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Résumé

Les bacteries lactiques jouent un rdle trés important dans la fermentation des produits
végétaux .Elles peuvent synthétiser des substances antibactériennes qui sont utilisées dans la
bioconservation des ces produits. Comme tous les légumes fermentés, le concombre et la
carotte représente un habitat naturel pour les bactéries lactiques. Au cours de notre travail,
nous avons procédé a I’isolement, la purification et I’identification des isolats lactiques de
carotte et concombre préparé traditionnellement Apres, nous avons étudié quelques aptitudes

technologiques des souches identifiées.

Différentes méethodes basées sur les critéres morphologiques, physiologiques et

biochimiques on été utilisées.

Nous avons isolé a partir de carotte et concombre fermentés, 20 souches de bactéries
lactiques et de les classer en plusieurs genre dont le genre leuconostoc est la plus dominantes
par 25%

L’étude de I’antagonisme a montré 1’effet inhibiteur des souches isolées vis-a-vis

Bacillus subtilis et Escherichia coli avec des zones d inhibitions allant 7 a18mm.

Les résultats obtenus indiquent que la plut part des souches présentent un bon pouvoir

acidifiant.

Mots clés : bactérie lactique, isolat, identification, carotte, concombre, fermentation.
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Abstract

Lactic acid bacteria play a very important role in the fermentation of plant products.
They can synthesize antibacterial substances that are used in the bioconservation of these
products. Like all fermented vegetables, cucumber and carrot represent a natural habitat for

lactic acid bacteria.

In the course of our work, we proceeded to the isolation, the purification and the
identification of lactic isolates of carrot and cucumber prepared traditionally After, we studied

some technological aptitudes of the identified strains.

Different methods based on morphological, physiological and biochemical criteria have

been used.

We have isolated from fermented carrots and cucumbers, 20 isolate of lactic acid
bacteria and classify them into several genus of which the genus leuconostoc is the most
dominant by 25%.

The antagonism study showed the inhibitory effect of strains isolated from Bacillus

subtilis and Escherichia coli with zones of inhibition ranging from 7 to 18 mm.
The results obtained indicate that most of the strains have a good acidifying power.

Key words: lactic acid bacterium, isolate, identification, carrot, cucumber, fermentation.
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Introduction

Introduction :

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes utiles a I’homme lui permettant de
fabriquer et de conserver un nombre trés importants d'aliments. Ces bactéries sont déja

reconnues par la production des acides organiques qui abaissent le pH des aliments ce qui
empéche la prolifération des germes nuisibles. La production du CO; par les bactéries lactiques

réduit le potentiel d’oxydoréduction et inhibe les germes aérobies tels que les moisissures
(Desmazeaud., 1992).

Les bactéries colonisent des milieux naturels variés tel que la surface des végétaux et
les muqueuses des mammiféres (intestin, bouches, vagin et surface de la peau). Leur
utilisation est apparue, depuis des millénaires, dans la fabrication des aliments comme les
fromages, les charcuteries, les boissons fermentées, le pain au levain, les sauces, les saumures,
les légumes fermentés, les ensilages etc. (Badis et al.,, 2005) Ce n’est que pendant la
deuxieme moitié du dix-huitieme siécle que des scientifiques découvrirent le role des
bactéries lactiques dans la fermentation naturelle d’aliments crus tel que le lait, les viandes ou
encore les végétaux (Burguiere., 1999). Les bactéries lactiques possédent les atouts
technologiques essentiels pour 1’obtention d’une bioconversion optimale et d’une texture
caractéristique des produits fermentés et transformés, comme les produits laitiers, les dérivés
de matiéres premieres agricoles, les produits alcoolisés, les viandes, des végétaux etc....
(Novel., 1994).

La présence des bactéries lactiques dans différents €cosystemes, peut assurer, d’une
part, le bon déroulement des étapes de production d’un aliment fermenté, ses qualités
organoleptiques, et d’autres part, sa conservation naturelle (ou bioconservation), en réduisant
ou éliminant 1’addition des conservateurs chimiques et en les remplacant par d’autres qui sont
naturels (O’Sulvan., 2003).

La bioconservation des aliments, est due aux pouvoirs antagonistes des bactéries
lactiques. En effet, elles ont la particularité de synthétiser des substances inhibitrices,
principalement les acides organiques (acide lactique et acide acétique), le peroxyde
d’hydrogéne (H20,) et les bactériocines. Ces dernieres ont fait 1’objet de nombreuses études

(Deegan et al., 2006).
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partir de carotte et concombre fermenté, provenant de la grande marchés d'alimentation de la

L’intérét de ce travail est isolement et d’identifier et des bactéries lactiques isolées a

région Ain defla.

reprenant des connaissances actuelles sur les bactéries lactiques et les légumes fermentés. La
seconde partie du manuscrit présente le matériel et les méthodes utilisés pour réaliser ce
travail. Les résultats obtenus au cours de ce travail sont alors exposés et discutés dans la
troisieme partie. Une conclusion générale résumera les principaux acquis de ce travail avec

ouvrira les perspectives envisagées pour la poursuite de cette thématique de recherche. A

La présentation des résultats de ce travail sera précédée d’une synthése bibliographie

travers cette étude nous contribuons a :

v

v

Mettre en place un aliment fermenté

Isolement des bactéries lactiques a partir de différents échantillons de légume
fermenté : la carotte et le concombre

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

L’identification phénotypique, physiologique, et biochimique des bactéries
lactiques thermophiles et mésophiles a partir du carotte et concombre

fermentés.
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Chapitre 1 : Les bactéries lactiques Analyse bibliographique

1. Historique

Les bactéries lactiques ont été retrouvées dans des sédiments datant de 2,75 milliards
d’années bien avant 1’apparition d’oxygene dans 1’atmosphére, ce qui pourrait expliquer leur
caractére anaérobie. De plus, des études sur la phylogénie bactérienne mentionnent leur
apparition avant celle des cyanobactéries. (Quiberoni et al ., 2001). La premiére culture pure
était des Bacterium lactis — probablement des Lactococcus lactis, obtenue par Lister en 1873.
Historiquement, les genres Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus et Streptococcus ont été
les premiers a étre décrits. D’un point de vue technologique, les genres cités ci-apres sont
considérés comme les principaux des bactéries lactiques : Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, et Weissella. Le terme de bactéries lactiques
est intimement associé aux bactéries impliquées dans la fermentation des aliments pour
I’homme et I’animal. (Klein et al ., 1998 ; Guiraud et al., 2003 ; Axelsson., 2004 ;
Limsowtin et al., 2004).

L’utilisation de la fermentation par I’Homme remonte a des temps trés anciens. Les
premiéres preuves de ’existence des produits laitiers fermentés remontent a 8000 ans avant J-
C dans le croissant fertile au Moyen Orient (plaines du Nil, du Jourdain, de I’Euphrate et du
Tigre), (Fox et al., 2004 ; Herve-Jimenez et al., 2009). La fermentation des végétaux et la
production de levain apparaissent entre 4000 et 2000 ans avant J-C chez les Egyptiense. La
fermentation est réalisée a partir de différents types d’alimentation. Des végétaux (concombre,
bettraves, dattes jus de fruits, soja,ect....... ) des produits d’animaux (viande,lait) ou du
poisson. De nos jours les bactéries lactiques représentent le deuxieéme plus grand marché de
production de biomasse, apres les levures. Principalement utilisées lors d’applications dans
I’industrie alimentaire, comme la fabrication de fromages, des laits fermentés, de certains
légumes et produits carnés fermentés et certains vins, elles interviennent aussi dans 1’industrie
chimique pour la production d’acide lactique et de biopolymeres et acquiérent, depuis

quelques années, un rdle croissant en santé animale et humaine (Streit., 2008)

2. Généralités

Les bactéries lactiques sont des cellules vivantes, procaryotes, hétérotrophes et chimio-
organotrophes (Deroissart., 1986), appartiennent a un groupe hétérogéne de microorganismes
(Dortu et al., 2008), ce sont des bactéries Gram-positives, non pigmentées, asporulées,

généralement immobiles (Doguiet Koffi- Denis., 2010), ne possédent ni nitrate réductase, ni

.



Chapitre 1 : Les bactéries lactiques Analyse bibliographique

catalase, ni cytochrome oxydase mais elles peuvent survivre en présence d’oxygene.
L’absence de catalase est caractéristique, mais certaines espéces acquierent cette activité sur
des milieux riches en héme (Bourgeois et al., 1996 ; Larpent et al., 1997). Elles sont
protéolytiques, ne liquéfient pas la gélatine, et ne forment plus d“indole ni d“hydrogéne
sulfureux, ces bactéries sont également incapables de fermenter le glycérol (Dellaglio et al .,
1994 ; Salminen et al ., 2004 ; Zhang et Cai ., 2014). Ces bactéries ont la capacité de
fermenter les sucres (glucose, fructose, mannose, galactose, saccharose et lactose) en acide
lactigue (Kandler et Weiss., 1986). En plus de I’acide lactique et des autres acides
organiques qui empéchent le développement des microorganismes indésirables par diminution
du pH du milieu, les bactéries lactiques produisent d’autres métabolites ayant des propriétés
antimicrobiennes tels que le peroxyde d’hydrogéne, le diacétyl, la reutérine, le dioxyde de

carbone et les bactériocines (Dortu et Thonart., 2009).

3. Définition

Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogéne de microorganismes produisant de
I’acide lactique comme produit principal du métabolisme. Elles colonisent de nombreux
produits alimentaires comme les produits laitiers, la viande, les végétaux et les céeréales et font
partie de la flore intestinale et vaginale humaine ou animale. (Novel., 1993). Ce sont des
coques ou batonnet. Il existe d'autres bactéries produisant de I'acide lactique mais qui ne sont
pas considérées comme faisant partie du groupe des bactéries lactiques. C’est le cas, par
exemple, de Bacillus et Sporolactobacillus qui sont des bactéries Gram (+) sporulées

(Axelsson., 2004).
4. Habitat

Les bactéries lactiques sont présentes a 1’¢tat libre dans 1’environnement ou vivent en
association avec un hdte, tel que I’Homme ou I’animal, dans un écosystéme bactérien comme
le tractus gastro-intestinal ou génital des mammiféres (Klein et al ., 1998).

» Présence des bactéries a I’état libre dans I’environnement

Dans I’environnement, les bactéries lactiques sont souvent retrouvées dans le lait et ses
dérivés (lait fermenté, fromages, ...). Les différentes espéces de Lactobacillus, Lactococcus
lactis (Lc. lactis) et/ ou Lc. garvieae, les plus rencontrées dans le lait et le fromage, sont
communément utilisées comme ferments (« starter culture ») par I’industrie agroalimentaire
pour la production de produits laitiers. Un ferment désigne un microorganisme, bactérie ou

champignon, responsable de la fermentation. Aussi, les bactéries lactiques sont a 1’origine de

.
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la fermentation utilisée pour la préparation de boissons a partir de plantes (boza, cidre, ...).
Parmi elles, on distingue des espéces appartenant aux genres Lactobacillus et Leuconostoc
Acidotolérantes, les bactéries lactiques sont capables de survivre dans des milieux trés acides
en raison de leur production d’acide lactique. De plus, 1’acidification du milieu participe a
I’inhibition de la croissance de certains microorganismes pathogeénes, tels que Listeria
monocytogenes (Li. monocytogenes). Cette espece bactérienne pathogéne présente dans les
aliments (lait, fromage, boissons) est responsable d’infections graves comme la listériose chez
I’Homme, qui affectent en particulier la femme enceinte (Galvez et al., 2011).
> Preésence des bactéries lactiques en association avec un hote

Les bactéries lactiques peuvent vivre en symbiose entre elles et avec un héte. La
symbiose est une association intime et durable entre deux organismes hétérospécifiques
(especes différentes), parfois plus.
Le tractus gastrointestinal des mammiferes est colonisé par des bactéries lactiques telles que
Bifidobacterium, Lactobacillus, Leuconostoc, et Weisseilla. Par ailleurs, 1’appareil génital
chez la femme est principalement colonisé par des bactéries lactiques, telles que
Lactobacillus, auxquelles il apporte des nutriments comme le glycogene. En acidifiant le
milieu, ces bactéries apportent une protection contre des pathogenes responsables d’infections
vaginales comme Trichomonas vaginalis (T. vaginalis), pathogene responsable de la
trichomonase vaginale et/ ou Candida albicans a I’origine de la vulvo-vaginite (Pirotta et al.,

2004 ; Bjorkroth et Holzapfel., 2006 ; Falagas et al., 2006 ;Ruiz et al., 2009)
5. Taxonomie des bactéries lactiques

Décrites pour la premiere fois par Orla-Jensen au début du XXe siécle (1919), les
bactéries lactiques constituent un groupe hétérogéne, qui n’est pas clairement défini du point

de vue taxonomique (Lahtinem et al ., 2012).

La monographie d’Orla- Jensen (1919) a constitué la base de la classification actuelle
des BL.

Les criteres utilisés (morphologie cellulaire, types fermentaire, les températures de
croissance et l'utilisation des sucres) sont toujours trés importants pour la classification des
BL, bien que I'avénement d'outils taxonomiques plus modernes, les méthodes biologiques en
particulier moléculaires, ont considérablement augmenté le nombre de genres de BL a partir
des quatre initialement reconnue par Orla-Jensen (Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus et
Streptococcus) (Lahtinem et al., 2012).

Une importante étape a été franchie en 1977 par Woese et Fox qui ont introduit la

.
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phylogénie moléculaire basée sur la sequence des ARN ribosomiques. Cette méthode a
révolutionné la taxonomie des bactéries et la classification des BL a été profondément
modifiée. D’autres méthodes génotypiques (basés sur les acides nucléiques) sont aussi
utilisees en classification, comme le pourcentage en GC de I’ADN ou I’hybridation
ADN:ADN. (Salminen et al., 2004).

Les réorganisations effectuées ont contribué a fusionner des especes en une seule, ou
identifier une espéce comme un nouveau genre (Pot ., 2008). L’ancien genre Streptococcus
était divisé au début en trois groupes : Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus sensu
stricto, mais aujourd'hui, certaines bactéries lactiques qui étaient mobiles, ressemblant aux

Lactococcus, ont formé un autre genre séparé ; c’est les Vagococcus.

Les genres Lactobacillus, Leuconostoc et Pediococcus sont globalement restés
inchangés, mais quelques bactéries lactiques, auparavant incluses dans le genre
Lactobacillus, forment maintenant le genre Carnobacterium qui regroupe des lactobacilles
atypiques isolés de différents produits carnés. De plus, des souches de I’ancienne espece
Pediococcus halophilus ont été incluses dans le genre Tetragenococcus du fait de leur
insensibilité a la Vancomycine. Quelques espéces de Lactobacillus et Leuconostoc ont
formé un nouveau genre, les Weissella, en raison de leurs différences phylogénétiques avec
les autres lactobacilles hétérofermentaires. Les Leuconostoc oenos, les « Leuconostoc du

vin», ont formé le genre Oenococcus (Axelsson., 2004).

Le genre Bifidobacterium est considéré comme appartenant aux bactéries lactiques (du
fait de son effet probiotique sur I’organisme et son utilisation dans les aliments) mais il est
phylogénétiquement sans rapport avec ces dernieres (Vandamme et al ., 1996 ; Gevers.,
2002 ; Patrignani et al., 2006).

Les bactéries lactiques peuvent é&tre divisées arbitrairement du point de wvu
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
(Collins et al ., 1993 ; Ho et al., 2007).

Selon la derniére édition de Bergey’s manual of systematic bacteriology ., 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, Alloiococcus,
Atopobium, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et Weisella, ... ... ...

-
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(Pot., 2008), répartis sur six familles. Parmi ces genres, seulement douze sont importants d’un
point de vue biotechnologique (tab.1l) (Fig.1) (Guiraud et al ., 2003 ;Axelsson., 2004 ;
Limsowtin et al., 2004).

D’autres genres, par exemple : Dolosicoccus, Dolosigranulum, Eremococcus,
Facklamia, Globicatella, Helococcus, Ignavigranum et Lactosphaera, ont également été
décrits, comportant des souches qui montrent des liens physiologiques et phylogénétiques

avec les bactéries lactiques (Broadbent., 2001 ; Axelsson., 2004).

Les nombreux genres et especes qui constituent ce groupe présentent une grande
diversité de caractéristiques physiologiques. Cela se traduit par I'existence entre genres,
espéces et au sein des especes, de nombreuses souches possedant des propriétés

technologiques différentes

Tableau 01 : les genres des bactéries lactiques utilisés en biotechnologie alimentaire et leurs

caractéristiques différentielles (Lahtinem et al., 2012).

Characteristics
Type
CO, Growth | Growth Crowth of
from Growth | Growth | in65% | in 18% Crowth at pH Lactic
Farnuly Cenera Shape Glucose | at10°C at 45°C NaCl NaCl at pH 44 9.6 Acid
Aerococcaceae Aerococcus Cocai + + + i
(tetrads)
Carnobacteriaceae | Carnobacterium Rods + - ND - ND L
Enterococcaceae Enterococcus Cocci - + + - - - + [t
Tetrageonococcus Cocci + - - - ~Variable +
(tetrads)
Vagococcus Cocci -
Lactobacillaceae Lactobacillus Rods Variable | Variable | Variable | Variable - Variable - | o Lo
Pediococcus Cocci - Variable | Variable | Variable - + - LD
(tetrads)
Leuconostocaecae | Leuconostox Cocor + + Vanable Variable )
Oenococcus + + Vanable Vanable D
Werssella + + - Variable - Variable - ), D
Streptococcaceae Lactococcus® Cocci + Variable L
Streptococcus Variable L
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Lb. delbrueckii group

. Lb. casei
M Pediococcus
N\ group

Weissella_—~

Leuconostoc /
7/

Oenococcus

Tetragenococcus Lactotoccis

N

Vagococcus /

Enterococcus |
/ Streptococcus
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Staphylococcus

Aerococcus Listeria

Figure 01 : Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries lactiques, incluant
quelques genres aérobie et anaérobie facultatif de Firmicutes (Lahtinem et al., 2012).

6. Caractéristiques des principaux genres des bactéries lactiques

a. Le genre Lactobacillus

En 1896, le genre Lactobacillus a été décrit 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 actuellement 158 especes, sept de ces especes

sont constituees de 18 sous-especes (fig.2)

Il est également trés hétérogene, englobant les espéces avec une grande variété
phenotypique, biochimiques et physiologiques. L'hétérogénéité se traduit par la gamme du
pourcentage GC de I'ADN des especes incluses 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 de
nombreuses industries ou qui sont rencontrées comme contaminants (Dworkin et al., 2006).
IIs sont immobiles, asporulés et catalase négative. On rencontre chez les lactobacilles une

variabilité de forme (fins, incurvés, coccobacilles,....) et de longueur.

]
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La longueur des bacilles et le degré de courbure dépend de I'age de la culture, la
composition du milieu (par exemple, la disponibilité des esters d'acide oléique) et le taux
d'oxygene.

Les lactobacilles ont des exigences nutritionnelles tres complexes en acides aminés,
vitamines, acides gras, nucléotides, glucides et en sels minéraux. La température de
croissance est comprise entre 20 et 53 ° C, avec un optimum entre 30 et 40 ° C (De Vos et al.,
2009).

A l'origine, les espéces du genre Lactobacillus ont été regroupés en fonction de leur
température de croissance et leurs 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,
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

Ces subdivisions étaient revisitées par Pot et ses collegues en 1994, mais la définition
acceptée « moderne » si on peut le dire comme ca, est celle donnée par Hammes et VVogel en
1995 et qui divise le genre en 3 sous-genres sur la base du type des sucres fermentés et le

processus de fermentation utilisé (Salminen et al., 2004; Zhang et Cai., 2014).

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

pentoses ni les gluconates.

Groupe Il : formé de lactobacilles heterofermentaires facultatifs qui regroupent les
especes de I’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 acétique
grace a une phosphocetolase inductible.

IIs ne produisent pas de CO2 lors de la fermentation du glucose mais ils en produisent

lors de la Fermentation du gluconate

-
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Groupe Ill : formé de lactobacilles heterofermentaires stricts qui regroupent les
espéces de I’ancien sous-genre Bétabacterium, qui fermentent les hexoses en acide lactique,
acide acétique (ou éthanol) et CO2 (voie hétérofermentaire de la 6-phosphogluconate
déshydrogénase/phosphocétolase), et qui fermentent les pentoses en acide lactique et acide
acetique (voie hétéfermentative de la glycéraldéhyde-3- phosphate/pyruvate kinase/lactate
déshydrogénase) (Salminen et al ;2004 ; Bakhouche ; 2006; Zhang et Cai., 2014).

w L. pantheris
L L. thaitandensis
L. sharpeae
L. manihotivorans group (4)
L. camelliae
L. casel group (5)
L. saniviri
L. brantae
L. sakei group (5)
r—ll] L. coryniformis group (4)
L. backl
oG\ L. iwatensis
L. algidus
L. concavus
L. dextrinicus
L. perojens group (3)
L. selangorensis
L. salivarius group (26)
L. composti
s2 L. fioricola

L. buchneri group (12)

L. curioae

L. senioris

L. fructivorans group (S)
L. kunkeei

L.ozensis

L. coinoides group (5)

L. plantarum group (6}
L. brevis group (11)

L. malefermentans

L. reuteri group (14)
L. vaccinostercus group (3)
L. rossise

=] L. siiginis

L. alimentarius group (14)
L. deibrueckii group (31)

Kandieria vitulinus

0.02

Figure 02 : Arbre phylogénétique représentant les relations entre les espéces de Lactobacillus
basée sur les sequences des génes ARNr 16S (Zhang et Cai., 2014).
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b. Les genres Leuconostoc, Oenococcus, Weissella

IIs rassemblent les coques lenticulaires en paires ou en chainettes, mésophiles, qui
possedent un caractere hétérofermentaire marqué, avec production d’acide lactique (isomere
D), de CO; et d’éthanol ou d’acétate. Les caractéristiques telles que I’hydrolyse de I’esculine,
la formation de dextrane, les conditions de croissance, la capacité a croitre a différents pH et
températures, I’assimilation de citrate et/ou malate permettent la différenciation entre les
genres Leuconostoc et Weissella (Pilet et al., 1998 ; Ho et al., 2007).

» Le genre Leuconostoc

Le terme Leuconostoc vient du mot « Nostoc » qui est une algue bleue mucilagineuse et
« Leuco » veut dire blanc (Sade., 2011).

Ces bactéries lactiques sont apparues a I’origine, sous forme de chaines, d’aspect
mucilagineux, non pigmentés. Les premiéeres souches ont été isolées a partir d’accidents
apparus dans les sucreries. Les Leuconostocs responsables de ces accidents produisent du
dextrane en milieu saccharosé (entourées d’une gaine comme celle des Nostocs) (Zarour.,
2010).

Les Leuconostocs sont des bactéries a Gram positif, immobiles, asporulées, anaérobie
facultatives avec une forme ovoide, associées en paires ou en chaines courtes (Lahtinem et
al., 2012).

Elles sont exigeantes du point de vue nutritionnel et leur croissance est toujours lente.
Leurs optimum de croissance est de 20 a 30°C (Bjokroth et al., 2009).

Elles sont chimioorganotrophes, nécessitant pour se développer des milieux riches
comportant des facteurs de croissance complexes et des acides aminés. La croissance ne se
fait qu’en présence d’un sucre fermentescible (Lahtinem et al., 2012).

Elles ne possédent ni catalase, ni cytochromes, elles ne produisent pas du NH3 a partir
de I’arginine car elles ne possédent pas I’enzyme arginine déshydrolase, ne produisent pas
d’indole et ne réduisent pas les nitrates en nitrites, non hémolytiques et non pathogeénes (;
kihal., 1996 ;Bjokroth et al., 2009).

Les Leuconostocs principalement Leuc. mesenteroides subsp. cremoris et Leuc. lactis
sont utilisés en association avec les lactocoques dans I’industrie laitiére pour produire en plus
de I’acide lactique et du CO,, des substances aromatiques telles que le diacétyle et I’acétoine a
partir des citrates du lait (Hadef., 2012).

g
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Les especes du genre Leuconostoc sont semblables au Lactobacilles hétérofermentaires,
surtout Lb. confusus et Lb. viridescens. Leuconostoc et Lactobacillus sont souvent isolés du
méme habitat et partagent de nombreuses caractéristiques. Hucker et Pederson (1931) ont
suggeré que les Leuconostoc spp. Sont des formes intermédiaires entre les lactobacilles et les
streptocoques

L'arbre phylogénétique construit a révélé que le genre Leuconostoc (Et genres
apparentés) ont été subdivisés en deux groupes. Le premier groupe comprend le genre
Leuconostoc, trois especes Fructobacillus, trois especes et Weissella deux espéces de
Lactobacillus. Ces souches sont phylogenétiquement étroitement liées et réunis en trois sous-
groupes (fig.3) (Zhang et Cai., 2014).
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Figure 03 : Les relations phylogénétiques entre le genre Leuconostoc et d“autres genres de
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bactéries lactiques sur la base du séquencgage des ARNr 16S (Zhang et Cai., 2014).
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» Le genre 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 espece mobiles avec flagelles péritriches, Weissella
beninensis, a récemment été décrite par Padonou et al en 2010. Les espéces du genre
Weissella sont connues pour produire divers EPS (Lahtinem et al., 2012).

La température optimale de croissance est de 15°C, mais quelques espéeces peuvent
croitre entre 42°C et 45°C (Bjorkroth et Holzapfel ., 2006; Lahtinem et al., 2012).

Les souches W. beninensis, W. cibaria et W. thailandensis peuvent pousser a 10% de
NaCl (Zhang et Cai., 2014)

99 Weissella cibaria (AJ295989)
C Weissella confusa (AB023241)

Weissella soli (AY028260)

30 7' Weissella oryzae (AB690345)
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00 _{_— Weisselia thailandensis (AB023838)

21

54 Weissella paramesenteroides (AB023238)
49 Weissella koreensis (AY035891)
26 Weissella kandleri (M23038)
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99 Weissella viridescens (AB023236)
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Figure 04 : Arbre phylogénétique représentant les relations entre les espéces de Weissella
basée sur le séquencage des genes ARNr 16S (Zhang et Cai., 2014).
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> Le genre Oenococcus

Ce sont des bactéries immobiles, asporulées de forme ellipsoidale a sphérique, avec un
arrangement en paires ou en chaines, non hémolytiques et généralement non protéolytiques.
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).

c .Les genres Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus

IIs étaient anciennement groupés en un seul genre Streptococcus. Ils sont tres fréquents
dans 1“industrie alimentaire comme contaminant et surtout comme agents de fermentation
homolactique (avec production d“acide lactique de type dextrogyre). Ils sont trés exigeants
sur le plan nutritionnel (Salminen et al., 2004).

» Le genre 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 pathogene. Les produits végétaux constituent leur réservoir principal, mais ils
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 L(+), seul Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis produit le
diacétyle. Leur temperature optimale de croissance est proche de 30°C, capable de se
développer a 10°C mais pas a 45°C ; certaines espéces peuvent pousser a des tempeératures
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 se trouve 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 ; Teuber et Geis ., 2006 ;Schleifer et al., 2009 ; Lahtinem et al., 2012 ;Zhang
et Cai., 2014)

.
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Elles ne poussent pas au pH 9,6 ou en présence de 6,5% de NaCl. Exepté 1’espéce

Lactococcus garvieae, elles ne sont pas hémolytiques (Alomar., 2007).

Quelques espéces 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).

Le pourcentage GC de la I'ADN des espéces incluses dans ce genre est de 34 a 43%
(Schleifer et al., 2009).

Actuellement, le genre Lactococcus comprend 11 especes et sous-especes reconnues:
Lc. chungangensis, Lc. fujiensis, Lc. garvieae, Lc. lactis subsp. cremoris, Lc. lactis subsp.
hordniae, Lc.lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. tructae, Lc. piscium, Lc. plantarum,

Lc.raffinolactis et Lc. taiwanensis (Fig.5) (Zhang et Cai., 2014).

97 Lactococcus Jactis subsp. factis (AB100803)
72 Lactococcus lactis subsp. hordniae (AB100804)
Lactococcus lactis subsp. cremoris (AB100802)
97! Lactococcus factis subsp. tructae (EU770697)
Lactococcus taiwanensis (AB699722)
Lactococcus fujiensis (AB485959)
Lactococcus garviae (X54262)

_g‘l:LGCfOCOCCUS piscium (DQ343754)
Lactococcus plantarum (EF694029)

100 _: Lactococcus raffinolactis (EF694030)
95 Lactococcus chungangensis (EF694028)

100

78

0.01

Figure 05: Les relations phylogénetiques entre les espéces du genre Lactococcus base sur le
séquencage des ARNTr 16S (Zhang et Cai., 2014).

» Le genre 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 et al ., 2007 ; Devriese., 2006).

&
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Actuellement le genre Enterococcus comprend 46 especes validées dont l'un est
composé de deux sous-espéces: E. alcedinis, E. aquimarinus, E. asini, E. avium, E. caccae, E.
camelliae, E. canintestini, E. canis, E. casseliflavus, E. cecorum, E. columbae, E. devriesei, E.
dispar, E. durans, E. eurekensis, E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. gilvus, E.
haemoperoxidus, E. hermanniensis, E. hirae, E. italicus, E. lactis, E. lemanii, E. malodoratus,
E. moraviensis, E. mundtii, E. ococcusvillorum, E. pallens, E. phoeniculicola, E. plantarum,
E. pseudoavium, E.quebecensis, E. raffinosus, E. ratti, E. rivorum, E. rotai, E. subsp.
saccharolyticus, E. subsp. taiwanensis, E. silesiacus, E. sulfureux, E. termitis, E. thailandicus,

E. ureasiticus, E. ureilyticus et E. viikkiensis. (Zhang et Cai., 2014).

Ce sont des commensaux de I’intestin. Les especes rencontrées dans I’alimentation sont
essentiellement E. faecalis et les espéces proches. Généralement les especes sont différenciées
par la fermentation de I'arabinose et du sorbitol (Tamime ., 2002 ; Ho et al., 2007).

» Le genre Streptococcus

Le genre Streptococcus est toujours large et la classification est tres mouvementée. Ce
genre est généralement divisé en trois groupes : pyogene (la plus part des espéces pathogenes
et hémolytiques), oral (tel que S. salivarius, S. bovis) et les autres streptocoques (Scheilfer.,
1987).

La seule espéce de streptocoque qui soit utilisée en technologie alimentaire est
Streptococcus thermophilus qui a été incluse dans le groupe des « autres streptocoques », mais
ensuite transféré au groupe des streptocoques oraux a cause de leur degré d’homologie avec
I’ADN de Streptococcus salivarius (Stiles et Holzapfel., 1997).

Streptococcus thermophilus se différencie par son habitat (lait et produits laitiers) et son
caractére non pathogene. 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. thermophilus de la

plupart des autres streptocoques (Haddie., 1986 ; Pilet et al ., 2005).

.
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Tableau 02 : Caractéristiques des genres Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus d’apres

(Guiraud., 1998).
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d .Les genres 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 especes se distinguent par leur capacité a se
développer a des teneurs trés élevees en sels, comme Pediococcus halophilus, renommé
Tetragenococcus halophilus et Tetragenococcus muriaticus qui tolére jusqu™a 18% de NaCl

(Pilet et al., 2005).

Les especes du genre Pediococcus sont mésophiles, leur métabolisme est

Homofermentaire, ne produisant pas de CO; a partir du glucose, le plus souvent incapable

d’utiliser le lactose, et leur développement nécessite la présence de divers facteurs de
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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. Ils ne sont pas en mesure de réduire le nitrate

Actuellement, le genre Pediococcus comprend 11 espéces : P. acidilactici, P.
argentinicus, P. cellicola, P. claussenii, P. damnosus, P. ethanolidurans, P. inopinatus, P.

parvulus, P. pentosaceus, P. siamensis et P. stilesii

Ils possedent un pourcentage en G+C de I’ADN compris entre 35 et 44% (Zhang et
Cai., 2014). lls appartiennent a la famille des Lactobacillaceae. La position phylogénétique du
genre Pediococcus a été établi a l'aide de I'analyse de I’ARNr 16S et a montré que les genres
Lactobacillus, Leuconostoc et Pediococcus sont étroitement liés (Fig.6) (Holzapfel et al.,
2006 ;Holzapfel et al., 2009; Lahtinem et al ., 2012).

54 Ped. cellicola (AY956788) B
78 Pedio. siamensis (AB258357)
100 Ped, ethanolidurans (AY956789) Braeit
Ped. parvulus (D88528)
99 53 Ped. damnosus (AJ318414)

99 Ped. inopinatus (AJ271383)
Ped. argentinicus (AM709786)
Ped. claussenii (AJ621555)

99
59 Ped. stilesii (AJ973157) Branch Il
a1 Ped. pentosaceus (AJ305321)
46 Ped. acidilactici (AJ305320)

L. lindneri (X95421)

J\

5_7{ L. hilgardii (M58821)
I L. fermentum (JN175331)
100 L. reuteri (AP007281)
P——
0.01

Figure 06: Les relations phylogénétiques entre les espéces du genre Pediococcus et quelques

espéces du genre Lactobacillus baseé sur le séquencage des ARNr 16S (Zhang et Cai., 2014).

Les espéces de Tetragenococcus ont un réle 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 et
Rosec., 2004 ; Tosukhowong et al ., 2005).

e. Le genre Bifidobacterium

Le genre Bifidobacterium est considéré comme faisant partie du groupe des bactéries

lactiques grace a la similarité de ses propriétés physiologiques et biochimiques et a sa

&
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présence dans le méme habitat écologique, tel que le tube gastro-intestinal. Ces
microorganismes sont phylogénetiquement sans rapport avec ces dernieres. Ils sont davantage
liés au phylum Actinobacteria (anciennement Actinomycetes)

Les bifidobactéries ont été découverts pour la premiere fois dans les feces de bébés
nourris au lait maternel par Tissier (1900), qui a isolé une bactérie avec une forme étrange et
caractéristique en « Y » (Zhang et Cai ., 2014). Ce sont des bactéries Gram positif dont
I’ADN est & haut pourcentage en G +C (46-67%). Les bifidobactéries se caractérisent par leur
forme trés irréguliére en forme de V, X ou Y ressemblant a des branches mais pouvant étre
coccoides (Axelsson et al., 2004 ; Pilet et al., 2005 ; Ho et al ., 2007).

Leur morphologie est généralement appelée bifide. La raison réelle pour la forme
irréguliere de bifidobactéries n’est pas encore clairement comprise. Cependant, quelques
études ont révélé que I’absence ou la faible concentration du N-acétylamino « impliqué dans
la synthése des peptidoglycanes », les ions Ca®* ou des acides aminés dans les milieux de
croissance peut induire a la forme bifide (Zhang et Cai ; 2014).

La présence d'une enzyme, la fructose-6-phosphate phosphocétolase, leur permet de
fermenter les hexoses en produisant de I'acide acétique et de I'acide lactique. (Axelsson et al.,
2004 ; Pilet et al., 2005 ; Ho et al., 2007).

Actuellement, le genre Bifidobacterium comprend 41 especes et neuf sous-espéces.
Celles-ci ont été isolées a partir du tractus gastro-intestinal des humains, des animaux et des

insectes mais aussi de caries dentaires humaines et des produits laitiers.

La majorité des especes sont anaérobies stricts, mais certaines especes, telles que
B.psychraerophilum, B. scardovii et B. tsurumiense, peuvent tolérer 1“oxygéne et croitre dans
des conditions aérobies. La température optimale de croissance est de 37 a 41° C pour la
plupart des espéces avec une température minimale de croissance de 25°C et maximale de
45°C. 1l est a noter que B. psychraerophilum peut croitre a 8° C et B. thermacidophilum a
49,5°C. Le pH optimal de croissance est de 6,5 a 7,0 (Zhang et Cai., 2014).

Traditionnellement, les espéces de Bifidobacterium ont été identifiés sur la base de
I'nGte a partir duquel ils ont éeté isole, leur morphologie cellulaire, le type fermentaire ou par
leur capacité a utiliser divers sucre. Malheureusement, toutes ces méthodes phénotypiques

manquent de reproductibilité car ils varient en fonction de la culture et des conditions utilisées

.
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dans les différents laboratoires et méme entre les isolats de la méme espéce (Zhang et Cai.,
2014).

Au cours de la derniére décennie, le développement des outils de biologie moléculaire a
conduit a des modifications profondes dans les méthodes d'identification de ces bactéries et a
donné lieu a divers ajustements dans leur classification. L’identification génotypique,
méthodes utilisant les génes 16S et 23S de I’ARNr sont plus précises, méme si elles ne
peuvent pas distinguer clairement entre toutes les especes de Bifidobacterium, par exemple,

B.Catenulatum, B. pseudocatenulatum,

B. adolescentis, B. stercoris, B. coryneforme et B.indicum, ont montré plus de 99%
d'’homologie (Zhang et Cai., 2014).

Une analyse phylogénétique basée sur le séquencage des génes de I’ARNr 16S des 46
espéces et sous-especes actuellement reconnues du genre Bifidobacterium a abouti a un arbre
phylogénétique qui est en accord avec les analyses taxonomiques décrites précédemment.
Selon leur relations phylogénétiques, les 46 especes et sous-especes du genre Bifidobacterium
pourrait étre divisé en 8 groupes phylogénétiques et 11 espéces simples (Zhang et Cai .,
2014).

f. Le genre Aerococcus

Les cellules de ce genre sont de forme ovoide (1-2um de diamétre), 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 et Falsen.,
2009)

g. Le genre 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’heme (Hammes et Hertel., 2006).

.
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h.Le genre 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).

6. Les voies du métabolisme des sucres chez les BL

Le terme BL regroupe des micro-organismes appartenant aux différents genres ayant
I’aptitude a fermenter les carbohydrates en acide lactique. Ces carbohydrates peuvent étre des
monosaccharides tels que les hexoses (glucose, galactose), des pentoses (xylose, ribose,
arabinose), des hexitols et pentitols (mannitol, sorbitol, xylitol) ou des disaccharides (lactose,
saccharose, cellobiose, maltose, tréhalose). Le catabolisme des sucres fournit 1’énergie
nécessaire a ’anabolisme sous forme d’ATP et générent des coenzymes réduits sous forme de

NADH essentiellement (Loubiére et Bousquet., 2009).

Deux systemes de transport actifs des sucres sont présents chez les BL : le systeme
phosphotransférase phosphoénolpyruvate dépendant (PTS), qui couple le transport et la
phosphorylation du glucide et le systtme perméase énergie dépendant, qui fait pénétrer les
glucides sous forme de sucres libres (Konings et al., 1994). L’une des caractéristiques
principales des BL est qu’elles ne sont pas capables d’utiliser qu'un nombre plutot réduit de
source de carbone via des voies métaboliques linéaires relativement simples. Suivant les
genres ou les especes, trois voies du métabolisme des sucres sont utilisées : la voie
homofermentaire, la voie hétérofermentaire et la voie bifide (fig.7). (Thomson et Gentry-
Weeks., 1994).

+* VVoie homofermentaire ou EMP

Toutes les bactéries lactiques a 1“exception des genres : Leuconstoc, Oenococcus,
Weissella et certaines especes du genre Lactobacillus, entravent la voie de la glycolyse pour

dégrader les hexoses (ex : glucose)

La fructose-1,6-bisphosphate aldolase (FBA), est une enzyme clé présente chez toutes

les espéces homofermentaires et indispensable au fonctionnement de la voie EMP.

Aprés son transfert vers la cellule, le glucose subit une phosphorylation pour se

transformer en fructose qui est a son tour phosphorylé en fructose 1-6 biphosphate (FBP) puis

.
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clivé en dihydroxyacétone phosphate (DHAP) et glyceraldéhyde phosphate (GAP).Ces deux

derniers sont convertis en pyruvate.

Le pyruvate est dans une derniére étape réduit en acide lactique qui est le produit
unique: c’est la fermentation homolactique (Mozzi et al ; 2010).

CeH12Os +2 ADP+2P1 —— 2 (CH3-CHOH-COOH) + 2 ATP
Glucose Lactate
Dans les conditions défavorables telles la limitation du glucose, ces bactéries produisent

¢galement 1“acide formique, 1“acide acétique, 1“éthanol et/ou le CO2 par la voie de

fermentation des acides mixtes (Mozzi et al ; 2010).
+ La vois hétérofermentaire

Les bactéries lactiques hétérofermentaires utilisent les voies du tagatose-6-phosphate, de
la glycolyse et des pentoses phosphates. Le résultat de la fermentation lactique aboutit a la
formation de quantité équimolaire de lactate, d’éthanol et de gaz carbonique. Une production
de formate et d’acétate peut avoir lieu, notamment en aérobiose (Desmazeaud ; 1996).

Le métabolisme hétérofermentaire est deux fois moins énergétique que le métabolisme
homofermentaire puisqu“une mole de glucose conduit a la production d“une mole de lactate,
d“éthanol, de CO2 et d*“un seul ATP (Raynaud ; 2006).

Glucose + P1+ ADP ——» Lactate + ATP + CO, + éthanol.

=
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Figure 07 : Représentation schématique des principales voies de fermentation des hexoses

chez les bactéries lactiques. (Makhloufi., 2012).

ATP : adénosine triphosphate.
ADP : adénosine diphosphate.

NAD+/ NADH, H+ : Couple oxydant/réducteur du nicotinamide adénine dinucléotide.

Pi : phosphate inorganique
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7. Role et interét des bacteéries lactiques

Les bacteéries lactiques jouent un réle important que ce soit dans 1’industrie alimentaire ou le
domaine thérapeutique
» Dans le domaine alimentaire

L’implication des bactéries lactiques dans la fermentation et la bioconservation des
aliments est connue depuis la nuit des temps. Ainsi, les souches de Lactobacillus bulgaricus,
Sterptococcus thermophilus sont utilisées pour la production du yaourt, des fromages et des
laits fermentés. Le vin, les poissons, les viandes, les charcuteries, le pain au levain sont entre
autres des produits de fermentation des bactéries lactiques (Yateem et al., 2008) .A Ila
capacité d’améliorer les caractéristiques organoleptiques par production en dehors de 1’acide
lactique, d’autres produits tels que le diacétyle et 1’acétaldéhyde, qui responsable des flaveurs
caractéristiques. (Boudjemaa., 2008). Les souches utilisées en industrie alimentaire doivent
répondre a certains criteres : absence de pathogenicité ou activité toxique, innocuité, facilité
de culture, de conservation, et maintenance des propriétés désirables lors du stockage (Marth
et Steele., 2001).
» Domaine de therapeutique

L’intérét des bactéries lactiques en matiere de santé humaine a été initialement proposé
au début du siécle, en 1907 par le Russe Metchnikoff, selon lui les Lactobacillus sp pouvaient
réduire la putréfaction intestinale en modifiant la flore intestinale. Le rble des bactéries
lactiques sur la santé était dans le cadre des probiotiques. Les bienfaits des bactéries lactiques
sont de plus en plus étudiés, certains sont bien établis d’autres restes encore contre versés
(Calvez et al., 2009). Différentes études ont démontré aussi bien le role préventif que curatif
de ces bactéries sur différents types de diarrhées (Mkrtchyan et al., 2010). D’autres ont cité
leur capacité a diminuer les allergies liées aux aliments grace a leur activité protéolytique (El-
Ghaish et al., 2011). Cependant depuis quelques années 1’usage des bactéries lactiques dans
d’autres écosystémes (vaginal, mammaire) est évalué, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives
thérapeutiques (contre les métrites ou les mammites), également dans 1’élaboration des

vaccins (Calvez et al., 2009).

.
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La conservation des légumes et fruits par fermentation remonte a 1’antiquité et trouve
son origine en orient. Ce procédé a longtemps été le principal mode de conservation dans
différentes parties du monde. Appliquée essentiellement a la choucroute, aux concombres et
aux olives, elle devrait également permettre de créer de nouveaux produits a partir d'autres
legumes. Cette pratique est la richesse de différents pays a travers le monde en matiére de
nutrition. (Latifa Bousmaha et al., 2009)

1. Définition
1.1 Concombre :

Le concombre est une plante potagere de la famille cucurbitacées. Espéce originaire de
I’inde. Trés répandu dans les régions littorales et sub-littorales, mais il est également cultivé
dans les zones intérieures et sahariennes, la température de culture sont comprises entre 20 a
35 °C. La caractéristique de ce légume est qu’il représente un nombre de graines au gramme
de 30 a 35, il a une température de germination optimum de 28-30 C°, la longévité moyenne
de la graine est de 8 a 10 ans et enfin sont cycle végétatif est de 60 a 70 jours. (ITCM., 2010)
1.2 Carotte :

La carotte (Daucus carota L.) est le principal 1égume racine cultivé dans le monde apres
la pomme de terre (Villeneuve et al., 1992). Appartenant a la vaste famille des Apiaceae (ou
Ombelliferes), elle est répandue sous sa forme primitive dans toute I'Europe, le bassin
méditerranéen, 1'Afrique du Nord, 1'Asie centrale et 1’Asie du Sud-Est (Heywood., 1983).
Contrairement a la forme sauvage, les variétés cultivées accumulent des réserves sous la
forme d'une racine principale tubérisée, pigmentée, pivotante et non ramifiée, correspondant a
la partie consommée appréciée pour ses qualités gustatives et nutritionnelles exceptionnelles.
La forme recherchée pour le marché de frais actuel est le type « nantais » (racines
cylindriques, boutées, lisses et bien colorées). La carotte est présente sous forme (Villeneuve
et al., 1992). e de fleur en ombelle, caractérisée par la présence de bractées qui sont des
petites feuilles sous 1’ombelle pouvant étre absentes dans certains genres. Présente d’une

racine pivotante et de canaux sécréteurs et /ou résines (Carbiener., 2010).
2. Les varietés :
2.1 Concombre :

Sur les étals, on en distingue deux ou trois types : le concombre dit « hollandais » (le

plus courant), le concombre épineux et le mini-concombre.

.
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2.1.1 Le concombre « hollandais »

Comme son nom 1’indique, ce concombre est apparu aux Pays-Bas, apres la Seconde
Guerre mondiale. Dépourvu d’amertume, il fut aussitot plébiscité. Aujourd’hui, il
représente 80 % de la production francaise. Généralement cultivé sous abri, il est droit, long et

lisse.
2.1.2 Le concombre épineux

Le concombre épineux doit son nom aux quelques épines isolées (et complétement
inoffensives) qui garnissent une partie de sa peau. Court, trapu, il ressemble au cornichon. Sa
chair granuleuse, légérement amére, a une saveur trés marquée. Il est surtout apprécié dans le

midi de la France ou il pousse en plein champ.
2.1.3 Le mini-concombre

Le mini-concombre est gotiteux et trés pratique a 1’apéritif. Il reste cependant assez

confidentiel.
2.1.4 Les autres variétés :

A cOté de ces variétés classiques, on trouve aussi d’autres concombres plus

« exotiques ». Parmi eux, citons :

> Le concombre Arménien ou concombre serpent (long et recourbé a la saveur de

melon)

» Le Ti-concombre Antillais (appelé aussi massici, il est vert pale, petit, rond et

épineux)

» Le concombre porte-corne ou métulon, plus connu sous sa marque commerciale néo-
zélandaise de kiwano. Sa peau est orange et sa chair verte et tres granuleuse. (Les

fruits et léegumes frais interfal)
2.2 Carotte :

La carotte est cultivée pratiquement partout sur la planete. Et elle fait partie des légumes

les plus consommés dans le monde. Aujourd’hui, on ne dénombre pas moins de 500 variétés

.
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de carotte dans le monde (FAO., 2016). Les variétés actuelles sont dominées pour le marché
de frais par le type demi-longueur naitaise en carotte de primeur. Les variétés de saison nous

citons Napoli. Presto. Premia. Carlo.....etc(Reduron., 2007).
3. Un peu historique :

3.1 Concombre :

Le concombre originaire de I'Inde, il est cultivé depuis trés longtemps dans ce pays. Le
concombre connu en France depuis le 6 éme siecle puis s'est tres tét propage vers la Chine
et le Moyen-Orient. Il est ensuite cultivé sur les bords du Nil par les Egyptiens, qui en
consomment beaucoup et le remettent en offrandes a leurs dieux. Les Hébreux I'importent

également en Terre promise, ou il devient I'un de leurs mets préféres.

Durant I’ Antiquité, Grecs et Romains apprécient aussi beaucoup le concombre, malgré
sa forte amertume. Pline rapporte méme que I'empereur Tibére s'en régalait quotidiennement,
et que les jardiniers le faisaient pousser sous cloche pour accélérer sa croissance.
En France, on trouve mention officielle de sa présence des le 9° siécle, lorsque Charlemagne
en ordonne la culture dans ses domaines. Au 17°siécle, Louis XIV en est également tres
friand. Pour le lui servir en « primeur », La Quintinie, le jardinier en chef de Versailles,

développera alors la production sous serre.
3.2 Carotte :

Les habitants du bassin méditerranéen ont commencé a consommer la carotte bien
longtemps avant notre ére. Mais Grecs et Romains ne semblaient guere I’apprécier. Il faut dire
gu'a cette époque, les carottes avaient une couleur blanchatre, une peau assez coriace, et un

cceur treés fibreux.

A la Renaissance, on parviendra & améliorer I'espéce et & rendre la carotte plus savoureuse.
Mais ce n'est qu'a partir du milieu du 19° siécle que la carotte va acquérir sa belle couleur
rouge orangé, et devenir enfin le tendre légume que nous connaissons. (Les fruits et Iégumes

frais interfal)




Chapitre 2 : les produits fermenté analyse bibliographique

Tableau 03 : exemple des produits végetaux fermentés consommeés dans le Monde
(Amandine., 2017).

Produit Pays Fruit/ légume/ [égumineuse/ végeétal
fermenté
Almagro Espagne Aubergine
Choucroute Monde entier Chou
Concombres Europe, Etats-Unis | Concombre
Dhamuoi Vietham Chou et autre légume
Fu-tsali Taiwan Moutarde
Fufu Nigeéria Manioc
Jiang —gua Taiwan Concombre
Khalpi Népal Concombre
Kanji (boisson) Inde Racine de betterave et carotte
Tursu Turquie Concombre, chou, tomate vertes,
poivrons verts et autre légumes
Pickles Concombre, Monde entier
cornichons

5. Bénefices nutritionnels et effet santé des aliments végétaux fermentes :

5.1 L’amélioration des propriétés sensorielles :

Les produits fermentés sont caractérise par des textures, des saveurs, des odeurs et des

godts uniques. Les propriétés sensorielles des aliments fermentés résultent des molécules et

&
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des métabolites produits pendant la fermentation (EPS, composés aromatiques, acide
organiques etc). Les composeés aromatiques formés pendant la fermentation peuvent étre
alcools, des aldéhydes, des cétones, des esters, des acides gras ou des composés sulfurés.
(smid EJ et al., 2014)

5.2 L’amélioration de la digestibilité

Certaines bactéries lactiques possédent plusieurs enzymes intracellulaires et
extracellulaires permettant de mieux digérer des aliments comme les -amylase, les
pectinases, les phytases et les protéinases. Ces bactéries lactiques utilisent 1’ —amylase pour
hydrolyser ’amidon, et transforment les molécules de glucose ainsi libérées en acide lactique
au cours de la fermentation. Les protéases permettent d’hydrolyser les protéines végétales
pendant la fermentation et certains composés indigestes comme les composés sulfurés.
(Reddy G et al., 2008)

5.3 Augmentation de la capacité antioxydant

L’augmentation de I’activité¢ antioxydante observée pendant la fermentation lactique est
principalement due a la dépolymérisation de composés phénolique. (Hur SJ et al., 2014).
Pendant la fermentation lactique des vegétaux, les bactéries lactiques sont capables
d’hydrolyser les composés phénoliques présents sous forme de polymeéres, libérant ainsi des
molécules bioactives en augmentant leur biodisponibilité. Plusieurs enzymes impliquées dans
ces mécanismes d’hydrolyses ont ¢été caractérisées, telles que la féruloyl estérase, la
glucosidase, la tanase et la phenolic acid decarboxylase (PAD). (Rodrigues et al., 2009).
aprés la fermentation lactique, plusieurs nouveaux composés phénolique qui n’étaient pas
présent a 1’origine dans le produit frais, sont apparus tels que tyrosol et la quercétine dans la
fermentation lactique du niébé (ou cornille, espéce vegétal originaire de d’Afrique). De plus,
la teneur de certains glycosides de quercétine a diminué. (Duenas et al., 2005)

5.4 La preéservation et la duré de conservation

La durée de conservation d’un aliment et définie comme la période pendant laquelle
I’aliment reste consommable, sir pour santé, sans aucun risque pathogene (innocuite) et
gardant 1’ensemble de ses propriétés sensorielles et nutritionnelles (salubrité). Plusieurs
facteurs peuvent affecter la durée de conservation d’un aliment comme le PH, ’activité de

I’eau, la quantité d’oxygene disponible et la microflore de I’aliment. D’autre part, les fruits et

.
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les légumes frais sont associés a plusieurs dangers pathogénes, tels que les salmonelles ou

E.coli.

L’augmentation de la durée de conservation est le principal objectif de la fermentation
lactique. La production d’acide pendant la fermentation diminue le PH et crée un
environnement acide non propice a la croissance des autres microorganismes contaminants et
pathogenes. (Di Cagno et al., 2016). De plus, la production des bactériocines par certaines
bactéries lactiques joue un role considérable dans la préservation du produit Elle est utilisée
la fermentation lactique pour la biopréservation des produits car elle augmente la durée du
stockage ainsi que la qualité finale du produit en utilisant la microflore naturelle ainsi que les
produits antibactériens produits. (Latifa Bousmaha et al., 2009). La biopréservation appelée
aussi bioconservation, est une méthode de préservation des aliments par des microorganismes
appelés protectrices. (Leroi et al., 2015). Les bactéries lactiques sont de potentiels candidats
pour la biopréservation des aliments. (Ghanbari et al., 2013).

6. les microorganismes impliqués dans la fermentation

Les BL dominent les fermentations spontanées de fruits et Iégumes (légumes a feuilles,
chou, chou-fleur, radis, olives, concombre, brocoli etc) car elles sont caractérisées par un plus
fort taux de croissance et sont plus tolérantes au sel que les autre microorganismes, les genres
lactobacillus, pediococcus, leuconostoc, weissella, enterococcus et lactococcus sont les plus
majoritairement retrouvés. (Tamang et al., 2016) Mais les lactobacillus restent
prédominante.Lc.mesenteroides est généralement 1’espéce prédominante au début des
fermentations de végétaux, généralement les bactéries lactiques terminent les fermentations

des végétaux, car ilsont plus tolérant a un faible P H (Tab.04). (Tamang et al., 2010)

.
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Tableau 04 : bactéries lactiques impliquées dans déférents produits alimentaires a base de

fruits et Iégumes obtenue par fermentation lactiques

produits Ingrédients crus Mico-organismes Référence

fermentés fermentant

Almagro Aubergines Lactobacillus fermentum, | Sanchez | et al ;
Lb.brevis, Lb.plantarum, 2000
Lb.pentosus

Khalpi Concombre Lc. Fallax, Lb.brevis, | Tamang B et al ;
Lb.plantarum, 2010

Jiang-gua Concombre W. cibaria, W.hellenica, Ic | Chen YS et al;
lactis, Ec.casseliflavus | 2012
Lb.plantarum

Pickles Concombres, Lb.plantarum, Pc. | Caplice et

cornichons Cerevisiae Fitzgerald ; 1999

Olives Olives vertes Leuconostoc ~ Cerevisiae, | Montet D et al ;
Lb.plantarum 2014

Ekung Pousses de bambou | Lb.brevis, Lb.plantarum, | Tamang JB et al
Lb .casei ; 2016

Choucroute chou Lb.brevis, Lb.plantarum, | Caplice et

Lb. Rhamnosus, Lc.

mesentersoide

Fitzgerald ;1999
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Objectif
Les objectifs de cette étude se basent autour des points suivant :

Isolement des bactéries lactiques a partir de différents échantillons de légume fermenté : la
carotte et le concombre

L’étude des caractéristiques phénotypiques, physiologiques et biochimiques des isolats.
L’identification phénotypique, physiologique, et biochimique des bactéries lactiques

thermophiles et mésophiles a partir du carotte et concombre fermentés.
Lieu et période d’étude

L’intégralité de ce travail a été réalisé au laboratoire 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. Durant une période de deux mois allant du 14 Avril jusqu’au 25 juin 2019.

1. Matériel

Source de légumes

Tous les légumes de carotte et concombre ont été cultivés dans la région Ain Defla et
provenaient des récoltes de 2019. Afin d'obtenir des données représentatives, les légumes ont été

achetés dans les grands marchés d'alimentation de la région Ain defla.

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).
Milieu M17 Géloseé et en bouillon
Milieu MRS en bouillon
La stérilisation des milieux est réalisée par autoclave a 120°Cendant 20 min.
Souches de référence

Pour les tests de I’activité antibactérienne, nous avons testé deux microorganismes pathogenes
: Escherichia coli isolée cliniquement du laboratoire d’analyses médicales de docteur ZIBOUCHE,

Ain Defla et la souche de référence Bacillus subtilis

-
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2. Méthodes

2 .1 Fabrication de carotte et concombre fermentés

1. Lavez vos légumes et pelez ceux qui le nécessitent. Rapez ou émincez finement vos
légumes. Pesez-les et pesez le sel a raison d’un 30g de sel pour 1kg de légumes et 1L d’eau (Si
vous souhaitez des légumes plus croquants augmentez un peu le sel).

2. Remplissez vos bocaux jusqu’en haut en tassant bien les Iégumes et en laissant seulement 1
cm d’espace entre le haut des légumes et le couvercle. Si le ou les 1égumes ne sont pas assez aqueux
ajoutez un 1L de saumure (1L de I’eau distillés et 30g de sel). Fermez le pot.

3. Entreposez autour de 20° pendant 5 jours (la température idéale se situe entre 18° et 22°, au
départ il est important que la température soit supérieur a 15° pour que la fermentation puisse
démarrer rapidement) puis dans un endroit plus frais autour de 12° pendant 2 semaines. Lors de la
premiére phase placez votre pot sur une assiette et a 1’abri de la lumiére. Au bout de 2 a 3 jours, la
fermentation tres active fera certainement sortir un peu d’eau mousseuse par le joint tout en
évacuant le gaz carbonique produit par la fermentation. L’important étant que 1’air ne rentre pas
dans le pot puisque la fermentation doit se faire en anaérobie.

4. Le stockage pour une période plus longue jusqu’a plus d’un an doit se faire dans un endroit

frais en dessous de 10° et a I’abri de la lumiere.
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Les étapes de fermentation de carotte et concombre

Concombre

Ringage

< Découpage

=N <Encuvage
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2.2 Isolement des bactéries lactiques

¢ Préparation dilutions décimales
Aprés homogénéisation du bocal, Iml de I’échantillon est pipeté aseptiquement dans 9ml

d’eau physiologique et des dilutions décimales sont réalisées de 10'a 107°.

+» Ensemencement et isolement des souches lactiques

L’ensemencement a été realiseé a partir de quatres dilutions décimales: 10'2, 1073 et 10,107,
par la technique d’ensemencement en masse. Chaque dilution a été ensemencé sur deux milieux
gélosés MRS et M17. L’incubation est faite a 37°C pendant 48h .et 30°C (Kacem et Karam.,
2006 ; Cheriguene et al., 2007 ; Idoui et al ., 2009).

Aprés incubation, les colonies obtenues ont été sélectionnées aprés analyse macroscopique,
coloration de Gram et test de catalase. Seules ceux qui présentent un aspect typique des colonies de
bactéries lactiques, et qui ont Gram + et catalase -, ont été présumées comme étant des bactéries
lactiques, et ont été pris et mis isolément dans des tubes contenant le bouillon MRS ou M17 pour
leur enrichissement.

2.3 Purification des isolats

La purification des souches isolées a été réalisée par repiquages successifs sur gélose MRS et
M17 par la méthode des stries. La pureté des souches est révélée par la présence sur gélose de
colonies homogenes ayant le méme aspect, la méme couleur, la méme taille et la méme forme
(Guiraud., 2004).

L’opération est renouvelée jusqu'a 1'obtention d'une culture pure dont la pureté est estimée par
observation microscopique aprés coloration de Gram (Heleni et al., 2006) et ’aspect caractéristique

de la culture des bactéries lactiques en bouillon.

2.4 Conservation des isolats :

¢ A court terme
La conservation des isolats purifiés est réalisée par ensemencement sur gélose inclinee. 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 longue durée
A partir des cultures jeunes (18-48 h) sur milieu liquide, les cellules sont récupeérées par
centrifugation & 4000 t/min pendant 10 min. Une fois le surnageant éliminé, on ajoute le milieu de

culture de conservation sur le culot.

-
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les cellules des isolats purifiés sont congelée a -20°C dans un milieu contenant 70% de lait

écrémé (enrichi par 0.05 % d’extrait de levure) et 30% de glycérol (Samelis et al., 1994) . En cas de

besoin, les cultures sont repiquées dans le lait écrémé a 0,5% d’extrait de levure, avant

utilisation (fig.8)

&
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B o N
°

- //
| Isolement sur milieu MRS
et M17

Vérification de I'appartenance au groupe des bactéries lactiques

Purification par repiquages successifs
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Estimation de la pureté: catalase (-) et Gram (+)
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Figure 08: Isolement, purification et conservation des isolats des bactéries lactiques.
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2.5 Identification des souches
Suite a la purification des isolats, 20 souches ont été retenues, dont nous avons étudié les
genres conformément au protocole de (Carr et al., 2002).

2.5.1 Criteres morphologique

++ Caractérisation macroscopique

C’est une observation visuelle des colonies sur la surface des milieux MRS et M17 solides,
pour caractériser leurs formes, leurs tailles, leurs contours et leurs couleurs (Badis et al ., 2005)
+¢+ Caractérisation microscopique

Ce test permet de mettre en évidence la morphologie de colonie obtenue sur des milieux
solides, il s’agit d’une observation a 1’ceil nu qui consiste a déterminer les paramétres suivants
(Taille, couleur et forme des colonies).
¢ 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 différent
de par la composition de leur paroi, notamment par I'épaisseur du peptidoglycane, ou la présence

d'une membrane externe (Larpent., 1997).

Technique

» La premiere 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
bactéries, 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 et

D’1odure 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

I’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 I’eau distillée. Aprés séchage, on passe a 1’observation

microscopique.
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2.5.2 Criteres physiologiques et biochimiques

+* Test de la catalase

La catalase permet la décomposition de I'eau oxygénée selon la réaction :
2 H,0, —» 2H,0+0,

L‘activité catalasique permet la dégradation de 1‘eau oxygénée en oxygene et en eau. Elle est mise
en évidence en déposant une a deux colonies de l‘isolat de la souche a tester dans une solution
fraiche d‘eau oxygénée a 10 volumes sur une lame. Un dégagement gazeux abondant sous forme de
mousse, traduit la décomposition de 1‘ecau oxygénée (Guiraud., 2003).
Ce test a pour but de différencier les bactéries lactiques (catalase-) des autres bactéries.
¢ Test d’oxydase

Il consiste a prendre une partie d’une colonie pure du milieu MRS ou M17 gélosé et la mettre
en contact avec un disque « Ox ». Le développement d‘une couleur violette signifie que le test est

positif et que 1‘isolat posséde 1°‘enzyme cytochrome oxydase (Kovacs et al., 1995).
+¢ Croissance a différentes températures et thermorésistante

Ce test est important de point de vue taxonomique, car il permet de distinguer les bactéries
lactiques mésophiles des bactéries lactiques thermotolérantes (Leveau et al., 1991).

La croissance bactérienne est évaluée par un trouble en milieu MRS apres 5 jours
d’incubation a 4°C, 15°C, 37°C, 30°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 puis ré-
incubée a 30°C/24h a48h (Guiraud., 2003).
s+ CroissanceapH 4,4/49¢et9/9,6

Ce test a été réalisé sur bouillon MRS, dont le pH est ajusté a pH 4,4 /4,9 et 9/9,6 sont
ensemenceées et incubées a 30°C avec un témoin MRS liquide pendant 5 jours (Guessas et Kihal.,
2006).
La croissance des bactéries est appréciée par 1’apparition d’un trouble dans les tubes ( Rouisset Et
Bensoltane., 2006) .
+¢ Croissance sur le lait bleu de Sherman (1937)

Tester le développement en présence 1% et 3% de bleu de méthyléne. Du lait écremé
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 ensemence 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 méthyléne (Leveau et al., 1991) .

.
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Le bleu de méthyléne tire sa couleur grace a I’oxygene, ce test porte toujours sur le systéme
respiratoire des Lactocoques, car vu que se sont des microaérophiles, ils ne vont utilisés qu’une
partie de I’oxygene présent dans le méthylene (0.1%) et de ce fait la couleur du lait (bleu) virera ver

le blanc. Seul certain espéces sont capable de ce développer (Guiraud., 1998).

+* Test mannitol-mobilité

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 (Guiraud., 2003).

La fermentation du mannitol se traduit par virage de la couleur du milieu du rouge au
jaune. Les bactéries mobiles se déplacent a partir de la ligne d’ensemencement en créant un
trouble dans le milieu, alors que les bactéries immobiles poussent uniquement le long de la

strie d’ensemencement (Gerhardt et al., 1994).

+* Production de dextrane

On utilise le milieu : Mayeau, Sandine et Elliker ., 1962 (la composition du milieu en
annexe). La production du d’extrane 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 des colonies larges, visqueuses et gluantes.

+* Résistance au téllurite

La résistance au téllurite a été recherchée en utilisant la gélose MRS additionné a 0.4 % de
téllurite. Les souches ont été ensemencées par strie sur la surface du milieu, ensuite elles ont été
incubées a 37 °C pendant 24 h. Celles qui donnent des colonies noires apres 1’incubation sont
considérées résistantes aux téllurite (Facklam., 1972).
¢ 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 & hémolyse on dépose 2ml de
cette culture avec 0.5ml de réactif o naphtol a 6%dans I’alcool absolu (VP1) et 0.5ml d’une solution
de soude (NaOH) a 16% dans I’eau distillée (VP2) pour assurer la réaction de Voges-Proskaeur dite
réaction de VP, on agite soigneusement les tubes et on les laisse en contact avec ’air libre pendant
5a 10 min a température ambiante. La production d’acétoine se traduit par I’apparition d’un anneau

rose a la surface du milieu.

¢ Hydrolyse de I’arginine (ADH)

Elle est mise en evidence sur un milieu de Moéller (Moéller., 1955; Harrigan et McCance.,

.
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1976), pour chaque souche isolée ensemencé ; un tube de bouillon Moéller arginine et un tube

témoin (Moéller sans arginine) recouvrir le milicu avec 4 a 5 mm d’huile de paraffine (V/V)
stérilisé. Apres 2 a 6 jours d’incubation a 30°C la culture dans le tube témoin se manifeste par un
virage au jaune dd a l'acidification du milieu (métabolisme du glucose) (Larpent-Gourgaud et al.,
1997; Carr et al., 2002). La dégradation de I’arginine aboutissant a la formation d’ammoniaque est
révelée par alcalinisation du milieu qui devient violet.
+» Type fermentaire

Ce test permet de classer les bactéries en hétérofermentaire ou homofermentaire. 1l est
effectué dans un milieu dépourvu de citrate pour éviter la formation de CO, liée a ce métabolisme
particulier (Dicks et Van Vuuren., 1987). On Ensemence abondamment un tube de 10 ml de
bouillon MRS (sans citrate) ou M17 dans le milieu on introduit une cloche de Durham, le CO,

dégagé par les bactéries hétérofermentaires s’accumule dans la cloche aprés 1’incubation a 30°C

pendant 24 a 48 h.
¢ Type respiratoire

L’étude du type respiratoire des bactéries lactique permet de définir ses rapports avec

I’oxygene (certaines bactéries nécessitent O, d’autres 1’absence d’O).

Pour cela, on utilise un milieu de culture, type gélose MRS .on ensemence un tube de 10 ml

de gélose MRS par la méthode de piqgdre centrale.
La lecture :

» Culture en surface du milieu uniquement Culture uniquement en aérobiose : Souche aérobie
stricte.

» Culture sur toute la hauteur du milieu Culture en aérobiose et anaérobiose : Souche aéero-
anaeérobie facultative.

» Culture dans la profondeur de la gélose, absence de culture en surface Culture en
anaérobiose : Souche anaérobie stricte

» Culture uniquement dans une zone intermédiaire Culture en présence de faible concentration

en dioxygéne : Souche micro-aérophile
+» Fermentation des hydrates de carbones

Il s’agit d’apprécier I’aptitude des souches a métaboliser divers substrats carbonés en

.
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particulier les sucres. Ce test est realisé 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, maltose, fructose, glucose, lactose, saccharose, sucrose, sorbitole).

Les solutions sucrées sont préparées dans 100 ml d’eau distill¢ a raison de 20% des différents
sucres. La croissance est appréciée par le virage de I’indicateur de pH.

Les conditions d’anaérobiose sont assurées par I’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.

+¢ L antibiogramme :

L’antibiogramme des souches est déterminé par la technique standardisée de diffusion
(D’apres le comité de 1’antibiogramme de la société frangaise de microbiologie, 2004) sur milieu
gélosé (MRS gélosé). A partir d’une culture de 18h en milieu liquide MRS (Dalache et al., 2003)
et a I’aide d*“un écouvillon stérile, on a ensemencé toute la surface du milieu. Apres le séchage, on a
déposé les disques des antibiotiques sur les boites (maximum 6 disques sur grande boite de pétri) et
on les a incubé a 37°C pendant 18h a 24h.

Le test est effectué sur milieu MH (Muller et Hinton., 1941).

Nous avons étudié le comportement des 20 souches bactériennes vis-a-vis de 06 antibiotiques
commercialisés .
Les antibiotiques utilisés sont : oxacilline, pénicilline, tétracycline, vancomycine, imipenem et

piperacillin.

Apres incubation a 37°C pendant 24h, des zones d“inhibitions peuvent étre observées autour

de certains disques.

La lecture des résultats consiste a mesurer le diameétre de la zone d“inhibition de croissance
provoquée par I“antibiotique. Nous avons considéré par convention, que pour un diametre inférieur
a 15 mm la souche est résistante (R) a 1“antibiotique et que pour un diamétre supérieur ou égale a

25mm elle est sensible (S) et I’intermédiaire pour diametre superieur al5mm.
+» Etude de ’activité antibactérienne des souches :

Cette etude est réalisée par deux méthodes :

» Meéthode de double couche (méthode de Fleming et al., 1975) :

Pour mettre en évidence les zones d'inhibition, les souches lactiques ont été ensemencées en

.
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touche (a ’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. Apres
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 moelle (0,7%) contenant 0,1 ml d’une culture en
milieu liquide de 18h d’une souche indicatrice (pathogéne), est coulée au-dessus de la premiére

couche de gélose.

La lecture des boites s’effectue apreés 24h d’incubation a 37°C en aérobiose, les souches
présentant une zone transparente sont considérées comme productrices de substances

antimicrobiennes. La taille des zones d’inhibition produites a été mesurée en mm.
» Méthode des puits (méthode de Barefoot et Kaenhammer ; 1983) :

Cette méthode est réalisée sur les bactéries lactiques inhibitrices possédant les plus grande
zones d’inhibition montrant la présence de substances inhibitrices, ces substances 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.

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 (pathogene) et seront remplies
avec 100 pL du surnageant de culture ou d’extrait cellulaire. Les boites de Petri 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 apres 24h d’incubation (Hwanhlem et al., 2011).
2.5.3 Caracteérisation technologique des souches :

+¢ Etude du pouvoir acidifiant des isolats :

L’un des criteres technologiques les plus importants chez les bactéries lactiques, c’est
leur cinétique de production d’acide lactique. L’étude de cette cinétique permet de
différencies ce souches et de les classer selon leurs potentialités a produire de 1’acide
lactiques, qui s’avére le critere de base pour une éventuelle utilisation en industrie.

L’acidification est le role principal des bactéries utilisées comme ferments.

.
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» Mesure de pH :

Les souches lactiques isolées, sont ensemencées dans des tubes contiennent 10ml de

bouillon MRS, et incubées a 30°C durant 18 h. Apres homogénéisation, on vers le contenu de

chaque tube dans des flacons 90ml de bouillon MRS. Puis on les incube & 30°C.

La lecture s’effectuées a différentes périodes d’incubation : Oh, 2h, 4h, 6h et 24h. La mesure

de ph et le dosage s’appliquent de la maniére suivante : On préléve 10ml du flacon, puis on
mesure le ph. (Badis et al., 2004).

Méthode de Fleming et al., 1975

Culture de 18 h des
bactéries lactique

Inoculateur
multipoint

/ Incubation
18 ha 30°C

il

\ 4

—

Inoculation de 4
souche lactique

Culture
bactérienne

@ Incubation 24h

Culture de 18 h des
bactéries lactique

7 ml de
gélose
moelle

Culture de 18 h des
bactéries lactique

o
o

|

hvad

Zones d’inhibition
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Méthode de Barefoot et Kaenhammer ; 1983

Centrifugation
40000 tr a 4°C
pd 15 min

Culture de 18 h des
bactéries lactique

100 pl
7
Surnageant
- Culot

Zone
d’inhibition

37°C

Incubation 24h a

100 pl de surnageant de
la culture bactérienne

Gélose nutritive
contenant la souche
indicatrice

Figure09: Les différentes méthodes utilisées pour la recherche de substances
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1. Isolement

Vingt isolats bactéries ont été isolées sur gélose MRS et M17 a partir du Carotte et
concombre fermentés, seule les bactéries Gram(+) et catalase (-), Oxydase(-), ont été
retenues. C’est t’a dire vingt colonies isolées sont de taille variable, de forme circulaire avec
un pourtour régulier ou irrégulier et de couleur blanche, créemes ont subit une série de

purification pour 1’objet d’une identification phénotypique.

2. Purification :

Aprés incubation, une colonie est prélevée de la surface puis réensemencée dans un bouillon
MRS et M17 a 30C° et 37C°pendant 24 a 48h. Des passages successifs et alternes bouillon
/gélose sont effectuées pour purifier les isolats(fig 10)

Figure 10: Aspect des cultures pures des colonies des bactéries lactiques sur gélose MRS (1)
et gélose M17 solide (2 ) aprés 48h d’incubation a 30°C et 37C°.

E
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3. Identification :

Dans le but de sélectionner uniquement les bactéries lactiques, nous avons procédé a la
veérification des différents aspects :

3.1.Critere morphologique
a. Aspect macroscopique

> Sur milieu solide

L’aspect macroscopique, permet de décrire les colonies obtenues sur milieu solide apres
incubation, les comparant ainsi aux critéres relatifs aux colonies des bactéries lactiques
(contour, taille, pigmentation, aspect...) (Zergoug., 2017). (Tab.5)

Concernant nos isolats testés, nous avons constaté sur milieu solide des colonies de
petite taille d’environ 1 a 3 mm de diametre, de forme circulaire, et de couleur blanc ou
créme, avec une surface lisse (fig.11)

Figurell: Aspect macroscopique des isolats sur milieu MRS (a) et sur milieu M17 (b)

apres 24h d’incubation. Et sous la loupe (c), (d)
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> Sur milieu liquide

Dans le milieu MRS liquide la croissance des bactéries apparait sous forme de
trouble .Et pour une isolat pure cette trouble est concentrée au fon du tube a la recherche des
conditions anaérobiques de ces bactéries avec une zone transparente de 5mm a la surface
milieu liquide (fig.12) (Kihal., 1996 ; Carr et al., 2002) .

Figurel2: Aspect macroscopique des isolats sur MRS(a) et M17 liquide(b)

T : Témoin

48
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Tableau 05: Résumé de 1’observation macroscopique des isolats du carotte et concombre

fermentés

Echantillon | souche forme couleur pourteur aspect viscosité
MRCa | circulaire Creme Régulier Lisse Crémeuse

MRCb | circulaire | Blanchatre Régulier Lisse laiteuse

MRCc | circulaire | Blanchatre Régulier Lisse Gluante
8 MRCd | circulaire Creme Régulier Lisse Crémeuse

§ MRCe | circulaire | Blanchatre Régulier Lisse Gluante

8 Mca circulaire Creme Régulier Lisse Gluante
© MCb circulaire Creme Regulier Lisse Crémeuse
— MCc | circulaire Créme Régulier Lisse Crémeuse
MC, circulaire creme Régulier Lisse Crémeuse

MC, circulaire | Blanchatre Régulier Lisse laiteuse

MK, circulaire Creme Régulier Lisse Gluante

MK, circulaire Creme Régulier Lisse Gluante
@ Mk, circulaire Creme Régulier Lisse Crémeuse
E Mka circulaire | Blanchatre Régulier Lisse Crémeuse
g MRKa | circulaire Creme Régulier Lisse Crémeuse
8 MRKDb | Circulaire Créme Régulier Lisse Crémeuse
8 MRKc | Circulaire Créme Régulier Lisse Crémeuse
3 MRKd | circulaire | Blanchatre Régulier Lisse Crémeuse

MRKe | circulaire Creme Régulier Lisse Gluante
MRKTf | circulaire Creme Régulier Lisse Crémeuse

&
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b. L'aspect microscopique

Les isolats MRCa ,MRCb,MRCd ,Mca, MCh, MCc, MC1,MC2, MK1 ,MK4 ,MKk2,
Mka MRKb,MRKc ,MRKd ,MRKe sont des cocci, par contre, les isolats MRCe, MRCec,
MRKf , MRKa sont des batonnets Gram positif (fig.13) et catalase négative, le mode
d’association varie d’une souche a I’autre. Il est expliqué dans le (Tab.6) ces observations
permettent de classer initialement les isolats selon le Gram, leurs morphologies cellulaires et

leur mode d’association (Zergoug ., 2017).

Figure 13 : Observation microscopique des bacilles (a) et des coques (b)

apres coloration de Gram (G x100).

E




chapitre04 : résultat et discussion

Etude expérimentale

Tableau 06 : criteres morphologiques des isolats

Echantillon | Souche | Forme Mode de regroupement Catalase | Oxydase
MRCa | coque | Isolé + diplocoque _ _
MRCb | coque | Diplocoque + petites chainette _ _
MRCc | bacille | Tétrade + petite chainette _ _
g MRCd | coque | En chainette _ _
E MRCe | bacille | En chainette _ _
S Mca coque | diplocoque _ _
C_IU MChb coque | Diplocoque + Petite chainette _ _
MCc coque | Isolé + diplocoque _ _
MC; coque | Diplocoque + en chainette _ _
MC, coque | Diplocoque + petite chainette _ _
MK coque | En chainette _ _
MK4 coque | Diplocoque + petite chainette _ _
Mk, coque | En paire + petite chainette _ _
D Mka coque | en chainette plus ou moins _ _
E longue
CE) MRKa | bacille | Diplocoque + en chainette _ _
8 MRKb | coque | Isolé + diplocoque _ _
8 MRKc | coque | Diplocoque + en tétrade _ _
i|) MRKd | coque | Diplocoque + en chainette _ _
MRKe | coque | Diplocoque _ _
MRKTf | Bacille | Isolé + petites colonie en

chainette

3.2.Critére physiologique et biochimique

+* Test catalase :

Conformément aux bactéries lactiques, toutes les isolats étudiées ne possédent pas la catalase

+» Test oxydase
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Les résultats de ce test ont révélé que toutes les isolats sont oxydase négatives.
¢ Croissance a différentes températures et thermorésistante

Cette étude Permet de faire la différence entre la flore thermique et mésophile et de

sélectionner les souches thermorésistantes (Badis et al., 2004) .(Tab.7)

Dans cette étude, la majorité des isolats sont signalées mésophiles, elles ne poussent pas a
45°C aprés 05 jours d’incubation sauf les isolats MRCp, MCa, MCec,
MC; MK; MKa ,MRKb ,MRKc .(fig.14)

Figureld : Les résultats de croissance a différent températures et la thermorésistante

TM : Thermoresistante

E
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Tableau 07 : résultat de la Croissance a différentes températures et thermorésistantes

o 2B

S © © 3] (1 o] 3 ED

8 S0 2o 2o 2o € o 5 c 2

8 S S = S < = = © g ©

o 2 & = ﬁ = 8 = c'; = Q < s o

> S S > > o o ©

O O O O o ® £

- = =

MRCa _ + + + _ Meésophile _
MRCb _ + + + _ Meésophile +
MRCc _ + + + _ Meésophile _
MRCd _ _ + + + Thermophiles +
MRCe _ _ + + _ Mésophile _
MCa _ + + + + Thermophiles +
MCb _ _ +_ + _ Mésophile _
MCc ND + + + + Thermophiles ND
MC, _ + + + + Thermophile +
MC, _ _ +_ + _ Mésophile _
MK, _ _ + + _ Mésophile _
MK, _ + + + _ Mésophile +
Mk, _ _ + + + Thermophile _
Mka _ _ + + + Thermophile +
MRKa _ _ + + _ Mésophiles _
MRKb _ _ + + + Thermophile +
MRKc _ _ + + + Thermophile +
MRKd _ _ + + _ Mésophile +
MRKe _ _ + + _ Mésophile +
MRKf _ + + + _ Meésophile _

ND : non détermine /+ : positive /_: négative/
¢+ Croissance a différentes pH 4,4/4,9et9/9,6
Nous avons remarqué que la plus parts les isolats sont capables de croitre sur
milieu MRS liquide a pH 4,4. 4 ,9. 9,6 et 9 (fig.15) sauf
» APH 4.4 MRCy,, MRCqy, MC¢, MRKg
» APH 4,8 MRC4,MRC¢, MC;,MRKp
» APH9 MK2, MRKe, PH 9,6 MRKy,MCa résultats dans le (Tab 6)

=
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Figure 15 : résultats de la croissance a différente Ph
+¢ Test du lait bleu de sherman

Ce test porte toujours sur le systéme respiratoire des Lactocoques, car vu que ce sont
des micro-aérophiles, ils ne vont utilisés qu’une faible partie de I’oxygéne présent dans le bleu
de méthyléne (3 %) et de ce fait la couleur du lait (bleue) ne virera que légérement vers le
blanc et ce contrairement aux entérocoques (aérobies) qui utilisent tout 1’oxygéne du bleu de
méthylene (Larpent et al., 1990).(Tab.8)

La plupart des isolats n’ont coagulé pas le lait et n’ont réduit pas le bleu de méthyléne
pour les deux concentrations (Fig.16) sauf isolats MRCc,Mka ont réduit le bleu de méthyléne

a1 %.et 3 % et isolat MRKb pause seulement a 3%

3
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Figure 16 : les résultats de lait bleu de sherman obtenus aprés ensemencement et incubation

pendent 24h a 30°C.

Tableau 08: croissance a différent Ph et le lait bleu de sherman

Teste Croissance a différent pH Lait bleu de sherman
Code PH: 44 PH: 4.9 PH:9 PH:9,6 1% 3%
MRCa + + + + _ _
MRCb _ + + + \% \Y
MRCc + + + + + +
MRCd _ _ + + _ _
MRCe + + + + _ _
MCa + + + + _ _
MCb + + + + B B
MCc _ _ + + _ _
MC, _ _ + + _ _
MC, + + + + _ _
MK, + + + + _ _
MK, + + + + _ _
Mk, + + _ + _ _
Mka + + + + + +
MRKa + + + + _ _
MRKb + + + + _ +
MRKc + + + + _ _
MRKd + _ + ~ ~ ~
MRKe + + ~ ~ ~ _
MRKF _ + + + ~ _

E
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«* Mannitol mobilité

Toutes les isolats ont été développées sur tout au long de la piqure sans envahissement

du milieu, généralement elles sont immobiles (fig.17)

Figure 17 : Résultats de la mobilité sur milieu mannitol apres incubation 24h a 30°C.
s Type fermentaire

L'utilisation de cloches de Durham dans un milieu liquide contenant du glucose est une
méthode pour la détection de la formation de gaz, et déduire ainsi le type fermentaire
(Schillinger et Lucke ., 1989 Badis et al., 2004).

Ce test nous a permis de différencier les isolats homofermentaires des isolats
hétérofermentaires (Fig.18) présence de gaz dans la cloche de Durham indique un
métabolisme hétérofermentaire (Kihal et al., 1996). Aucune production du gaz (CO2) a partir
de glucose n’a été observée chez les isolats MRCa, MRCh,MRCc,
MC2,MRKc,MRKd,MRKe,MRKf (Tab.9)

E
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Figure 18 : représente les résultats de type fermentaire des isolats

¢ Test de I’Arginine dihydrolase (ADH)

Les bactéries qui fermentent le lactose entrainent une acidification du milieu et une
coloration jaune du milieu en présence de pourpre de bromocrésol (indicateur de pH).
L“enzyme ADH, dont l'action est favorisée en milieu acide, forment des substances alcalines
a partir des acides aminés et l'alcalinisation du milieu ce qui provogue le virage au violet.
Aprés ensemencent de chacun de nos souches sur le milieu Moller. Incuber a 30° C.
(Kheddid et al., 2006).

La plupart des isolats sont ADH négative sauf Mka, MRKa, MRKb, MRKc, MRKd,
MC1. (fig 19)

Figure 19: Résultats de I’hydrolyse d’arginine sur milieu sur milieu Moeller.
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+ La production d’acétoine
La production d’acétoine est testée sur milieu Clark et Lubs (Fil., 1996).

A partir les résultats, on constate que tous nos isolats ne produisent pas I’acétoine sauf les
souches MRCc, Mca, MC1,MRKc, Les résultats obtenus sont présentés dans le(fig.20) et (

Tab.9)

Figure 20 : Résultat de la recherche de 1’acétoine.

+* Production de dextrane

La production de dextrane a partir du saccharose a été observée chez la plupart des
souches de Leuconostoc (Fig.21) Ce caractere permet la distinction entre les sous especes

Ln.mesenteroides subsp mesenteroides, L. mesenteroides subsp dextranicum et les autres

especes.

Figure 21 : Aspect des colonies des bactéries lactiques sur milieu MSE

E
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+* Résistance au téllurite

Les souches résistantes apparient sous forme de colonies noires sur la surface de la
gélose MRS additionné de 0.4% de téllurite de potassium. Ce test permet de sélectionner

Enterococcus faecalis (résistante au téllurite) des autres Enterococcus.

Les résultats obtenus de ce test pour les isolats sont résumé dans le (Tab.9)

Figure 22 : Résultat de Test de résistance au tellurite

< Type respiratoire
Les résultats de ce teste constata que la plus parts des isolats sont aero-anaerobie
facultative.(fig 23)

Figure 23 : Résultat de type respiratoire

E
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Tableau 09 : représentation des résultats des tests physiologique et biochimique

8 3
£ 2 2
= ] =]
- oS IS 3 o
E g 2 & § o £ g
3 £ g% z |z 25 |z 2
3 s z 3 | F €3 = g
MRCa Imm + _ Hétérofermentaires Aeroanaérobie _
facultative
MRCb Imm + _ Homofermentaires + Aeroanaérobie _
facultative
MRCc Imm + _ Homofermentaires _ Aeroanaérobie +
facultative
MRCd Imm _ _ hétéro fermentaires. _ Aeroanaérobie _
facultative
MRCe Imm _ _ hétéro fermentaires. + Aeroanaérobie _
facultative
MCa Imm + _ homofermentaires. + Anaérobie stricts _
MChb Imm _ _ hétéro fermentaires. + Anaérobie stricts _
MCc Imm + _ Homofermentaires + Miroaérophile +
MC, Imm + + hétéro fermentaires _ Aeroanaérobie +
facultative
MC, Imm + _ Homofermentaires + Aeroanaérobie _
facultative
MK, Imm _ _ hétéro fermentaires. + Anaérobie stricts +
MK, Imm _ _ hétéro fermentaires + Aeroanaérobie _
facultative
Mk, Imm + _ hétéro fermentaires _ Aeroanaérobie _
facultative
Mka Imm + + Homofermentaire + Aeroanaérobie _
facultative
MRKa Imm + + Hétérofermentaires _ Anaérobie sticts
MRKb Imm + + Homofermentaire _ Miroaérophile +
MRKc Imm + + Homofermentaires _ Anaérobie stricts +
MRKd Imm + + Homofermentaires _ Anaérobie stricts
MRKe Imm + _ Homofermentaires _ Aeroanaérobie
facultative
MRKf Imm + _ Homofermentaires _ Aeroanaérobie
facultative
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«» Fermentation des hydrates de carbones

L’identification est complétée avec I’étude de la fermentation des hydrates de carbones
par les souches isolées.

La fermentation des sucres par les souches isolées et leur identification ont été
présentées dans le (Tab 10)

L’identification des isolats est basée sur les profils des souches de référence selon les
travaux de :( Devoyod . et Poullain F., 1988 ;Leveau et al., 1991 ; Larpent., 1996 ;
Bjokroth. et Holzapfel ., 2006 ; Teuber et Geis ., 2006 ; Hammes et Hertel., 2006 et
bergey’s manual., 2009.)

Figure 24 : Résultats de fermentation des hydrates de carbure.
T : Témoin. Sac : Saccharose. Mn : mannitol. Lac : lactose. Suc: sucrose.

Sor : Sorbitol. Fru : Fructose
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Tableau 10 : Profils fermentaires des isolats

soushe | Lactose | Fructose | Mannitole | sucrose | Sorbitol | Saccharose
MRCa + + B + + +
MRCb + + + + + +
MRCc _ + + B 3 +
MRCd + + + + _ +
MRCe + + B B + +
MCa + + + + + +
MCb _ + _ + _ +
MCc + + + + + +
MC, + + 3 B 3 +
MC; + + _ + _ +
MK . _ + _ _ +
MK4 + + + B + +
Mk; + + _ _ + _+
Mka + B B + + +
MRKa + + ~ + - n
MRKb + _ + + ~ "
MRKc + + + _ _ +
MRKd 3 + + + 3 +
MRKe + + + + _ +
MRKf + + + +




chapitre04 : résultat et discussion Etude expérimentale

s L’antibiogramme :

L’antibiogramme a été effectué sur 20 souches .On a utilisé 06 antibiotiques, le teste a
éte effectué sur milieu MH.

Apres une culture de 24h, on a mesuré les diametres des auréoles (zones d'inhibition de
croissance de la souche microbienne). Nos isolats lactiques, ont exprimé différentes
résistances vis-a-vis des antibiotiques utilisés, ils ont été pour certains sensibles et pour
d’autres intermédiaires Ces résultats sont représentés dans les (Tab.11)

Tableau 11. : Les résultats de I’antibiogramme des isolats

échantillon | code VA30 PRL100 P10 IPM10 TE30 OX
MRCa 7 15 0 20 22 0
MRCb 9 5 0 14 24 0
MRCc 11 23 7 25 30 9
MRCd 3 10 5 20 25 10
% MRCe 6 20 12 30 33 11
8 Mca 25 13 11 0 0 14
- MCb 8 13 11 25 18 12
MCc 12 22 2 25 30 0
MC, 10 15 6 0 0 0
MC, 9 9 10 0 0 4
MK, 11 10 17 25 20 0
MK, 9 5 9 11 S 0
Mk 0 0 0 0 25 0
) Mka 14 3 13 13 R 8
g MRKa 20 11 13 11 0 11
3
5 MRKDb 13 25 0 17 20 14
§ MRKc 12 16 9 27 27 11
MRKd 15 10 12 9 18 10
MRKe 0 20 11 17 20 9
MRKf 0 17 0 0 0 0
R : Résistante (<15mm) S : Sensible (>25mm) | : Intermédiaire (>15mm)

e
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% Activité antibactérienne

Les souches isolées de la carotte et concombre ont été testées pour leur capacité a
inhiber les bactéries pathogénes Gram négatif et les Gram positif ou nous avons pris comme
exemple type Escherichia coli et Bacillus subtiliss ssp.

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
premiére selection des souches lactiques antibactériennes.

Les résultats de I’interaction obtenue, révélent la présence d’une zone claire au tour des puits
ensemenceés par les souches lactiques de notre collection (fig 25).

La présence d’une zone d’inhibition n’est pas essentiellement due a la production de
bactériocines. Cette inhibition peut avoir plusieurs origines parmi lesquelles, la production
d’acides organiques, de peroxyde d’hydrogeéne, de phages et/ou de bactériocines (Rodriguez
et al., 2009)

Figure 25 : Inhibitions obtenues par les souches isolées
E.Coli : Escherichia coli

Il est bien clair que toutes les souches testées ont montré une activité inhibitrice
contre les bactéries pathogenes (E. coli et Bacillus subtilis ssp). L’inhibition est notée
positive lorsqu’elle est supérieure a Imm (Schillinger et Lucke ., 1989). (Tab.12)
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Tableau 12 : Diamétres des zones d“inhibition (mm) suite a la diffusion sur puits en gélose

3.4Critere technologique :

» Etude de la capacité d’acidification des souches isolées :

Code |Diameétre de la zone d’inhibition en| |[Code [Diameétre de la zone d’inhibition en|
mm mm
E. coli Bacillus subtilis ssp E. coli Bacillus subtilisssp
MRCa 12 11 MK 12 12
MRCb 11 14 MK, 15 11
MRCc 13 15 MK, 18 14
MRCd 10 15 Mka 15 12
MRCe 09 15 MRKa 12 10
MCa 11 09 MRKb 15 16
MCb 07 10 MRKc 13 15
MCc 10 13 MRKd 16 14
MC; 13 11 MRKe 14 13
MC, 15 10 MRKF 12 10

L’activité acidifiante est 1’une des principales fonctions des bactéries lactiques. Les

résultats de suivi de I’activité acidifiante des isolats, sont illustrés par les fig 26 et 27. Les

résultats chiffrés de 1’évolution du ph

Apres deux heures d’incubation, les valeurs de ph varient entre Ph 5.71 et PH 5,88.

Au bout de 24h d’incubation ces valeurs de ph diminuent et se trouvent situées entre PH
4,20 et 4,80 ph.
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Tableau 13 : Les variations de ph des souches isolées, durant 24h d’incubation

La carotte
MRCa | MRCb | MRCc | MRCd | MRCe | MCa | MCb | MCc MC, MC,
To 5,73 5,88 5,73 5,77 5,75 5,71 5,75 5,80 5,65 5,85
Tl 5,64 5,80 5,68 5,70 5,71 5,70 5,70 5,75 5,63 5,83
T2 5,66 5,74 5,67 5,68 5,70 5,68 5,68 5,74 5,60 5,70
T3 5,63 5,70 5,63 5,65 5,67 5,60 5,61 5,70 5,55 5,68
T4 4,50 4,38 4,26 4,41 4,37 4,83 4,59 4,37 4,40 4,47
B 4,43 4,30 4,23 4,39 4,32 4,80 4,53 4,33 4,40 4,45
T6 4,40 4,27 4,20 4,37 4,30 4,77 4,50 4,30 4,40 4,41
Le concombre
MK, MK, MKk, Mka MRKa | MRKb | MRKc | MRKd | MRKe | MRKf
o 5,72 5,10 5,12 5,77 5,70 5,80 5,72 5,74 5,70 5,76
Tl 5,69 5,08 5,10 5,72 5,68 5,72 5,70 5,71 5,67 5,73
T2 5,68 5,06 5,08 5,71 5,68 5,71 5,69 5,72 5,65 5,72
T3 5,62 5,00 5,06 5,70 5,67 5,68 5,67 5,70 5,61 5,62
T4 4,78 4,87 4,90 4,60 4,65 4,52 4,49 4,54 4,43 4,50
B 4,73 4,74 4,86 4,53 4,41 4,50 4,48 4,53 4,41 4,47
T6 4,70 4,70 4,80 4,45 4,40 4,50 4,40 4,50 4,40 4,46

&
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carrote

taux de PH

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
fonction de temps

=@=s50che 1 ==@=souche?2 souche 3 =@=souche 4 ==@=souche5
souche6 e=@==souche/7 e=@==souche 8 e=@=souche9 e=@==souche 10

Figure 26 : Evolution de ph des souches isolées de carotte a différents intervalles de temps.

concombre

5 ~—1\==

taux de PH

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
fonction de temps

e=@=s0uche 1 =@==souche 2 souche 3 ==@=souche 4 ==@=souche5

souche 6 ==@==souche 7 ==@==souche 8 ==@=souche9 e=@==souche 10

Figure 27 : Evolution de ph des souches de concombre isolées a différents intervalles de
temps.
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Discussion

20 isolats des bactéries lactiques ont été isolées du carotte et concombre fermenté. Elles
ont été cultivées et isolées sur milieu MRS et M17. Du fait des exigences nutritionnelles des
bactéries lactiques, les milieux de culture doivent étre trés riches en sucres en matiéres azotées
et surtout en facteurs de croissance. (Pilet et al., 2005)

La présence des divers genres des bactéries lactiques dans la carotte et le concombre
fermenteé était prévisible car les bactéries lactiques ont été trouvées dans la microflore de tous
les végétaux fermentés étudiés.

Les résultats de I’identification de cette étude montrent une présence majoritaire de
coques avec 80%par apport les batonnets et ont été retrouvees a des faible pourcentages 20%
Le méme type de résultats est apporté par (Cherigune., 2008 ; franciosi et al., 2009.). (fig
28)

M les coques M les batonnets

Figure 28 : Répartition des isolats isolés a partir de la carotte et le concombre fermenté
+ ldentification des isolats :
v Les lactoqcue

Les Leuconostoc se rencontrent dans la nature et font partie de la microflore de la
plupart des champs cultivés. On les retrouve souvent sur les plantes et dans divers aliments
comme le lait et les produits laitiers fermentés (fromages, kéfir), les végétaux fermentés (vin,
cidre, olives, choucroute, concombre et la viande) (Wilhem et al., 2012)

Les souches de Leuconostoc développées sur milieu MSE (Mayeux et al., 1962)

forment des colonies brillantes transparentes, gluantes (1 a 5 mm) ne devenant muqueuses
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qu’apres séjour a la température du laboratoire a cause de la production de dextrane (Larpent
et al., 1997), L’observation aprés coloration de Gram, indique qu’il s’agit des coques ovoides
Gram positif en paires ou en chainettes (Novel G., 1993), selon (Garvie., 1986) les corps
cellulaires des Leuconostocs peuvent étre sphériques, mais souvent lenticulaires, surtout
lorsqu'ils sont cultivés sur milieu gélosé. Les Leuconostocs sont hétérofermentaires, ces
souches produisent aussi du CO, a partir du citrate, ne produisent pas I’acétoine, n'hydrolysant
pas l'arginine, développant a 37°C, présence

(Larpentetal., 1997 ; Novel G., 1993 ; Larpent., 1996 ; Ogier et al., 2008 ; Bjokroth et
Holzapfel ., 2006 ; Badis et al., 2004)

A partir de ces tests on trouve que toutes les souches de ce genre appartiennent a I’espéce :

Leuconostoc mesenteroides.

Pour identification: Pour le genre Leuconostoc sont identifiées Leuconostoc
mesenteroides subsp mesenteroides par la dégradation de mannitol, ne Produise pas acétoine
(Larpent ., 1996 ; Devoyod et al., 1988 ; Bjokroth et Holzapfel ., 2006 ; Milliere et al.,
1989) Leuconostoc mesenteroides subsp dixtranicum se distingue aisément de Leuconostoc
mesenteroides subsp mesenteroides parce qu'il ne fermente pas le mannitol, et mesenteroides
subsp cremoris parce qu'il ne produise pas le dextrane et Produise acétoine (Milliere et al.,
1989 ; Badis et al., 2005). leuconostoc lactis ne produise pas ni le dextrane ni acétoine (Badis
et al., 2005)

Les isolats MK1, Leuconostoc mesenteroides subsp cremoris.MK2, Leuconostoc
mesenteroides subsp dixtranicum.MK4, MRCd, leuconostoc lactis. MRCa, Leuconostoc

mesenteroides

Trois autres isolats semblent avoir le phénotypique des entérocoques, car se sont révélés
capable de croitre a 45°C et a PH 9.6 ces bacteries sont aussi capable de survivre apres leur
exposition a 63.5°C pendent 15 min et produisent du NH3 a partir de arginine (14201203)

Pour identification : Pour le genre entérocoques sont identifiées Entérococcus durans
par la dégradation de mannitol, lactose, production de I’acétoine. (Guiraud., 2003) L’isolat

MRKDb, Entérococcus durans

.
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La souche codees MCa caractérisées homofermentaires et capables & se développer a
15°C, a 45°C et a pH 9,6, ADH négative et acétoine négative. Elle fermente le sucrose, le

lactose et le mannitol, identifiée comme étant E. avium (Collins et al., 1987)

La souche MCc se rapproche de I’espece E. mundtii caractérisée par sa capacité de
développement a 45°C. Elle dégrade le sucrose, le lactose et le mannitol. Elle est ADH- et

acetoine+. Selon (collins et al., 1987).

Aspects macroscopiques a montré que les Lactocoques développent sur le milieu M17
de petites colonies a contour régulier de couleur blanchatres, lisses et Iégerement bombées.
Microscopiquement sont des Gram positif, de forme cocci sphérique, associé en paire,
groupées en chainettes plus aux moins longues (Teuber et Geis ., 2006).

Par ailleurs, nous distinguons par nos isolats, des souches typiques et d’autres sont
atypiques car certains de leurs caracteres ne correspondent pas au données rapportées par
(Stiles et Holzapfel., 1997 ;Teuber et Geis ., 2006 ). Selon ces auteurs, les Lactocoques sont
des bactéries homofermentaires, ne poussent pas a 45°C Cependant au cours de cette étude,
nous avons isolé des souches atypiques qui poussent a 45°C méme résultat a été obtenu par
(Franciosi et al., 2009) Des résultats similaires sont été rapportés par (Kacem et al., 2002 ;
Zadi Karam etal.,2006).

Ces souches atypiques résistent aussi a 63°C pendant 30 min (Bensalah ., 2006).
Selon le tablau de Guiraud, 2003. Les souches MKa présentent un développement positif sur
lait bleu de sherman, ADH et Ph 9,6. Et MRKd ne pousse pas sur lait de sharmen, ne
dégrade pas ADH et ne croitre pas a Ph 9,6
Les souches MKa ,MRCb Lactococcus lactis subsp lactis et MRKd Lactococcus lactis subsp

diacetylactis.

En se basant sur le test d’ADH négative, d’actéoine négative, la sensibilité au bleu
de méthylene et le profil fermentaire des sucres qui a été positif avec le lactose, MC, cette

espece est identifiée en tant que Lactococcus piscium

Trois espéces de Pediococcus ont été isolées. L’observation sur microscope révéle

une forme caractéristique de cocci en tétrade. Les trois souches identifiées sont :

.
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La MC1 Pediococcus pentosaceus se differe a la souche de référence de Bergy’s et
manual ; 2009 et Guiraud ; 2003, par la croissance a 45°C, PH 9,6. La MRKc est une
Pediococcus dextrinicus se differe par la fermentation de saccharose. La MRKe

Pediococcus damnosus ne croitre pas a 45°C ni a PH 9,6

Une seul souche de weissella ont été isolées. L’observation sur microscope révele une
forme caractéristique de cocci. (Collins et al ., 1993 ;Bjorkroth et al., 2014) il sont
obligtoirement hétérofermentaire, ADH négative, production dextane négative par contre il
fermente le fructose et le saccharose la souche MCb est classés parmi 1’espéce weissella
paramesenteroides ( Oh et al., 2013 ; Nisiotouet al ., 2014 )

v" Les lactobacilles

Dans cette étude nous avons isolé quatre souches Lactobacillus. D’aprés
I’observation macroscopique faite sur les souches de Lactobacillus développée sur milieu
MRS (Man et al., 1960), on remarqué que les colonies sont colonie irréguliére, de couleur
creme et de 1 & 3 mm de diametre, et 1’observation sous microscope apres coloration de
Gram, indique qu’il s’agit de bacilles apparents Gram positif (Klein et al., 1998;
Axelsson ; 2004; Hammes et Hertel ., 2006).

Selon le tableau de Guiraud 2003. Seul La souche, MRKa est classés dans le groupe
C hétérofermentaire obligatoire par la production de CO2 sur milieu glucosé, ne
développent pas a 45 °C et fermente I’ensemble des sucres testés est classés parmi I’espéce
Lactobacillus brevis. Le reste des lactobacillus sont des homofermentaire qui differe du
précédent par le non production de gaz. Les souches MRKf et MRCe fermenté le lactose et
pas le mannitol sont classés parmi I’espéce Lactobacillus plantarum. La souche MRCc
fermenté le mannitol et pas le lactose est classés parmi I’espéce Lactobacillus casei subsp

casei

< Activité antibactérien :
Les bactéries lactiques métabolisent le lactose en acide lactique, abaissant ainsi le pH et
créant un environnement défavorable au développement des bactéries pathogénes et des

microorganismes d’altération.

.
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Parmi les 20 souches purifiées, nous avons sélectionné que tous les souches ont donné
un effet inhibiteur vis-a-vis les bactéries suivantes : bacillus subtilis et E. coli sur milieu
solide, Par la suite, nous avons recherché 1’effet inhibiteur des souches productrice dans leurs
surnagent de culture, ceci est réalisé par la méthode de diffusion a partir des puits. Nous avons

remarqué que cette activité inhibitrice est présente dans le surnagent.

La zone d’inhibition est en générale plus large lorsque on utilise bacillus subtilis car les
bactéries lactiques sont surtouts actives sur les bactéries pathogenes & Gram positives
(O’sullivan et al., 2002) et que Les bactéries & Gram positives sont généralement plus
sensibles a I’effet bactéricide des bactéries lactiques . Mais pas tous sur les bactéries a Gram
négative (Biswas et al., 1991)

Les souches MK1, Leuconostoc mesenteroides subsp cremoris.MK2, Leuconostoc
mesenteroides subsp dixtranicum.MK4, MRCd, leuconostoc lactis. MRCa, Leuconostoc
mesenteroides présentent une meilleure activité inhibitrice contre les deux bactéries
pathogenes avec un diametre entre 10 et 18 mm

Les souches restes ont également montré une bonne activité inhibitrice contre les bactéries
pathogénes (E. coli et B. subtilis) avec un diamétre entre 7 a 16 mm. Ces résultats indiquent
gue nos bactéries sont capables de synthétiser des substances inhibitrices ayant une activité
antibactérienne.
¢ L antibiogramme

La majorité des bactéries lactiques ont une résistance contre les antibiotiques. Cette
résistance est intrinséque et non transmissible (Klein et al., 1998).

L’antibiogramme a été effectué sur les différentes souches isolées; aprés la mesure des
diamétres des zones d’inhibition de croissance, les résultats montrent que la plupart des
souches sont résistent a la majorité des antibiotiques

Tous les isolats ont montré une résistance totale a 1’oxacillin Pour ce qui est du reste
des antibiotiques utilisé, il a été remarqué également des sensibilités et résistances en passant

par des intermédiaires pour nos isolats.

.
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Tableau : Résultats d’identification des souches de bactéries lactiques isolées.

Echantillon Code de I’isolat | Espeéces identifies
MK Leuconostoc mesenteroides subsp cremoris
MK4 leuconostoc lactis
Le concombre MK; Leuconostoc mesenteroides subsp dixtranicum
MKa Lactococcus lactis subsp diacetylactis.
MRKa Lactobacillus breuvis.
MRKb Entérococcus durans
MRKc Pediococcus dextrinicus
MRKd Lactococcus lactis subsp lactis
MRKe Pediococcus damnosus
MRKf Lactobacillus plantarum.
MRCa Leuconostoc mesenteroides
MRCb Lactococcus lactis subsp lactis
MRCc Lactobacillus casei subsp casei
MRCd leuconostoc lactis.
MRCe Lactobacillus plantarum.
La carotte Mca Entérococcus avium
MChb weissella paramesenteroides
MCc Entérococcus mundtii
MC, Pediococcus pentosaceus
MC, Lactococcus piscium

=
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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 1’inhibition des levures, et des
microorganismes pathogénes, I’amélioration de la qualité nutritionnelle. Ce sont des micro-
organismes de catégorie alimentaire qui jouent un role essentiel dans la fermentation des
matieres premieres notamment végétales d’ou on s’est intéressée, et pour la premiére fois en
Algérie, a : fermenter des légumes trés répandus caractériser ces flores lactiques et évaluer
ces valeurs nutritionnelles.
La recherche des bactéries lactiques présentées dans un produit fermenté est effectuee.
De ce fait, 16 isolats bactériens sont obtenus répondant aux formes coccis et 04 bacilles a
Gram (+) ont été sélectionnés dans ce travail par rapport a leurs aspect macroscopique et
microscopique
Apres isolement, purification et détermination des caractéristiques morphologiques, physiologiques et
biochimiques (identification). Nous avons pu obtenir 20 isolats apparentées a six genres Leuconostoc,
Lactococcus et Lactobacillus,Pediococcus Enterococcus ,Wiessella.
Au cours de ce travail, différentes caractéristiques des souches isolées ont été appréciées et se sont
montrées satisfaisantes pour une utilisation en agro-alimentaire a savoir la thermorésistante, la
production de dextrane sur milieu MSE, la production d’acétoine
La capacité de produire des substances inhibitrices contre des souches pathogénes,
Bacillus subtillus et Escherichia coli a été également déterminé. L’antagonisme a montré
I’effet inhibiteur de nos souches vis-a-vis les souches pathogenes avec des zones d inhibitions
allant de 10 et 18 mm
D’apres les résultats de 1’étude des aptitudes technologiques, nous avons pu déduire
que, méme au sein d’une méme espece, il existe des variations entre les souches autant au
niveau de I’activité¢ acidifiante. Cependant, les souches avaient de bonnes fonctionnalités
technologiques.
Ces observations ouvrent des perspectives futures :
e Application du génie génétique pour 1’identification des souches isolées.
e Reéaliser une culture de légume (carotte et concombre) biologique
e Pousser I’identification des souches a 1’échelle moléculaire
e |l 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

.
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ANNEXES

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

Extrait de levure 590
Extrait de viande 109
Polypeptone 10g
Citrate de sodium 29
Acétate de sodium 59
Glucose 20 ¢
KH2PO4 24
MgSO4 0,25¢
MnSO4 0,05¢g
Agar-Agar 159
Eau distillée 100 ml
PH 6,2

» Autoclavage :120°C/ 20minutes.
2. Milieu M17 (Terzaghi et Sandine, 1975)

Peptone papainique de soja 59
Peptone trypsique de caséine 250
Peptone pepsique de viande 250
Extrait de levure 259
Extrait de viande 50
Glycerophosphate de sodium 199
Sulfate de magnésium 0.25¢g
Acide ascorbique 059
Agar 159
Eau distillée 950ml
oH 7102
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» Autoclavage :120°C/ 20minutes.
3. Milieu MSE (Mayeux, Sandine et Elliker,1962)

Tryptone 209
Gélatine 25¢g
Extrait de levure 59
Saccharose 100 g
Glucose 59
Citrate de sodium 1lg
Azide de sodium 0.075¢
Agar-Agar 15¢

Eau distillée 1000 ml
PH 6,8

» Autoclavage : 120°C/ 20minutes.
4. Clark et Lubs:

Peptone 59
Phosphate dipotassique 59
Glucose 5¢
Eau distillée 950mll

» Laréaction de VogesProskaeur (VP) :

e Ajouter 10gouttes de VP1 et le méme volume de VP2,
e Incliner le tube pour permettre une bonneoxygénation.
e Attendre quelques min a 1heure.

e Réactif VP1 : alpha naphtol (6g) +100ml alcool éthylique & 60%(conserve
en flacon opaque au réfrigérateur). Réactif VP2 : Soude concentrée (ou

depotasse).
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5. Gélose nutritif (GN)

Peptone 50
Extrait de viande 19
Extrait de levure 29
NaCl 5¢
Agar 159
Eau distillée 1000 ml
PH 7

» Autoclavage : durant 15 min a121°C.

6. Milieu de Moéller (Moéller,1955)

Peptone 5¢
Extrait de viande 5¢
Glucose 0,59
Pridaxal 5mg
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 a120°C.

7. 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, 20min.
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8. Lait bleu de Scharmanl1%o

Lait écrémé stérile

09ml

Bleu de méthyléne a 1%

01ml

PH

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

9. Lait bleu de Scharman3%o

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

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

10.Lessucres

Sucre

20g

Eau distillé

100 ml

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

11.Gelose Au Tellurite(Ph=7.1)

Extraitdeviande 10g
Extraitdelevure 039
Peptone 05¢
NaCl 059
Glucose 059
Agar 20g

> Ajouter 50 ml de téllurite de potassium.
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12. EauPhysiologique

Chlorure de sodium 859
Peptone 0,59
Eau distillée 1000 ml
PH 7,0

> Autoclavage 120°C pendant 20minutes.

13. BouillonMRS
Extrait de levure 50
Extrait de viande 109
Peptone 10 g
Acétate de sodium 59
Citrate de sodium 20
Glucose 209
KH2PO4 29
MgSO4 0,259
MnSO4 0,05 g
Eau distillée 1000 ml
pH 6,8

» Autoclavage :120°C, 20min.
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