (ou a la pipette stérile) puis on étale sur 1 a 2 cm par un mouvement
circulaire en partant du centre de la lame ;

» La seconde étape nécessite le séchage et la fixation par la chaleur (pour tuer les bacteéries,
fixer leur structure cytologique, et les faire adhérer a la lame).

» La troisieme étape nécessite quelques gouttes de violet de gentiane sur un frotti fixé
pendant une minute, apres ringage, on ajoute de Lugol (solution aqueuse d’iode etD’iodure
de potassium) pendant 30 secondes ;

» La quatrieme étape, a savoir le bain d'alcool 90°, (ne va traverser que la paroi de certaines
bactéries « les Gram™ », et décolorer leur cytoplasme). Puis on rince avec de 1’eau distillée.

» En fin, quelques gouttes de fuchsine de Ziehl sont versées sur la lame qu’on laisse agir une
minute. La lame est lavée a ’eau distillée. Aprés séchage, on passe a 1’observation

microscopique.

2.4.2. Criteres physiologiques et biochimiques

2.4.2.1. Test de la catalase

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d'hydrogéne (H205),
produit toxique du métabolisme aérobie de nombreuses bactéries, en H,0 et %Oz(Guiraud

2003). La recherche de la catalase est un test fondamental pour l'identification des bactéries a
Gram positif.

1
HzOz E— H20+_ 02

s Technique :
» Déposer une goutte d’eau oxygénée sur une lame.
» Y déposer, a I’aide de I’anse de platine ou d’une pipette Pasteur boulée, une colonie isolée
(ou plusieurs si petites colonies) de la souche a tester.

» Observer 1’apparition de bulles.
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2.4.2.2. Croissance a différentes températures et thermorésistance

La croissance bactérienne est évaluée par un trouble en milieu MRS apres 5 jours
d’incubation a 4°C, 15°C, 37°C et 45°C (Guessas et Kihal, 2004).

Alors que la thermorésistante des bactéries a été testée au bain- marie a 63.5°C/30 minutes
et 55°C/15 minutes puis re- incubée a 30°C/24h a48h (Guiraud, 2003).

2.4.2.3. Type fermentaire

Ce test permet de s’avoir le type du métabolisme (homofermentaire ou hétérofermentaire)
par lequel le substrat carboné est transformé, et la production du gaz a partir de la dégradation

du glucose.

% Technique :
Un tube contenant le bouillon MRS (contient le glucose au lieu de lactose) et une cloche
de Durham est inoculé avec la souche a étudier aprés incubation de 24h a 30°C, laprésence du
gaz dans la cloche indique un métabolisme hetérofermentaire (Haririet al., 2009). Alors que leur

absence indique les bactéries homofermentaires.

2.4.2.4. Tolérance a la salinité et a ’acidité

Aprés avoir une culture jeune des isolats (cultures de 18h a 30°C), ces dernieres sont
ensemencés dans un milieu MRS liquide contenant 3% et 6.5 % de chlorure de sodium (NaCl) et
le milieu MRS a différents pH: 9,6 ;9 ; 4,8 ; 4, sont ensemencées et incubées a 30°C avec un
témoin MRS liquide pendant 5 jours (Guessas et Kihal, 2004).

La croissance des bactéries est appréciée par 1’apparition d’un trouble dans les tubes

(Leveau et Bouix, 1980).

2.4.2.5. Croissance sur le lait bleu de Sherman

Pour tester le développement des souches en présence de 1% et 3% de bleu de méthylene.
Du lait écrémé additionné de 0,1% et/ou 0,3% de bleu de méthyléne (1ml de solution a 1% et/ou

3% par tube de 9ml de lait) est ensemencé et incubé durant une période de 24 a 48h a 30°C.

Lactococcus lactis est capable de pousser en présence de 0,3% de bleu de méthylene
(Leveau et al., 1991).

\ s
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2.4.2.6. Hydrolyse d’arginine

L'arginine dihydrolase (ADH) est une enzyme capable de dégrader l'arginine en
ammoniac, et des amines (composés basiques) mis en évidence en bactériologie dans les M16
BCP. Pour l'identification bactérienne ce milieu fait partie des milieux d’étude du métabolisme
protidique. 1l permet de révéler les décarboxylases liées a 1’acide aminé étudié (Arginine)

(Thomas, 1973).

Pour chaque souche, nous avons ensemence un tube de bouillon Moeller avec arginine et
un tube témoin (bouillon Moeller sans arginine). Les deux tubes sont recouverts avec 4 a 5 mm
de paraffine stérile. L’incubation se fait a 30°C pendant au moins 4 jours. La culture dans le

milieu de base se manifeste par un virage au jaune du au métabolisme du glucose.

Les souches qui possédent ’ADH (Arginine dihydrolase) vont acidifier le milieu en
fermentent le glucose (virage au jaune). Cette acidification favorise 1’activité de 1’arginine
dihydrolase qui va dégrader 1’arginine et libérer I’ammoniac ce qui entraine une alcalisation du

milieu qui se manifeste par un virage de I’indicateur de pH au violet

Les bactéries lactiques utilisent le lactose en acidifiant le milieu, les colonies donnant ainsi
une coloration jaunatre. D’autres bactéries lactiques sont capables d’utiliser 1’arginine et
réalcalinisent le milieu, leurs colonies apparaissent blanchatres. La couleur de I’indicateur de pH
demeure inchangée. Nous avons également réalisé des ensemencements des cultures jeunes de
18h sur milieu solide M16 BCP et incuber & 30°C pendant 24h & 48h.

2.4.2.7. Test mannitol-mobilité

Selon Guiraud, (2003), la mobilité des bactéries repose sur I’ensemencement de la souche
par piqure centrale d’un milieu semi-solide. L’incubation est réalisée durant 24h a 30°C. La

gélose semi solide mannitol mobilité permet de vérifier la mobilité des souches.

«» Lecture :

> Souche mobile : envahissement du milieu.

> Souche immobile : pas d’envahissement de milieu.
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2.4.2.8. Production de dextrane

La production du dextrane a partir du saccharose est mise en évidence sur milieu solide
MSE (Mayeux et al., 1962). Les souches productrices de dextrane sont caractérisées par la

formation de colonies larges, visqueuses et gluantes.

2.4.2.9. Production d’acétoine

La production d’acétoine est testée sur milieu Clark et Lubs (Guiraud, 2003) qui est
inoculé par les souches a tester et incubé a 30°C. Aprés 24h et dans un tube a hémolyse on
dépose 2ml de cette culture avec 0.5ml de réactif a naphtol a 6%dans ’alcool absolu (VP1) et
0.5ml d’une solution de soude (NaOH) a 16% dans 1’eau distillée (VP2) pour assurer la réaction
de Voges-Proskaeur dite reéaction de VP, on agite soigneusement les tubes et on les laisse en
contact avec 1’air libre pendant 5a 10 min atempérature ambiante. La production d’acétoine se

traduit par ’apparition d’un anneau rose a la surface du milieu.

2.4.2.10. Utilisation de citrate

L’utilisation de citrate est étudiée sur milieu KMK (Kempler et Mc Kay, 1980) qui
contient une solution de ferricyanure de potassium et une solution de citrate ferrique. La
présence du citrate dans le milieu inhibe la réaction entre I’ion ferrique et le potassium

ferricyanide.

Apres 18h-72h d’incubation les colonies qui ferment le citrate (grace a la citratase qui est
une enzyme existe dans certaines espéces de Leuconostoc) lancent la réaction entre ces ions ils
apparaissent sous forme de colonies bleues ou ayant un centre bleu. Les colonies incapables de

fermenter le citrate restent blanches.

2.4.2.11. Hémolyse

L’hémolyse a été testé sur milieu gélose au sang base additionné a 5ml de sang frais par
flacon. Aprés avoir laissé refroidir le milieu, le prélevement est fait sur place et les 5ml sont
ajouté au milieu et mélanger soigneusement puis couler sur boite. L’ensemencements fait par
stries. Aprés incubation a 30°C., le type d’hémolyse a été examiné. Il peut étre oo hémolytiques
« hémolyse partielle » (couleur verte autour des colonies); p hémolytiques «hémolyse totale»
(éclaircissement autour des colonies) ou & hémolytiques « non hémolytique » (le milieu n’est
pas modifié) (Idoui et al., 2009).

’ ' \‘:A:
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2.4.2.12. Fermentation des hydrates de carbones

Il s’agit d’apprécier I’aptitude des souches a métaboliser divers substrats carbonés en
particulier les sucres. Ce test est réalisé en galeries classiques de tubes sur bouillon MRS sans
extrait de viande et sans glucose additionné d’un indicateur de pH (pourpre de bromocrésol a
0.05 g/l) (Leveau et al., 1991). Le glucose du milieu MRS est remplacé par I’hydrate de carbone
a tester, les solutions de sucres (mannitol, xylose, maltose, fructose, glucose, lactose,

saccharose, adonnitol, cellebiose).

Les solutions sucrées sont préparées dans 100 ml d’eau distillé a raison de 20% des

différents sucres. La croissance est appréeciée par le virage de I’indicateur de pH.

Les conditions d’anaérobiose sont assurées par l’addition d’une couche d’huile de
paraffine stérile a la surface de milieu de culture (Samelis et al., 1994). L’acidification est

appréciée apres 18 a 72h d’incubation a 30°C par virage au jaune du milieu.
2.5. Etude de I’activité antibactérienne des souches
2.5.1 Méthode de double couche

La méthode de Fleming et al., (1975) a été suivie. Pour mettre en évidence les zones
d'inhibition, les souches lactiques ont été ensemencées en touche (a 1’aide d’un inoculateur
multipoint stérile) a la surface d’un milieu MRS ou M17 solide a partir d’une culture de 24h, les
boites sont séchées sous la température ambiante pendant 2h. Aprés 24 h d’incubation chaque

spot est recouvert avec une goutte de gélose nutritive maintenue en surfusion (50°C).

Cela permet de fixer les colonies et d’éviter leur dispensions (Larpent-Gourgaud et al.,
1997). Une couche de gélose molle (0,7%) contenant 0,1 ml d’une culture en milieu liquide de

18h d’une souche indicatrice (pathogene), est coulée au-dessus de la premiére couche de gélose.

La lecture des boites s’effectue apreés 24h d’incubation a 30°C en aérobiose, les souches
présentant une zone transparente sont considérées comme productrices de substances

antimicrobiennes. La taille des zones d’inhibition produites a ét¢ mesurée en mm.

2.5.2 Methode des puits

Cette méthode est réalisée sur les bactéries lactiques inhibitrices possédant les plus

grandes zones d’inhibition montrant la présence de substances inhibitrices, ces substances

’ ' \‘:A:
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peuvent diffuser dans un milieu de culture solide. Les bactéries lactiques sont repiquées dans du
milieu MRS ou M17 liquide et incubées pendant une période de 18h a 30°C. Aprés incubation
une centrifugation réfrigérée (4°C) est réalisée a 4000 tr/min pendant 15 min (Barefoot et
Kaenhammer, 1983).

Des puits de 5 mm de diamétre sont creusés stérilement a 1’aide d’un emporte-piéce
(cloche de Durham) sur la gélose nutritive inoculé par la souche indicatrice (pathogéne) et
seront remplies avec 100 uL. du surnageant de culture ou d’extrait cellulaire. Les boites de Pétri
sont mises a une température de +4°C/4h pour permettre la bonne diffusion de la substance
antibactérienne (Doumandji et al., 2010). Les boites sont incubées a 37°C et la présence de
zones d’inhibition formées autour des puits est examinée aprés 24h d’incubation (Hwanhlem et

al., 2011).
2.6. Détermination de la valeur nutritive du chou avant et aprés fermentation
2.6.1. Echantillonnage
L'échantillonnage a été effectué de deux facons différentes selon la nature des aliments.

* Aliments crus « chou frais » : Trois échantillons ont été prélevés pour chaque analyse. Les

échantillons provenant ont été réunis pour constituer un pool représentatif.

Les échantillons ont été expédies dans les 24h au laboratoire dans une glaciere pour garder

les choux & leurs état frais le plus maximum possible.

* Aliments transformés « chou fermenté : choucroute » : Trois échantillons provenant de
deux fermentations différentes effectuées principalement au laboratoire de microbiologie de
I’université de Khemis Miliana. Les fermentations ont été effectuées a 18°C dans des périodes

de 21 jours et 39 jours respectivement.

2.6.2. Préparation des échantillons

Les parties comestibles ont été coupées ou rapées au robot culinaire avant d'étre
homogénéisées jusqu'a consistance uniforme avec un robot culinaire. Dans certains cas, une
quantité connue d'eau déminéralisée a été ajoutée pour faciliter ’homogénéisation des choux.
Les homogénats ont été conservés dans des contenants hermétiquement fermés au réfrigérateur a
4°C (Zee et al.,1987).
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2.6.3. Analyses chimiques

Tous les échantillons ont été analysés en duplicata. Lorsque I'écart entre deux résultats

apparaissait important, une troisieme analyse a éte faite.
2.6.3.1. Potentiel d’hydrogéne

Les mesures de pH ont été effectuées a 1’aide d’un pH métre analytique.
2.6.3.2. Dosage de ’acidité totale titrable

Beaucoup d’aliments contiennent différents acides organiques plus ou moins volatils.
L’aliment est d’abord dilué si la concentration d’acides organiques est importante. Une portion
de la solution diluée est ensuite titrée par une solution standardisée de NaOH 0,1N, en présence
d’un indicateur. Pour les aliments trop colorés, on utilise un pH meétre pour la détection du point
de virage (pH 8,3 pour la phénolphtaléine). Selon 1’aliment analysé, le résultat peut étre exprimé
(Salghi,2008) :

» En % P/P ou P/V d’un acide organique particulier

» Enml de NaOH 0,1N par 100 g ou 100 ml d’aliment.

Le dosage a éte effectué selon le protocole décrit par (salghi,2008).

2.6.4. Analyses biochimiques
2.6.4.1. Dosage de I’eau et des solides totaux

Les solides totaux sont définis comme étant le résidu d’un aliment restant apres
¢limination de I’eau, dans des conditions expérimentales données. On rapporte la teneur en eau
ou en solides totaux selon le type d’aliment ou les normes de composition s’appliquant a

I’aliment sous analyse.

% H20 + %S.T.= 100%

La teneur en eau et en solides totaux a été déterminée en utilisant la méthode
thermogravimétrique (méthode d’étuvage). L’analyse nécessite I’emploi d’une étuve ventilée,

ainsi que d’un dessiccateur contenant un agent desséchant.

Le dosage a été effectué selon la norme décrite par : (AOAC, 1984 : méthode 24,003).
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2.6.4.2.Dosage des cendres totales

Les cendres totales sont le résidu de composés minéraux qui reste apres 1’incinération d’un
échantillon contenant des substances organiques d’origine animale, végétale ou synthétique. Les

cendres représentent environ 1 a 5% de la masse d’un aliment sur une base humide.
Le dosage a été effectué selon la norme décrite par : (AOAC, 1984 ; méthode 31.012).

2.6.4.3. Dosage des glucides

Il existe beaucoup de méthodes de dosage des glucides. Certaines de ces méthodes
utilisent le pouvoir reducteur ou non réducteur des sucres. Un sucre réducteur doit posséder dans

sa structure une fonction aldéhyde ou cétone libre.

La méthode Munson-Walker est une méthode gravimétrique de détermination des sucres
réducteurs totaux dans les aliments. C’est une méthode empirique qui relie, & 1’aide d’une table
de conversion, une quantité de précipité formé par la réaction de Fehling a une quantité¢ d’un
sucre réducteur particulier. Les sucres possédant une fonction aldéhyde ou cétone libre peuvent

réduire I’hydroxyde cuivrique (réactif de Fehling) en oxyde cuivreux, un précipité de couleur
rouge brique (Salghi, 2008).

2.6.4.4. Dosage des protéines

L’estimation des quantités de protéines a été réalisée selon la méthode de dosage de
Bradford (1976).

2.6.4.5.Détermination des lipides

Selon Zee et al., (1976) La quantité de lipides a été obtenue par différence en utilisant

1’équation ci-dessus :

% lipides = 100 — (% eau + % protéines + % glucides totaux + % cendres)

2.6.4.6.Détermination des fibres alimentaires

L’estimation des fibre alimentaires a été réalisée selon le protocole décrit par (Mazumdar

et Majumder, 2003)

’ ' \‘:A:
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2.6.4.7.Dosage de I’acide ascorbique

Le dosage de la teneur en acide ascorbique a été réalisé selon le protocole décrit par
(Bergeret, 1986).

2.6.4.8.Détermination de la valeur énergétique

Toute partie digestible d'un aliment fournit, aprés son assimilation dans l'organisme, un
nombre de calories en rapport avec la quantité ingérée. Les constituants principaux des aliments
(protéines, graisses, hydrates de carbone) peuvent généralement se substituer les uns aux autres
(loi de I'isodynamie) il s'ensuit que le nombre total de calories d'une denrée s'obtient directement

par addition des valeurs caloriques des différents nutriments.

Le pouvoir calorifique des différents nutriments a été mesuré expérimentalement dans les
meilleures conditions. A partir de ces valeurs expérimentales, des valeurs moyennes ont été

fixées pour chaque nutriment (EPSIC, 1999).

La valeur énergétique des aliments a été calculée a l'aide de 1’équation décrite par

(Haytowitz et Matthews, 1984) en utilisant les facteurs de calorie appropries.

2.6.5. Analyse statistique de résultats :

L’exactitude d’une analyse est définie comme étant le degré de concordance entre la
valeur mesurée et la valeur réelle. L’exactitude d’une méthode analytique est reliée aux erreurs
systématiques, c’est-a-dire aux erreurs qui affectent les résultats toujours dans le méme sens.
Une erreur systématique peut apparaitre a un moment donné dans une méthode ou méme étre
permanente dans une méthode. Les erreurs systématiques, une fois décelées, peuvent toujours

étre éliminées.

La valeur de répétabilité d’une méthode analytique est habituellement déterminée en
faisant 1’analyse statistique d’un certain nombre de mesures de la méme grandeur sur un
échantillon. Les statistiques nous indiquent que la valeur estimée de I’écart-type peut étre

obtenue, a partir d’une population de N résultats. (Salghi, 2008).

Les résultats de I’expérimentation obtenu ont été analysées en par logiciel de calculs
EXCEL 2016 et exprimée avec un double écart-type moyenne par rapport a la moyenne dont la

valeur de cette écart-type est arrondie a 1 chiffre significatif.
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Chapitre 111 : Résultats et Discussion

Premiére partie

1. Isolement

Lors de cette étude 54 souches ont été isolées, a partir de choucroute fabriquée
localement. Ces isolats répondent aux caractéristiques communes des bactéries lactiques
(Gram™, Catalase’, Oxydase’, Nitrate réductase’). Leur identification a été réalisée par des
procédures phénotypiques conventionnelles, basées sur les tests morphologiques,

physiologiques et biochimiques.
2. Identification

2.1. Examen macroscopique

Les caracteres macroscopiques permettent de décrire 1’aspect des colonies obtenues sur
milieu MRS solide aprés 48h d’incubation a 30°C (Ana Belen florez et al., 2006), et de
déterminer les critéres relatifs aux colonies des bactéries lactiques (taille, pigmentation,
contour, aspect, viscosité). Pour les isolats testés, nous avons observé sur milieu solide des
petites colonies d’environ Imm de diamétre de différentes formes, de couleur blanchatre ou

laiteuse, avec une surface lisse et pourtour circulaire régulier (figures 6, 8).

Sur bouillon MRS, les souches présentent un trouble homogéne qui caractérise le

groupe des bactéries lactiques (figure 7).

2.2. Examen microscopique

L’aspect microscopique des souches apres coloration de GRAM a révélée deux formes
de cellules : coques ou batonnets. Les cellules étaient souvent disposées en courtes ou longues
chainettes, cependant des structures isolées et en paires étaient également observées (figure
9).

2.3. Caractéres physiologiques et biochimiques

Les résultats des tests effectués pour I’identification biochimique et physiologique des
bactéries pré-identifiées sont illustres par les figures (10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17) et

rassemblés respectivement dans le tableau 3 et 4.
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b)

Figure 6 : Aspect macroscopique a I’ceil nu (a), sous la loupe (b) des colonies des bactéries
lactiques isolées apres ensemencement en masse sur milieu MRS solide pendant 48h a 30°C.

Figure 7 : Aspect des colonies des bactéries lactique sur milieu MRS liquide apres
48h d’incubation a 30 °C.

Figure 8 : Aspect des cultures pures des colonies des bactéries lactiques sur milieu MRS
solide aprés 48h d’incubation a 30°C.
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Figure 9 : Observation microscopique des coques(a) et des bacilles(b) apres coloration de
GRAM (Gx100).

2.3.1. Croissance a 15 et 45°C et la thermorésistante

Cette étude Permet de faire la différence entre la flore thermique et mésophile et de
sélectionner les souches thermorésistantes (Badis et al., 2004).

2.3.2. Type de fermentaire

Ce test nous a permis de différencier entre les souches homofermentaires et
hétérofermentaire en utilisant un milieu glucosé stérile qui contient une cloche de Durham.
Aucune production du gaz (CO2) a partir de glucose n’a été observée chez les isolats
(A1,A2,A3,A4,A5A6,B1, B2,B3,B7, B9, BA, BB, BC, BD, BE, BF, BG, BH, BI, BJ, BK,
BL, BM, C1,C2,C3,C4,E1,2,4,7,9,10,11,13).

Figure 10 : Résultat de type de fermentaire sur MRS liquide aprés incubation 48 h a 30°C.

2.3.3. Tolérance a la salinité et a Pacidité

Les résultats obtenus montrent que toutes les souches isolées peuvent se développer en
milieu contenant des concentrations de 3% et 6,5% de NaCl (tableau 3 et 4).
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Toutes les souches isolées sont capables de se développerapH :4;4,8;9; 9,6 ; sauf

les souches A, C, D, E qui ne peuvent pas survivre a pH : 4.

2.3.4. Croissance sur lait de Sherman

La coagulation de lait et la réduction de bleu de méthyléne (1%) ont été remarquées
chez la plupart des souches. Par ailleurs celle de (3%) elle n’a pas été enregistré chez toutes

les souches (figure 11).

Figure 11 : Croissance en milieu lait de Sherman a 1% et 3%.
2.3.5. Test d’ADH

Ce test est réalisé sur milieu Moeller et M16 BCP, les résultats positives se traduits par
une couleur violette qui signifie la présence de deux enzymes I’arginine dihydrolase et
décarboxylase. La plupart des isolats sont ADH négative sauf (B1, B2, B3, B4, B5, B7, B8,
B9, 7,10, 14, C2, A2, A3, A4, A5) (figure 12).

1§ | 1 Y
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Figure 12 : Résultats de I’hydrolyse d’arginine sur milieu M16 BCP (a) et sur milieu
Moeller (b).
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2.3.6. Test mannitol de mobilite
Toutes les bactéries isolées sauf la souche D ont été développées sur tout au long de la
pigure sans envahissement du milieu, généralement elles sont immobiles (figure 13).

Figure 13 : Résultats de la mobilité sur milieu mannitol apres incubation 24h a 30°C.

2.3.7. Production de dextrane

La production de dextrane a partir du saccharose a été observée chez la plupart des
souches de Leuconostoc (Figure 14). Ce caractére permet la distinction entre les sous especes
Ln.mesenteroides subsp mesenteroides, L. mesenteroides subsp dextranicum et les autres

especes.

Figure 14 : Aspect des colonies des bactéries lactiques sur milieu MSE apreés incubation 24h
a 30°C.
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2.3.8. Production d’acétoine

La production d’acétoine est testée sur milieu Clark et Lubs (Fil, 1996). Tous nos isolats
de leuconostoc ne produisent pas 1’acétoine, la plupart des Lactobacillus le produisent, les

Lactococcus sont variables

~B2'B3m BS B6 B7 Bs By Bs Bs Bc Bo B: Br Bc Bu Bi Bi Bk B Bw
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Figure 15 : Révélation de la production d’acétoine sur milieu Clark et Lubs aprés incubation

24h a 30° C.

2.3.9. Utilisation de citrate

Le caractére d’utilisation de citrate est présent chez la plupart de nos souches Sauf la

souche A4. Ce caractere a été observé sur milieu Kempler et Mc Kay., (1981) (figurel6)

Figure 16 : révélation de I’utilisation de citrate par I’apparition de colonies bleues sur le
milieu KMK.
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2.3.10. Fermentation des hydrates de carbones

L’identification est complétée par I’étude de la fermentation des hydrates de carbones

(figurel?).

Figure 17 : Résultats de fermentation des hydrates de carbure apres incubation 24h a 30°C.

Les résultats de La fermentation des sucres par les souches isolées sont présentés dans

le tableau 5.
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Tableau 5 : profil fermentaire des isolats.
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2.4. Antibio résistance

L’ Antibiogramme a été effectué¢ pour les 54 souches isolées sur milieu solide Muller
Hinton vis & vis 7 antibiotiques. Aprés une culture de 24h, la sensibilité des souches est
détectée par formation des zones d’inhibition (figure 18). les résultats obtenus ont été

présentés dans le tableau 6.

Figure 18 : Résultats de tests d’antibiogramme aprés incubation 24h a30°C.
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Tableau 6 : Résultats de test de résistance aux antibiotiques.

C30 P120 GENT N30 AX VENC SXT

B2 R R R R R S R
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2.5. Activité antibactérienne

Les souches isolées de la choucroute ont été testées pour leur capacité a inhiber les
bactéries pathogenes Gram négatif et les Gram positif ou nous avons pris comme exemple

type Escherichia coli et Staphylococcus aureus ATCC 6538 respectivement.

’ b' c) I d

a : S. aureus sur milieu Chapman b : S. aureus sur Gélose nutritive

c: E. coli sur milieu Hektoene. d : E. coli sur Gélose nutritive

Figure 19 : Aspect macroscopique des bactéries pathogenes aprés 24h d’incubation.

Notre choix s’est donc porté sur une technique largement décrite dans la littérature
notamment celle de (Barfoot et Kaenhammer, 1983) qui nous a permis de faire une premiere

sélection des souches lactiques antibactériennes.

Les résultats de I’interaction obtenue, révelent la présence d’une zone claire au tour des

puits ensemenceés par les souches lactiques de notre collection (figure 20).
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Le tableau 7 représente les résultats des différentes interactions.

Il est bien clair que toutes les souches testées ont montré une activité inhibitrice contre

les bactéries pathogénes (E. coli et Staphylococcus aureus). L’inhibition est notée positive

lorsqu’elle est supérieure a Imm (Schillinger et Lucke, 1989).

Tableau 7 : Spectre d’activité antimicrobienne des souches lactiques par la méthode de
Barfoot et Kaenhammer., (1983).

Souches

11

13

BA

BC

Diameétre de la zone d’inhibition en mm

13 13

13 15

10 15

10 13

13 10

14 10

15 17

13 12

12 17

6 15

4 12

9 13

15 14

12 10

Souches

BF

BH

BJ

A2

A4

A6

Diametre de la zone d’inhibition en mm

12 10

17 14

14 10

13 17

14 14

13 15

9 10

10 10

13 12

9 12

8 15

14 12

15 13

15 14
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L’identification des souches a été réalisée en suivant les recommandations de Novel.,
(1993) ; Larpent et al.,(1997) ; Carr et al.,(2002); Guiraud., (2003) ; Axelsson., (2004) ; Badis
et al.,(2004 ); Hammes et Hertel., (2006) ; Bjokrdh et Holzapfel, (2006).

L’identification microbiologique et la caractérisation technologique de la microflore
lactique de la choucroute préparée localement ont été abordées. Les résultats des tests
microbiologiques classiques ont permis une pré-identification de plusieurs espéces dont : 11
souches réparties essentiellement sur Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteroides; une
souche représentée par Leuconostoc mesenteroides subsp dextranicum ; quatre souches sont
réparties sur Leuconostoc paramesenteroides ; deux souches représentent Leuconostoc sp;
aussi 16 souches sont réparties sur Lactobacillus plantarum ; une souche de Lactobacillus
acidophilus et une souche de Lactobacillus casei / rhamnosus et 17 souches de Lactococcus

lactis subsp diacetylactis.

Les souches de Leuconostoc développées sur milieu MSE forment des colonies
brillantes transparentes, gluantes (1 a 5 mm) ne devenant muqueuses qu’aprés séjour a la
température du laboratoire a cause de la production de dextrane (Larpent et al., 1997).Sur
milieu MRS solide se sont révélées des petites colonies ponctiformes de couleur blanchétre a
pourtour régulier de Imm de diamétre. L’observation aprés coloration de Gram, indique qu’il

s’agit des coques ovoides Gram positif regroupés en paires ou en chainettes (Novel, 1993).

Selon Garvie (1986) les corps cellulaires des leuconostoc peuvent étre sphériques, mais
souvent lenticulaires, surtout lorsqu’ils sont cultivés sur milieu gélosé. Les leuconostoc
fermentent le glucose avec production de gaz (CO2), donc sont hétérofermentaires. Ces
souches produisent aussi du CO2 a partir du citrate, ne produisent pas 1’acétoine,

n’hydrolysent pas 1’arginine, se développent a 37°C, et en présence de 6,5% de NaCl.

A partir de ces tests on conclu que toutes les souches de ce genre appartiennent a
I’espéce Leuconostoc mesenteroides. Celles identifiées comme étant Leuconostoc
mesenteroides subsp mesenteroides ont la capacité de dégradation de I’arabinose, arbutine,

Cellebiose, mannitol et salicine

Leuconostoc mesenteroides subsp dextranicum se distingue aisément de Leuconostoc
mesenteroides subsp mesenteroides, elle ne fermente ni 1’arabinose, ni cellebiose, ni le
mannitol et la salicine et avec mesenteroides subsp cremoris par son incapacité a produire de
dextrane (Holzapfel, 2009 ; Milliere et al., 1989).

T

&
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Les souches A, B, C, F, G, H, 8, B4, B5, B6 sont des Leuconostoc mesenteroides subsp
mesenteroides ; la souche D est Leuconostoc mesenteroides subsp dextranicum ; les souches
3, 5, 6, 12 sont des Leuconostoc paramesenteroides et les souches B8 et 14 sont considérées

comme Leuconostoc sp.

Parmi le genre Lactococcus, nous avons trouvé 17 souches identifiées comme étant
Lactococcus lactis subsp diacetylactis. L’aspect macroscopique a montré que les lactocoques
développent sur milieu MRS de petites colonies a contour régulier de couleur blanchétre,

lisses et Iégerement bombées.

Microscopiquement sont des Gram positifs, de forme cocci sphérique, associés en paire,
groupées en chainettes plus au moins longues (Teuber et Geis, 2006). Par ailleurs, nous
distinguons des souches typiques et d’autre atypiques car certaines de leurs caractéres ne
correspondent pas aux données rapportées par Teuber et Geis, (2006); Stiles et Holzapfel,
(1997). Selon ces auteurs, les lactocoques sont des bactéries homofermentaires, ne poussent
pas a 45°C et ne poussent pas a 6,5% de NaCl. Cependant au cours de cette étude, nous avons
isolé des souches atypiques qui poussent a 45°Cet en présence de 6,5% de NaCl, méme
résultats a été obtenu par Franciosi et al.,(2009) . Des résultats similaires ont été rapportées
par Kacem et al.,(2002) ; Karam et al.,(2008).

Ces souches atypiques résistent aussi a 63°C pendant 30 min. Les lactocoques atypiques
présentent un double intérét, vu leur croissance en milieu a haute salinité et leur taux de survie
dans des conditions hostiles a haute température (Bensalah, 2006). Les souches 1, 4, 7, 9, 10,
13, B1, B2, B3, B7, BA, BB, BC, BM, présentent un développement positif a 4% et 6,5% de
NaCl et sont acétoine négatif (Kacem et al., 2002). Toutes les souches de ce genre sont

apparentées a Lactococcus lactis subsp diacetylactis.

Les Lactobacillus se multiplient mal sur les milieux ordinaires et nécessitent souvent

des conditions semi-anaérobies. Le milieu de culture et d’isolement de base le plus connu est

le milieu MRS.

Les Lactobacillus étaient micro aérophile, il est préférable d’effectuer 1’isolement et la
numération par la technique de double couche de gélose en boite de pétri ou bien de fagon
plus pratique par 1’étalement a la surface de la gélose, et I’incubation a lieu a 30°C cependant

2 a 3 jours. Les Lactobacilles présentant des optima de température de croissance tres

4 \W
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variables, la température 30°C favorise I’isolement et la numération. Il peut étre intéressent

d’isoler et dénombrer des Lactobacilles thermophiles par incubation a 45°C (Guiraud, 2003)

D’aprés 1’observation macroscopique, nous avons remarqué que les colonies des

Lactobacilles isolées sont irrégulieres érodées, de couleur creme de 1 a 3 mm de diamétre.

Lactobacillus fermente le glucose sans production de gaz (CO2) donc elle est

homofermentaire (Axelsson, 2004, Hammes et Hertel, 2006). Ce qui confirme nos résultats.

D’aprés les tests de dégradation des carbohydrates, nous avons remarqué que les
souches identifiées comme Lactobacillus plantarum (A2 ; A3; A4; A5; A6;Cl;C4;BD;
BE ; BF; BG; BH; Bl ; BJ; BK; BL) fermentent la majorité des sucres a ’exception de
xylose.

Lactobacillus plantarum se distingue aisément de Lactobacillus acidophilus parce
qu’elle ne fermente pas le mannitol. La souche Al a été identifié comme Lactobacillus
acidophilus, et la souche C3 considéré comme Lactobacillus casei/ rhamnosus, car elle
fermente tous les sucres et ne se développe ni a 45°C ni a 63,5 °C (Guiraud, 2003). La
répartition des genres et des especes (méme les sous especes) est présentée dans la figure 21.
Les Lactobacillus représente 33.4% des souches isolées, suivis par les Lactocoques avec un

taux de 33.3% et enfin les leuconostoc avec 31.5%.



Chapitre 111 : Résultats et Discussion

L’effet antibactérien : Cette étape a permis de recenser des souches possédant 1’activité
antibactérienne intéressante. Les bactéries lactiques métabolisent le lactose en acide, abaissent
ainsi le pH et créant un environnement défavorable au développement des bactéries pathogenes

et des microorganismes d’altération.

L’inhibition des microorganismes pathogenes et la flore de contamination des aliments
sont un souci important en ce qui concerne la transformation des produits alimentaires. Les

microorganismes pathogeénes d’importance incluent Escherichia coli, Staphylococcus aureus.

Un total de 54 souches bactériennes avec des effets antagoniques sur E. coli et
Staphylococcus aureus a eté détecté. Cette interaction positive indique I’inhibition de la
croissance des deux bactéries pathogénes testées (E. coli et S.aureus) par ’apparition des zones
d’inhibition (Barefoot et Kaenhammer, 1983)

Les résultats montrent que les souches testés de L. mesenteroides subsp mesenteroides
(A, B, C, F, G, H, B4, B5, B6, 8) et L. mesenteroides subsp dextranicum (D) et L.
paramesenteroides (3, 5, 6, 12) ; et les autres Leuconostocs (B8, 14) ainsi que Lactobacillus
plantarum (C1, C4, A2, A3, A4, A5, A6, BD, BE, BF, BG, BH, BI, BJ, BK, BL) et L.
acidophilus (Al) et Lb. casei / rhamnosus (C3) présentent une activité inhibitrice plus au moins

prononceée sur les deux bactéries pathogenes avec un diamétre entre 7 et 17 mm.

Les souches de Lactococcus lactis subsp diacetylactis testées ont également montré une
activité inhibitrice contre les bactéries pathogénes (E. coli et S. aureus) avec un diametre entre 7
a 15 mm. Ces résultats indiquent que nos bactéries sont capables de synthétiser des substances

inhibitrices ayant une activité antibactérienne.

La majorité des souches sont actives sur les bactéries a Gram positif mais pas tous sur les

bactéries a Gram négative (Onda et al., 2003).

Aslam et Qazi., (2010) Suggerent que les bactéries Gram positif sont généralement plus
sensibles a 1’effet bactéricide des bactéries lactiques. Par ailleurs, les bactéries lactiques sont
connues par la production d’une multitude de composés antimicrobiens : les acides organiques,

les bactériocines, le diacétyle, et le peroxyde d’hydrogene.

L’antibiogramme a été effectué sur les différentes souches de Leuconostoc, Lactococcus,
et Lactobacillus; aprés la mesure des diameétres des zones d’inhibition de croissance, les

résultats montrent que la plupart des souches sont résistent a la majorité des antibiotiques.

@
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Deuxiéme partie

2.6. Valeur nutritionnelle du chou avant et apres fermentation
2.6.1. Variations du pH et d’acidité au cours de fermentation

Il y’a une fonction inverse entre les valeurs du pH et d’acidité en fonction de la durée
de fermentation. En effet, quand le pH diminue, I’acidité augmente progressivement avec un
taux de 1.65%.

La fermentation est due, au départ a des ferments heétérolactiques (Leuconostoc
mesenteroides). La production d’acide lactique va inhiber les levures et autres germes
osmophiles. A 1% d’acidité, la fermentation est poursuivie par Lactobacillus plantarum et
d’autre germes peuvent avoir une influence favorable s’ils restent en faible proportion,
Flavobacterium rhenans, Enterococcus faecalis, Enterobacter cloaceae, peuvent participer a

I’élaboration d’ardmes souhaitables (Guiraud, 2003)

nous avons remarqué une diminution des valeurs de pH et d’acidité ou le caractére du
milieu devient plus acide aprés ’ajout de sel (2 % de sel ajouté). Cet abaissement est justifié
par la présence des cations Na* qui augmente dans l'ordre de concentration de sel et en
fonction du temps (Robinson, 1929).

Le role de salage se caractérise principalement dans la prolongation de la durée de
conservation du produit vis-a-vis les conditions de fermentation notamment la température.
L'addition de sel (chlorure de sodium) ainsi que sa distribution uniforme dans les fibres de
chou, est l'un des points de contréle critiques dans la production de choucroute. Non
seulement le développement des conditions anaérobies et le type et I'étendue de la croissance
microbienne, mais aussi les propriétés sensorielles du produit final sont affectées par la

quantité de sel utilisé (Farnworth, 2005).

Comme avec d'autres processus biologiques, la fermentation de la choucroute est
influencée par la température. D'un point de vue sensoriel, les meilleurs résultats sont obtenus
a des températures entre 15 et 20 °C. Des temperatures plus élevées provoqueront une
production accélérée d'acide, ce qui conduit a des produits a saveur dite verte et immature. Si
les températures sont moins de 10 °C entravent le début de la fermentation et favorisent la

détérioration chou (Farnworth, 2005).

\
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2.6.2. Analyses biochimiques et valeur nutritionnelle du chou avant et apres

fermentation

La figure 24 présente la valeur moyenne plus ou moins 1’écart type des constituants de
chou et de choucroute analysés. Ces résultats montrent la composition nutritionnelle de chou
cru et de la choucroute a différents stades de fermentation. Ces valeurs ont été comparées
avec celles publiées par Zee et al., (1987) et la Fiche nutritionnelle Choucroute publiées par
(USDA,2016).

B chou cru ™ choucroute

Protéines Glucides Lipides Fibres alimentaires  Minéraux en (g) Acides ascorbique
(mg)

Figure 24 : Valeurs nutritives pour 100 g de chou et de choucroute.

D’apres les résultats trouveés on peut conclure :
*Pour les macronutriments :

-Le chou cru est un aliment principalement constitué¢ d’eau. Ce qui le rend une source
pour hydrater 1’organisme. L'eau est I'élément le plus présent dans le corps humain, avec une
moyenne de 70% du poids corporel. Les propriétés extraordinaires de I’eau liquide permettent
aux molécules du vivant de réaliser les structures dynamiques associées a leurs fonctions et
activités biologiques c’est un liquide unique dont les propriétés sont cruciales pour les

processus de la vie (Simon, 2008).

-La teneur en glucides de chou cru est relativement importante, cependant, cette valeur
diminue progressivement au cours de la fermentation, ceci due principalement aux

dégradations apportées par les bactéries lactiques. Ces teneurs assurent un apport énergetique
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trés important et fournissent I'énergie pour les activités physiques quotidiennes et la fonction
des organes notamment si I’apport de cet élément vient d’un élément bio et facile a digeérer tel

que la choucroute.

- la diminution du taux des fibres est justifiée par sa teneur principalement faible dans la
matiere premiére (le chou) ainsi par la dégradation microbiologique des fibres par la
fermentation et le développement des microorganismes et la production des enzymes qui ont

la capacité de dégrader ce nutriment.

-Nous avons également remarqué que les teneurs en protéines, en lipides de chou ont été
également diminuées au cours de la fermentation par un taux pris de 60%. Cette dégradation
révéle une activité métabolique importante des bactéries lactiques responsables de la
fermentation, ceci peut aboutir a la formation de nouveaux métabolites secondaires trés
bénéfiques a la croissance notamment les acides aminés, acides gras, vitamines et les

oligoéléments et pourquoi pas d’autres éléments bioactifs.
* Pour les micronutriments

- Le chou cru trés est riche en acide ascorbique (vitamine C), car 100 g de chou blanc
cru apporte 1’équivalent de 77,6 % des Valeurs Nutritionnelles de Référence (VNR) en
vitamine C. La choucroute assure aussi un apport de 24,5% des Valeurs Nutritionnelles de
Référence (VNR) en vitamine C donc cet aliment transformé garde toujours son caractere
bénéfique (APRIFEL, 2018).

- Les teneurs en minéraux et en oligoélément ont été augmentés progressivement aux
cours de la fermentation. Ces valeurs sont a considérer comme des ordres de grandeur,
susceptibles de varier selon les variétés, la saison, le degré de maturité, les conditions de
culture (APRIFEL, 2018).
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Conclusion

Les bactéries lactiques sont les microorganismes les plus dominants retrouvés au cours
de la fermentation des aliments, leurs principales fonctions comprennent la production
d’acides organiques, d’alcool, et des composés aromatiques ainsi que d’autre effet tel que
I’inhibition des levures, et des microorganismes pathogénes, 1’amélioration de la qualité
nutritionnelle. Ce sont des micro-organismes de catégorie alimentaire qui jouent un réle
essentiel dans la fermentation des matiéres premieres notamment végétales d’ou on s’est
intéressée, et pour la premiére fois en Algérie, & : fermenter un légume trés répandu ; le chou,

caractériser sa flore lactique et évaluer sa valeur nutritionnelle.

- la choucroute a été préparée a base de chou provenant de la wilaya de Ain Defla, ou
nous avons procéder deux fermentations, la premiére jusqu’a 39 jours a température ambiante

et la deuxiéme jusqu’a 21 jours a 18°C.

- I’identification des souches a été réalisée apres une série de sélection et de purification
pour la détermination des caractéristiques morphologiques, physiologiques, et biochimiques
des 54 souches apparentées a trois genres Leuconostoc, Lactococcus et Lactobacillus.

- nous avons constaté que la fermentation est due, au départ (7jours) a des ferments
hétérolactiques Leuconostoc, suivie par Lactococcus (21 jours) et enfin par Lactobacillus (39
jours). Nous avons également montré que la température est un facteur déterminant dans la

répartition des especes dans les deux fermentations réalisées.

- au cours de ce travail, différentes caractéristiqgues des souches isolées ont été
appréciées et se sont montrées satisfaisantes pour une utilisation en agro-alimentaire a savoir
la thermorésistance, la production de dextrane sur milieu MSE, la production d’acétoine et la

fermentation de citrate.

- La capacité de produire des substances inhibitrices contre des souches pathogénes
Staphylococcus aureus ATCC 6538, et Escherichia coli a été également détermine.
L’antagonisme a montré ’effet inhibiteur de nos souches vis-a-vis les souches pathogeénes

avec des zones d inhibitions allant de 7 2 17 mm.

- les analyses chimiques et biochimiques du chou avant et aprés fermentation nous a
permis de conclure que notre aliment fermenté est de bonne qualité nutritionnelle et qui peut

construire une source riche en minéraux, vitamines, fibres alimentaires, C'est aussi une bonne
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source de bactéries lactiques connues par leur statut GRAS et qui peuvent étre des
probiotiques.

En perspectives de ce travail, la possible utilisation des Iégumes fermentés (dans ce

cas-la la choucroute) et de leur flore lactique pourra étre étudiée en d’autres points :

»  Réaliser une culture de 1égume (chou) biologique ;

»  Pousser ’identification des souches a 1’échelle moléculaire ;

> 1l est intéressant de faire une caractérisation plus poussée et une purification des
substances inhibitrices produites par les souches lactiques ;

»  L’enjeu a long terme, surtout pour 1’agro-industrie est de trouver un moyen naturel
(bactéries lactiques) de diminuer 1’utilisation des conservateurs ;

»  Mettre en évidence les vertus des légumes fermentés (choucroute) par des méthodes

d’analyses plus sophistiquées.
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ANNEXES

Milieux de culture

1. Milieu MRS (Man Rogosa et Sharpe, 1960)

Extrait de levure 59
Extrait de viande 109
Polypeptone 10 g
Citrate de sodium 20
Acétate de sodium 59
Glucose 209
KH2PO4 24
MgSOs4 0,25g
MnSO4 0,059
Agar-Agar 159
Eau distillée 1000 ml
PH 6,2

» Autoclavage :120°C/ 20 minutes.

2. Milieu MSE (Mayeux, Sandine et Elliker, 1962)

Tryptone 209
Gélatine 25¢
Extrait de levure 59
Saccharose 100 g
Glucose 59
Citrate de sodium 19
Azide de sodium 0.075¢
Agar-Agar 159
Eau distillée 1000 ml
PH 6,8

» Autoclavage : 120°C/ 20 minutes.

3. Milieux gélose au sang base :

Mélange spécial de peptones 239
Amidon 19
NaCl 5¢
Sang frais 50ml
Agar 159
PH 7,3

» Autoclavage : 120°C pendant 20 minutes.
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4. Milieu KMK (Kempler et Mc Kay, 1980)

Extrait de levure 39
Biopolytone 2,5¢
Glucose 59
Agar 15¢
Eau distillée 1000 ml
PH 6,6

» Le milieu est réparti a raison de 100 ml par flacon, puis autoclavé 15 minutes a 121°C.
» Au moment de ’emploi on ajoute :
1 ml d’une solution aqueuse de ferricyanide de potassium 10 % (p/v) 1 ml d’une solution
aqueuse a 2.5 % (p/v) de citrate ferrique et citrate de sodium (p/p) Ces solutions sont

stérilisées par filtration sur filtre millipore 0.22 um et sont conservées a L’obscurité a 4°C.

5. Milieu M16 BCP (Thomas, 1973)

Extrait de levure 2,5
Extrait de viande 59
Peptone 10 g
Acide ascorbique 0,59
Lactose 29
L-arginine 49
Pourpre de Bromocrésol 0,059
Agar-Agar 15¢
Eau distillée 1000 ml
PH 6,8

» Autoclavage : 120°C pendant 20 minutes.

6. Clark et Lubs:

Peptone 59
Phosphate dipotassique 59
Glucose 59
Eau distillée 950ml

» Laréaction de Voges Proskaeur (VP) :
Ajouter 10gouttes de VP1 et le méme volume de VP2 ;
Incliner le tube pour permettre une bonne oxygénation.

Attendre quelques min a 1 heure.

YV V VYV V

Réactif VP1 : alpha naphtol (6g) +100ml alcool éthylique a 60%(conservé en

flacon opaque au réfrigérateur). Réactif VP2 : Soude concentrée (ou de potasse).
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7. Eau Physiologique

Chlorure de sodium 8,59
Peptone 0549
Eau distillée 1000 ml
PH 7,0

» Autoclavage 120°C pendant 20 minutes.

» Tampon phosphate de sodium

» Solution (a) : 27.8g NaH2PO4 dans 100ml d’cau distillée.

» Solution (b) : 53.65g Na2HPO4 dans 100ml d’eau distillée.

» Tampon 0.1 M : 39ml solution (a) + 61 ml solution (b).

» Stérilisation a 110°C pendant 20mn

8. Gelose nutritif (GN)
Peptone 59
Extrait de viande 19
Extrait de levure 29
NaCl 59
Agar 159
Eau distillée 1000 mi
PH 7

» Autoclavage : durant 15 min a 121°C.

9. Milieu de Moéller (Moéller, 1955)

Peptone 59
Extrait de viande 5¢
Glucose 0,5¢
Pridaxal Smg
Pourpre de bromocrésol 0,19
Rouge de crésol 5mg
Eau distillée 1000ml
pH 6,4

» Le milieu a I’arginine est obtenu en ajoutant 10g d’arginine. Stériliser 15 min a 120°C.
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10. Milieu Mueller-Hinton (Mueller et Hinton, 1941)

Infusion de viande de beeuf 3000 cm3
Peptone de caséine 175¢g
Amidon de mais 159
Agar-agar 179
pH 7,4

» Autoclavage : 120°C, 20 min.

11. Bouillon nutritif

Extrait de viande 1g
Extrait de levure 290
Peptone 5¢g
Chlorure 59
pH 7,4

» Autoclavage : 120°C, 20 min.

12. Milieu Chapman

Peptone 109
Extrait de viande 19
Chlorure de sodium 759
Mannitol 10g
Rouge de phénol 0.025g
Agar 159
PH 7.4

» Autoclavage : 120° C, 20min

13. Bouillon MRS

Extrait de levure 590
Extrait de viande 10g
Peptone 109
Acétate de sodium 59
Citrate de sodium 29
Glucose 20 g
KH2PO4 29
MgSO4 0,25¢
MnSO4 0,059
Eau distillée 1000 ml

pH 6,8
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14. Milieu MRS-BCP Sans Extrait De Viande

Extrait de levure 59
Peptone 109
Acétate de sodium 59
Citrate de sodium 290
KH2PO4 20
MgSOa4 0,259
MnSO4 0,05¢g
Pourpre de bromocreésol 0,025 mg
Eau distillée 1000 ml
pH 6,8

» Autoclavage :120°C, 20 min.

15. Lait bleu de Scharman 1%

Lait écrémé stérile 09ml
Bleu de méthylene a 1% 01ml
PH 7

» Stérilisation a I’autoclave 120°C pendant 15 minutes.

16. Lait bleu de Scharman 3%

Lait écrémé stérile 07ml
Bleu de Méthyléne 03ml
PH 7

» Stérilisation a I’autoclave 120°C pendant 15 minutes.

17. Les sucres

Sucre 20g
Eau distillé 100 ml

» Tyndallisation « 70°C pendant 30 minutes a trois reprises »



