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Résumé

Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus sont des bactéries lactiques

specifiques du yaourt capables de produire différents métabolites antimicrobiens par la
fermentation des hydrates de carbone.
Ce travail vise a caractériser morphologiquement par des examens microscopiques et
macroscopiques et dénombrer sur milieux MRS et M17 les bactéries lactiques du yaourt Nature
et de tester I’effet inhibiteur des bactéries lactiques du lait et de quatre types différents du
yaourt : DANNONE et SOUMMAM (Acti +, FORT et Nature).

Les résultats de I’étude morphologique et de dénombrement montrent que le yaourt Nature est
riche en bactéries lactiques a Gram positif qui est Lactobacillus bulgaricus qui cultivent sur le
milieu MRS et donne des petites colonies identiques de couleur blanche créme et en
Streptococcus thermophilus qui cultivent sur milieu M17 et donne des colonies rondes ou
lenticulaires de couleur blanche creme. Les streptocoques et les lactobacilles sont présentés a
des proportions variables avec un ratio de 6 : 1.

Les résultats de I’effet inhibiteur de la flore lactique du lait et de quatre yaourts testés montrent
une activité antimicrobienne importante vis-a-vis les bactéries pathogenes a Gram positif
(Staphylococcus aureus et Bacillus sp.) et une activité moderée contre les bactéries a Gram
négatif (Escherichia coli, Pseudomonas sp. et Enterobacter sp.). L’étude de la résistance des
souches pathogenes testées aux différents antibiotiques montre que les bactéries a Gram négatif
sont plus ou moins résistantes aux antibiotiques notamment Enterobacter sp. qui est résistante
a tous les antibiotiques ainsi Streptococcus aureus qui montre une résistance a céfazoline.

Nos résultats ont permis de confirmer I’effet inhibiteur des bactéries lactique du yaourt
vis-a-vis quelques bactéries pathogenes.

Mot clés : Bactéries lactique, lait, yaourt, activité antimicrobienne, effet inhibiteur, bactéries

pathogenes.



Abstract

Lactobacillus bulgaricus and Streptococcus thermophilus are yogurt-specific lactic acid
bacteria capable of producing different antimicrobial metabolites by fermentation of
carbohydrate.

This work aims to characterize morphologically by microscopic and macroscopic examinations
and to count on lysing lactic acid bacteria on MRS and M17 media and to test the inhibitory
effect of lactic acid bacteria of four different types of yogurt: DANNONE and SOUMMAM
(Acti +, FORT and Nature).

The results of the morphological and enumeration study show that Nature yoghurt is rich in
Gram-positive Lactobacillus bulgaricus lactic acid bacteria which grows on MRS medium and
gives small identical colonies of creamy white color and Streptococcus thermophilus which
grows on M17 medium and gives round or lenticular colonies of creamy white color.
Streptococci and lactobacilli are presented in varying proportions with a ratio of 6: 1.

Results of the inhibitory effect of lactic flora of milk and four yoghurts tested showed
significant antimicrobial activity against Gram-positive pathogenic bacteria
(Staphylococcus aureus and Bacillus sp.) And moderate activity against Gram negative
(Escherichia coli, Pseudomonas sp., And Enterobacter sp.). The study of the resistance of
pathogenic strains tested to different antibiotics shows that Gram negative bacteria are more or
less resistant to antibiotics including Enterobacter sp. which is resistant to all antibiotics and
Streptococcus aureus which shows cefazolin resistance Our results have confirmed the
inhibitory effect of yeast lactic acid bacteria on some pathogenic bacteria.

Key words : Lactic acid bacteria, milk, yogurt, antimicrobial activity, inhibitory effect,

pathogenic bacteria.
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Introduction

INTRODUCTION

Les bactéries lactiques ou "bactéries de I’acide lactique", désignent les bactéries produisant
de I’acide lactique par fermentation des hydrates de carbones. [6][7]

Ce sont des micro-organismes de morphologie et de physiologie assez hétérogene qui ont en
commun leurs aptitudes a produire de l'acide lactique en quantité importante a partir du lactose.
[22]

Elles interviennent dans I’industrie laitiere et dans la fermentation de nombreux autres
produits alimentaires. Elles contribuent & la texture, a la saveur des aliments ainsi qu'a la
production de composés aromatiques. La diminution du pH par I’effet acidifiant de ces bactéries
est favorable a la bio conservation des denrées alimentaires. [79]

Le lait est une source importante de protéines de trés bonne qualité, riche en acides aminés
essentiels, ses lipides, caracterisés par rapport aux autres corps gras alimentaires par une forte
proportion d’acides gras a chaine courte. lls véhiculent par ailleurs des quantités appréciables
de cholestérol et de vitamine A ainsi que de faibles quantités de vitamine D et E. [100]

Il est a la fois aliment et boisson a un grand intérét nutritionnel grace a son hétérogénéité.

A partir du lait, on peut obtenu un produit laitier coagulé qui est « Le yaourt » par
fermentation lactique a la chaleur (45°C) grace a l'action des bactéries lactiques spécifiques
Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus et Streptococcus thermophilus.

Les bactéries les plus fréquemment utilisées comme probiotiques sont des Lactobacillus et
des Bifidobacterium. [88]

Etant des probiotiques, elles apportent des bénéfices & 1’hdte en conférant une balance de la
microflore intestinale, et en jouant également un réle important dans la maturation du systeme
immunitaire. [83]

Différentes études ont démontrés le rdle préventif aussi bien que curatif de ces bactéries sur
plusieurs type de diarrhées. [90] D’autre ont cité leur capacité de diminuer les allergies liées
aux aliments grace a leur activité protéolytique. [94] [95]

Ces derniéres années les bactériocines produites par les bactéries lactiques ont attiré une
grande attention due a leur application dans les aliments comme conservateur contre certains
micro-organismes indésirables.

Les propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques fonctionnelles permettent de réduire le

nombre d’autres micro-organismes indésirables dans les produits laitiers. [77]
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L’origine du I’effet inhibiteur des bactéries lactiques peut étre : la production d’acides
organiques ; en effet, les lactobacilles sont connus pour une grande résistance aux pH acides
(jusqu’a un pH voisin de 3,5) contrairement aux autres genres de bactéries lactiques qui sont
plus sensibles. [79] Les bactéries lactiques produisent une autre substance inhibitrice (type
bactériocine) active sur de nombreuses espéces. [87]

Vu que la résistance bactérienne est devenue sans doute un des gros défis que la médecine
moderne doit surmonter. Sachant que les bactéries évoluent beaucoup plus rapidement que le
rythme auquel de nouveaux antibiotiques sont congus, y a-t-il d’autres avenues qui pourraient
étre exploitées pour combattre la résistance bactérienne ? Le but de notre travail est a consiste
a vérifier I’effet inhibiteur des bactéries lactiques vis-a-vis quelques bactéries pathogenes.

Les objectifs de notre travail sont :
La caractérisation morphologique, le dénombrement et I’étude de 1’effet inhibiteur des bactéries
lactiques du lait et du yaourt vis a vis quelques souches des bactéries pathogenes.

Notre manuscrit comporte trois parties en premier la synthese bibliographique ayant pour
but se situer le travail dans son contexte scientifique et une deuxieme presente le matériel et les
différentes méthodes mise en ceuvre afin d’étudier morphologiquement, dénombrer et tester
I’effet inhibiteur des bactéries lactiques du yaourt et une troisieme présente et discute les
résultats obtenus. Enfin cette partie se termine par une conclusion finale et soulignera les

perspectives de ce travail.
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Les bactéries lactiques

l. Historique

Les bactéries lactiques sont des trés anciens micro-organismes dont les ancétres auraient pu
voir le jour il y a trois milliards d’années. Elles seraient donc apparues avant les cyanobactéries
photosynthétiques qui ont transformé 1’atmosphére terrestre ancienne sans oxygéne en
atmosphere aérobie. [1]

Elles ont été utilisées pour la fermentation des aliments depuis 4000 ans. Ce n’est qu’a la fin
du 19éme siecle, époque des grandes découvertes de la microbiologie, que certaines
chercheures ont isolé un streptocoque. [2]

Les bactéries lactiques ont été isolées pour la premiere fois a partir du lait. [3] [4] [5]
La production des cultures de bactéries et I'emploi de ferment se développent au début du 20°™

siécle. [1]

1. Caracteres géneraux

Les bactéries lactiques ou "bactéries de I’acide lactique”, ce terme designe les bactéries
produisant de I’acide lactique par fermentation des hydrates de carbones. [6][7]

Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes organotrophes formant un groupe
hétérogene constitué de cocci et bacilli, le genre Weissella, est le seul genre qui comporte a la
fois des bacilles et des coques. [8][9]

Ces bactéries ont la capacité de fermenter les sucres (glucose, fructose, mannose, galactose,
saccharose et lactose) en acide lactique. [10]

Elles rassemblent un certain nombre de genres qui se caractérisent par la production ; liées a
un meétabolisme exclusivement fermentaire ; de quantités importantes d’acides lactique a partir
des sucres. La fermentation est dite :

e Homolactique si I’acide lactique produit constitue plus de 90% des produits de
fermentation.

e Hétérolactique facultative si elles produisent de 1’acide lactique et de 1’acide acétique.

e Hétérolactique stricte si elles produisent de ’acide lactique, de I’acide acétique ou de
I’éthanol et du CO2. [11] [12] [13] [14]

Bactéries & Gram positif, immobiles, asporulées, catalase et oxydase négative, I’absence de
catalase est caractéristique, mais certaines especes acquierent cette activité sur des milieux

riches en heme, anaérobies ou aérotolerantes et nitrate réductase négative. [15] [16] [17] [18]
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Elles sont protéolytiques, ne liquéfient pas la gélatine, et ne forment pas d’indole ni de
I’hydrogéne sulfureux, ces bactéries sont également incapables de fermenter le glycérol. [19]
[20] [21]

Elles sont généralement mésophiles certaines sont psychrotolérentes ou thermotolérentes,
capables de croitre a des températures comprises entre 10°C et 45°C. [20] [22]

Elles se développent majoritairement & pH compris entre 4 - 4,5 et certaines sont méme actives
a pH = 3,2 — 9,6 et ont des exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminées, les
peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides. Elles peuvent survivre dans des
milieux a faible AW et peuvent aussi résister a 1’éthanol (10 — 15 %) et au CO.. [23] [24]

Leur ADN présente un pourcentage de G+C compris entre 30 et 60 % et une taille du génome
comprise entre 1,8 et 3,3 Mpb. [25] [14]

Les bactéries lactiques utilisées dans 1’alimentation sont considérées comme non pathogenes
et se font attribuer le qualificatif anglo-saxon d’organismes GRAS (Generally Regarded As
Safe). [26] [27]

. Habitat

Grace a leur souplesse d’adaptation physiologique, les bactéries lactiques sont généralement
associées aux habitats riches en nutriments, comme divers produits alimentaires. Elles sont
associées aux produits laitiers, céréaliers et carnés, aux poissons, a la biere, aux vins, aux fruits,
aux légumes marinés, a la choucroute, et aux ensilages. [28] [29]

Les genres principaux de bactéries lactiques associées aux aliments sont Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus et Streptococcus. [30]

Les bactéries lactiques sont présentes a I’état libre dans I’environnement ou vivent en
association avec un hote, tel que I’homme ou I’animal, dans un écosystéme bactérien comme

le tractus gastro-intestinal ou génital des mammiferes. [30]

V. Identification des bactéries lactiques
Généralement, il existe plusieurs criteres pour identifier les bactéries lactiques au niveau
phénotypique : la forme des cellules bactériennes, la température de la croissance, la
fermentation des sucres, les activités physiologiques et biochimiques, la production des
exopolysaccharides. [31]
Schillinger et Lucke ont été les premiers a proposer une clef d’identification des bactéries

lactiques basée sur la comparaison des caractéristiques physiologiques et biochimiques
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typiques des différentes especes. Néanmoins cette clef permettait uniquement d’orienter

I’identification et non une identification précise. [32]

V. Classification des bactéries lactiques

La systématique est en évolution permanente. Il n’y a jamais eu de régles unanimement
reconnues sur la facon dont deux bactéries différentes devraient étre phénotypiquement
classées. Par exemple, quelles caractéristiques sont importantes dans la définition des
sous-especes, des especes et du genre ? La littérature scientifique suit généralement les
recommandations des comités de taxonomie qui opérent sous les auspices de I’Union
internationale de Sociétés Microbiologiques. [33]

Depuis la description du Bacterium lactis (actuellement Lactococcus lactis), la taxonomie
des bactéries lactiques est en évolution permanente. Le nombre de nouvelles especes a
augmenté énormément au cours de ces derniéres années. Les reorganisations effectuées ont
contribué a fusionner des espéces en une seule, ou identifier une espece comme un nouveau
genre. [34]

La premiére classification des bactéries lactiques a éte etablie en 1919 par Orla-Jensen, basée
sur le phénotype (morphologie, biochimie et physiologie). [36]

Les bacteéries lactiques impliquées dans la production des laits fermentés sont distribuées en
plusieurs groupes phénotypiques et génotypiques. Ces groupes sont caractérisés par des
différents besoins nutritionnels, métaboliques et propriétés technologiques. [35]

La composition en acide gras et les constituants de la membrane cellulaire peuvent aussi
étre utilisées pour la classification. [37]

Une autre classification basée sur les différents modéles de fermentation du glucose définit 3
groupes :

* Le groupe | renferme les bactéries réalisant exclusivement I’homofermentation. Ce groupe
comporte majoritairement des Lactobacillus.

* Le groupe Il inclut les bactéries réalisant I’hétérofermentation et regroupe Leuconostoc, les
Oenococcus, les Weissella et quelques especes appartenant au genre Lactobacillus.

« Le groupe Il regroupe quant a lui quelques especes apportant au genre Lactobacillus et la
majorité des espéeces apportant au genre Enterococcus, Lactococcus et streptococcus.

Ce groupe présente une position intermédiaire entre les groupes 1 et 2 réalisant ainsi

I’homofermentation ou I’hétérofermentation selon les conditions environnementales. [38]
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Les études d’hybridation ADN/ADN, puis des structures et des séquences d’ARN
ribosomaux sont aussi devenues depuis quelques années des éléments essentiels permettant
I’identification et ainsi la classification taxonomique des bactéries lactiques. [39] [40] [13] [41]

La nouvelle classification est basée sur ’homologie des séquences de I’ARN ribosomique
(16S) a été établie par Bergey’s manual turst et cité par Amrouche. [42]

Du point de vue phylogénétique, les bactéries lactiques appartiennent & la branche Clostridiale
des bactéries Gram positives. [43]

D’apres Ludwig et al. (2008), Les bactéries lactiques appartenant au phylum Firmicutes et a
la classe des Bacilli sont divisées en trois familles :

Famille des Lactobacillaceae comportant les Lactobacillus, Paralactobacillus et Pediococcus.
Famille des Leuconostocaceae contenant les Leuconostoc, Oenococcus et Weissella.

Famille des Streptococcaceae comprenant les Streptococcus, Lactococcus et Lactovum. [42]

V.1 Les principaux genres des bactéries lactiques
V.1.1 Le genre Lactobacillus

Lactobacillus est le genre principal de la famille des Lactobacillaceae, il contient de
nombreuses especes qui sont des agents de fermentation lactique intervenant dans de
nombreuses industries ou qui sont rencontrées comme contaminants. Il s’agit de bacilles longs
et fins (parfois incurvés) souvent groupés en chaines, immobiles, asporulés, catalase négative,
se développent a un optimum de température situé entre 30 et 40°C. Les lactobacilles ont des
exigences nutritionnelles tres complexes en acides aminés, en vitamines, en acides gras, en
nucléotides, en glucides et en minéraux. [45]

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 ssp. Lactis biovar. diacetylactis produit le
diacétyle. Leur température optimale de croissance est proche de 30°C, capable de se
développer a 10°C mais pas a 45°C. Quelques espéces produisent des exopolysaccharides et
des bactériocines. Elles sont capables de se développer a 3% de bleu de méthyléne et

d‘hydrolyser 1‘arginine. [46]

V.1.2 Le genre Streptococcus
La seule espece de streptocoques qui soit utilisée en technologie alimentaire est

Streptococcus thermophilus. [25]
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Streptococcus thermophilus se différencie par son habitat (lait et produits laitiers) et son
caractere non pathogéne. La résistance a la température, la capacité de croitre a 52°C et le
nombre limité des hydrates de carbones permettent de distinguer les St. thermophilus de la
plupart des autres streptocoques. [47] [12]

Streptococcus thermophilus est un coque a Gram positif, anaérobie facultatif, non mobile.
On le trouve dans les laits fermentés et les fromages. [19] [48]

C’est une bactérie dépourvue d’antigéne du groupe D, thermorésistante, sensible au bleu de
meéthylene (0,1%) et aux antibiotiques. Elle est aussi résistante au chauffage a 60°C pendant
30min. [19]

Elle est isolée exclusivement du lait et des produits laitiers sous forme de coques disposés en
chaines de longueurs variables ou par paire. Sa température optimale de croissance varie entre

40 et 50°C et son métabolisme est du type homofermantaire. [49]

V.1.3 Les genres Leuconostoc, Oenococcus et Weissella

Ils ressemblent les coques lenticulaires en paires ou en chainettes mésophiles, qui possedent
un caracteére hétérofermentaire marqué, avec production d‘acide lactique (isomere D), de CO>
et d‘éthanol. Les caractéristiques telles que 1‘hydrolyse de 1°esculine, la formation de dextrane,
les conditions de croissance, la capacité a croitre a différents pH et température, 1‘assimilation
de citrate et/ou malate permettent la différenciation entre les genres Leuconostoc et Weissella.
[50] [9]

Le développement des Leuconostoc entraine souvent 1‘apparition d‘une viscosité dans le
milieu gréce a la production des exopolysaccharides. Les leuconostoc principalement
Ln. mesenteroides ssp. , Ln. cremoris et Ln. lactis sont utilisés en association avec les
lactocoques dans 1‘industrie laitiére pour produire en plus de 1‘acide lactique et le CO2, des

substances aromatiques telles que le diacétyle et I’acétoine a partir des citrates du lait. [51] [52]

[53]

V.1.4 Le genre Enterococcus

Ce genre regroupe les streptocoques fécaux. Ce sont des commensaux de l‘intestin. Les
especes rencontrées dans 1°‘alimentation sont essentiellement En. faecalis et les espéces proches.
Les entérocoques sont des coques qui peuvent étre mobiles, homofermentaires, généralement

différenciés par la fermentation de 1‘arabinose et le sorbitol, ils croissent entre 10°C et 45°C.
[46] [9]
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V.1.5 Les genres Pediococcus et Tetragenococcus

Les Pediococcus sont des coques homofermentaires dont la particularité est le regroupement
en tétrade. Ils sont mésophiles, le plus souvent incapable d‘utiliser le lactose, et leur
développement nécessite la présence de divers facteurs de croissance. Certaines especes se
distinguent par leur capacité a se développer a des teneurs en sels trés élevées, comme
Pediococcus halophilus, renommé Tetragenococcus halophilus et Tetragenococcus muriaticus
qui tolere jusqu‘a 18% de NaCl. [12]

V.1.6 Le genre Bifidobacterium

Le genre Bifidobacteruim était aussi considéré comme faisant partie du groupe des bactéries
lactiques grace a la similarité de ses proprietés physiologiques et biochimiques et a sa présence
dans le méme habitat écologique, tel que le tube gastro-intestinal. Dans le manuel de Bergey
publié en 1957, les Bifidobacteruim étaient répertoriées comme étant des Lactobacillus bifidum.
Ces microorganismes, considérés souvent comme de véritables bactéries lactiques, sont
phylogéniquement sans rapport avec ces dernieres. [30] [54]

Les Bifidobacterium sont phylogénétiquement proches des actinomycetes alors que les autres
bactéries lactiques sont proches des clostridies. I1 s’agit des bacilles arrangés en chaines ou en
groupes, non-sporulés, immobiles, catalase (-) et non-filamenteux). [52] [55] [56]

Ils sont davantage liés au phylum Actinobacteria (anciennement Actinomyceétes). [54]



Chapitre 1

Les bactéries lactiques

Tableau 1. Principaux genres de bactéries lactiques [57]

Genre Forme de la Type de Configuration de Espéce type
cellule fermentation I'acide lactique
Aerococcus Coques Homofermentaire Ac. viridans
Carnobacterium Bacilles Hétérofermentaire L(+) Cb. divergens
Enterococcus Coques Homofermentaire L(+) FEc. faecalis
Lactobacillus Bacilles Homo ou hétéro- D(-), L(+) ou Lb. delbrueckii
fermentaire DL
Lactococcus Coguss Homofermentaire LY Lc. lacis
Leuconostoc Coques Hétérofermentaire D(-) Ln. mesenteroides
Oenococcus Coques Hérofermentaire D(-) Oe. oeni
Pediococcus Coques Homofermentaire DL ou L(+) Pe. damnosus
Streptococcus Coques Homofermentaire L(+) Sc. salivarius
Tetragenococcus Coquces Homofcrmentaire L(+) Tc. halophilus
Vagococcus Coques ovoides Homofermentaire L(+) Ve. fuvialis
Weisselia  Peuts bacilles ~ Héwrofermentaire DL ouD(-) = We viridescens
rsssnam s
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Figure 1. Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries lactiques et des genres
associés, obtenu par analyse des ARNr 16S. [25]
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VI. Métabolisme

Toute croissance nécessite la production d’énergie et les bactéries lactiques ne font pas
exception a la régle. Parce qu’elles ne possedent pas un systéme respiratoire fonctionnel, elles
doivent obtenir leur énergie par phosphorylation au niveau du substrat. [58] [59]

Toutes les bactéries lactiques possédent un métabolisme fermentaire, leur permettant en
utilisant des sucres fermentescibles, de produire principalement de ’acide lactique mais aussi
d’autres acides organiques (acide acétique, acide formique). [60] [61]

Les sucres peuvent étre des monosaccharides tels que les hexoses (glucose, galactose), des
pentoses (xylose, ribose, arabinose), des sucres alcools (mannitol, sorbitol, xylitol) ou des
dissacharides (lactose, saccharose, cellobiose, maltose, tréhalose). [62]

V1.1 Métabolisme des sucres
La fermentation des sucres s’effectue essentiellement en trois étapes : [58]

e Le transport du sucre a travers la membrane cellulaire ;

e Le catabolisme intracellulaire du sucre ;

e La formation et expulsion extracellulaire des métabolites terminaux.
Le catabolisme des sucres fournit 1’énergie nécessaire a 1’anabolisme sous forme d’ATP et
génerent des coenzymes réduits sous forme de NADH essentiellement. [62]
Deux systéemes de transport actifs des sucres sont présents chez les bactéries lactiques : le
systéeme phosphotransférase phosphoénolpyruvate dépendant (PTS), qui couple le transport et
la phosphorylation du glucide et le systeme perméase énergie dépendant, qui fait penétrer les
glucides sous forme de sucres libres. [63]

Selon le genre ou espéce, les bactéries lactiques utilisent principalement 1’une des deux voies

majeurs du métabolisme des sucre, il s’agit des voies homofermentaires Embden-Meyerhof-

Parnas (EMP) et hétérofermentaire (voies des pentoses-phosphates). [58]

V1.1.1 Voie homofermantaire (EMP) ou la glycolyse

Les bactéries lactiques homofermentaires comprennent les espéces de lactocoques,
pédiocoques, ainsi que certains lactobacilles. [64]
Les bactéries appartenant aux genres Streptococcus et certaines especes de Lactobacillus
comme Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei, Lactobacillus caucasicus, Lactobacillus
lactis et Lactobacillus plantarum et par Thermobacterium yoghurti. [14]

Cette voie conduit dans des conditions optimales de croissance a la production de deux

molécules de lactate et deux molécules d’ATP par molécules de glucose consommée. [64]

10
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Des sucres autres que le glucose peuvent également étre fermentés via cette voie :
monosaccharides, dissacharides, hexitols. Ces microorganismes présentent un métabolisme de
type homolactique lorsque le lactate représente plus de 90% des produits de fermentation. Dans
certaines conditions de croissance (certains sucres, limitation carbone ...etc.), le métabolisme
de ces bactéries se diversifie vers un métabolisme mixte avec production en plus du lactate, de
formiate, de CO>, d’acétate et d’éthanol. [62]

Toutes les bactéries lactiques a I’exception des genres : Leuconostoc, Oenococcus, Weissella
et certaines especes du genre Lactobacillus, entravent la voie de la glycolyse pour dégrader les
hexoses (ex : glucose).

La fructose-1,6-biphosphate aldolase (FBA), est une enzyme clé présente chez toutes les
especes homofermentaires et indispensable au fonctionnement de la voie EMP.

Apreés 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 clivé en
dihydroxyacétone phosphate (DHAP) et glycéraldéhyde phosphate (GAP). Ces deux derniers
sont convertis en pyruvate.

Le pyruvate est dans une derniere étape réduit en acide lactique qui est le produit unique :

c¢’est la fermentation homolactique. [65]

V1.1.2 Voie hétérofermentaire

Les bactéries lactiques qui fermentent le glucose en produisant, en plus de I’acide lactique
(moins de 1.8 moles par mole de glucose), de I’acétate, de 1’éthanol et du CO2 sont dites
hétérofermentaires. [64]

La voie hétérofermentaire, communément appelée voie des pentoses phosphate
(transcétolases) se produit chez les especes appartenant a Lactobacillus, telles que
Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermenti et chez Leuconostoc, telles que Leuconostoc
mesenteroides et Leuconostoc pentosaceus. Ces bactéries dégradent les hexoses avec formation
quasi stoechiométrique d’une molécule d’acide lactique, d’une molécule de CO2 et d’une
molécule d’éthanol. Les sucres a cinq atomes de carbone ou pentoses, peuvent parfois étre
fermentés et donnent alors une molécule d’éthanol et une molécule d’acide lactique. Outre ces
produits, qui représentent plus de 80% des métabolites obtenus, on obtient également de ’acide

acetique et du glycérol. [14]
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V1.1.3 La voie bifide

Il existe aussi une voie de fermentation particuliére au genre Bifidobacterium appelée voie
bifide. Le bilan net de cette voie bifide est 1,0 mole de lactate, 1,5 mole d’acétate et 2,5 moles
d’ATP par mole d’hexose, ce qui est légérement supérieur au rendement de la glycolyse en

terme énergétique. [64]

V1.2 Métabolisme du citrate

L’acide lactique est utilisé par nombreuses espeéces des genres Streptococcus
(Streptococcus thermophilus), Lactococcus (Lc. lactis subsp. lactis biovar diaceylactis),
Enterococcus (Ec. faecium), Pediococcus, Leuconostoc (Ln. lactis, Ln. cremoris) et
Lactobacillus (Lb. plantarum, Lb. cassei). Cependant il ne peut étre dégradé qu’en présence
d’un substrat fermentescible et d’une source d’azote. [11]

Le citrate est transporté a I’intérieur de la cellule grice a un citrate perméase, puis scindé en
acétate et oxaloacétate grace a une citrate lyase. L’oxaloacétate est décarboxylé par la suite en
pyruvate. Le flux du pyruvate provenant du métabolisme est principalement transformé en
lactate via la lactate déshydrogénase afin de réoxyder le NADH + H* produit lors du

catabolisme du glucose. [66]

V1.3 Métabolisme azoté

Les bactéries lactiques sont incapables de synthétiser un certain nombre d’acides aminés pour
lesquels elles sont donc auxotrophes. Ces besoins en acides aminés sont cependant variables
d’une souche a une autre. [67]

Les bactéries lactiques sont incapable de synthétiser plusieurs acides aminés, mais sont
pourtant bien adaptées a un environnement riche en protéines et pauvre en acides aminés libres
; comme le lait ; grace a un systeme protéolytiqgue complexe. [68] [69]

Les bactéries du yaourt doivent dégrader la fraction protéique du lait constituée de caseine et
de protéines sériques, Lactobacillus bulgaricus dégrade la majorité des caséines notamment la
caséine P, les Lactocoques hydrolysent les caséines k et B avant la caséine as. [70]

Le catabolisme des acides aminés est une voie majeure de formation de molécules
aromatiques (alcool, aldéhydes, acides organiques, ...), comme il peut étre une source d’énergie
pour certaines bactéries lactiques en cas de limitation en nutriments. [71]

Dans la plupart des germes de bactéries lactiques (Lactobacilles, Lactocoques), le systéme
protéolytique met en ceuvre une protéase liée a la paroi cellulaire grace aux ions Ca?* qui réalise

la premiere étape de processus de dégradation des protéines, les peptides résultant seront
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hydrolysés en acides aminés par différents peptidases membranaires et cytoplasmiques apres
leur transport dans le cytoplasme. [67]

V1.4 L’activité lipolytique

L'activité lipolytique des bactéries lactiques est importante dans l'industrie laitiére car elle
contribue a la saveur des produits laitiers fermentés. Les bactéries lactiques peuvent effectuer
des réactions de transformation d'acides gras comprenant l'isomérisation, I'hydratation, la
déshydratation et la saturation. Ces activités peuvent étre utilisée dans l'industrie alimentaire et
a des fins probiotiques. Par exemple, la réaction de saturation peut étre utilisée dans la
fabrication d'huiles partiellement hydrogénées. [72]

Cependant, la capacite des bactéries lactiques a décomposer les lipides ou a déshydrater les
acides gras différe largement entre les especes et méme les souches. Les bactéries lactiques ne
sont pas tres lipolytiqgues comparativement a d’autres espeéces bactériennes comme les
Pseudomonas. [73]

Néanmoins, des activités d’hydrolyse d’esters ont été mesurées chez ce groupe de bactéries.
L’estérase de Lactococcus lactis est capable d’hydrolyser la mati¢re grasse du lait une fois que
celle-ci a été préhydrolysée par d’autres lipases ou estérases. [74]

Trois points communs se dégagent pour les estérases de bactéries lactiques :

* Elles hydrolysent préférentiellement des esters comportant des chaines d’acides gras en C4 et
Cé.

* Elles sont inhibées par des inhibiteurs d’enzymes a sérine ce qui permet de les classer dans la
famille des hydrolases possedant une sérine dans leurs site actif.

* Elles sont trés majoritairement décrites comme étant des enzymes localisées a I’intérieur de
la bactérie.

Les estérases sont des enzymes clés dans le développement de la flaveur du produit fermenté.
[58]
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Figure 2 : principales étapes du métabolisme du citrate chez les bactéries lactiques. [66]
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Figure 3 : La voie glycolyse et la voie bifide.
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VIL. Fonctions et effets bénéfiques des bactéries lactiques

La production d’acide lactique est une des principales fonctions des bactéries lactiques en
technologie laitiére, car cet acide organique permet de concentrer et conserver la matiere seche
du lait, en intervenant comme coagulant et antimicrobien. [75]

La présence de bactéries lactiques est responsable de I’acidification du lait et de la maturation
de la creme. [76]

Elles sont principalement utilisées en tant que starter dans les produits alimentaires fermentés
ou elles permettent de développer certaines caractéristiques organoleptiques et d’augmenter la
durée de conservation. [77] [78]

Les bactéries lactiques interviennent dans I’industrie laitiére et dans la fermentation de
nombreux autres produits alimentaires, en contribuant a la texture, a la saveur des aliments et a
la production des composés aromatiques. Ils fermentent les glucides en acide lactique d’ou une
diminution du pH favorable a la bio conservation des denrées alimentaires. [79]

Les bactéries lactiques forment actuellement un groupe d’organismes utilisés pour
I'enrichissement de certains yaourts et laits. [80]

Cette utilisation est due aux effets nutritionnels et thérapeutiques de ces bactéries car elles
enrichissent le milieu ou elles se trouvent en vitamines (B et K), acides aminés, composes
organiques (acide lactique et acétique), enzymes (lactase) et bactériocines responsables de

I'inhibition des bactéries pathogenes. [81]

VI1.1 Bioconservation et la biopréservation

La bioconservation, comme toute autre méthode de conservation doit permettre non
seulement de maitriser la croissance de flores pathogenes ou d’altération, mais également de
préserver les qualités organoleptiques et nutritionnelles du produit tout au long de sa durée de
vie. [82]

Les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation et la bio conservation de
différents aliments ainsi les souches de Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus
sont utilisées pour la production du yaourt, des fromages et des laits fermentés. [83]

Le champ d’application des bactéries lactiques est large et plusieurs de leurs propriétés sont
importantes et influentes sur la qualité finale des produits alimentaires. Il permet d’assurer la
qualité sensorielle des produits et de mieux maitriser le processus de fermentation. [84] [85]

La biopréservation ou bioprotection est une méthode de conservation des aliments faisant

appel a des microorganismes ou des a «composés naturels» en opposition a 1’utilisation de
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conservateurs dits « chimiques ». Cette thématique a fait I’objet de nombreux travaux ces deux
dernieres décennies.
Il existe différentes voies permettant la biopréservation. Ainsi, il est possible d’utiliser des
micro-organismes tels que les bactéries lactiques.
Pour pouvoir utiliser ces bactéries il faut démontrer leur innocuité pour le consommateur et la
qualité des produits alimentaires.
Les modes d’action de cette flore sont vari€s :
e Acidification de I’aliment par production d’acides organiques comme 1’acide lactique
ou ’acide acétique,
e Production de bactériocines comme la pédiocine, la nisine, et divers autres métabolites,
e Compétition vis a vis des nutriments,
e Production de dioxyde de carbone (CO,),

e Production de peroxyde d’hydrogéne (H20,). [82]

VIII. L’intérét des bactéries lactiques sur la santé

L’intérét des bacteéries lactiques en matiére de santé humaine a éte initialement propose au
début du 20°™ siecle, en 1907, par le russe Metchnikoff. [86]

Certaines bactéries lactiques spécifiques sont utilisées comme probiotiques c’est-a-dire des
micro-organismes vivants dont 1’application a I’homme ou a I’animal exercent un effet
bénéfique sur ce dernier par amélioration des propriétés de la flore intestinale. Les especes
couramment utilisées sont Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. johnsonii, Lb.reuteri, Lb. delbruecki
subsp bulgaricus. [87]

Etant des probiotiques, les bactéries lactiques apportent des bénéfices a I’hote en conférant
une balance de la microflore intestinale, et en jouant également un réle important dans la
maturation du systéme immunitaire. [83]

Les bacteéries les plus fréquemment utilisées comme probiotiques sont des Lactobacillus et
des Bifidobacterium. [88]

Les bactéries lactiques utilisées dans 1’alimentation sont consommées quotidiennement et en
grande quantité par des populations tres importantes. Dans les yaourts, par exemple, deux
especes de bactéries lactiques (Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus) sont
présentes a 108-10° germes par gramme. [89]

Différentes études ont démontré le réle préventif aussi bien que curatif de ces bactéries sur

plusieurs type de diarrhées. [90]
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Des études cliniques ont démontré que des infections gastro-intestinales causées par
Helicobacter pylori, la diarrhée du voyageur, diarrhée due aux rotavirus, diarrhée-associée aux
antibiotiqgues comme celle causée par Clostridium difficile, peuvent étre contrecarrées avec
succes par I’utilisation de probiotiques. [91] [92] [93]

D’autre ont cité leur capacité de diminuer les allergies liées aux quelques aliments grace a
leur activité protéolytique. [94] [95]

Les effets bénéfiques potentiels cités sont nombreux et variés. Certains sont maintenant bien
établis tels que l'amélioration de la digestion du lactose et le traitement des désordres
diarrhéiques, d’autres restent encore controversés tels que la diminution du cholestérol sérique
ou encore la réduction de la formation de tumeurs. [89]

Jiang et al., (1996) ont démontré que la consommation de lait contenant des souches de
Bifidobacterium longum réduit les symptémes du mal absorption de lactose chez des sujets
humains suite a une élévation de la sécrétion de - galactosidase.

UEHARA et al. (2006) ont démontré la capacité des souches de Lactobacillus crispatus,
utilisées sous forme de suppositoires pour empécher la colonisation du vagin par les bactéries
pathogenes et de prévenir ainsi les rechutes chez les femmes qui souffrent d’inflammations

fréquentes et répétées de la vessie.

Effet inhibiteur des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques peuvent empécher I'adhésion de plusieurs bactéries pathogénes par la
sécretion d'inhibiteurs d'adhérence. Cette capacité se retrouve chez plusieurs bactéries
lactiques telles que les Lactobacillus, Streptococcus thermophilus et Bifidobactéries. [197]
Les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés antimicrobiennes
tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de carbone, la reutérine,
le diacétyl et les bactériocines. [198] et les composes antifongiques [199]

Certaines souches présentent une activité antibactérienne et ’application de souches lactiques
bactériocinogéniques peut étre considérée comme un outil complémentaire pour prévenir le

développement des bactéries pathogenes. [200]

Les composés antibactériens produits par les bactéries lactiques

Les acides organiques

Les bactéries probiotiques produisent I’acide lactique, 1’acide acétique, I’acide propionique
ainsi qu’une faible quantité d’acide formique, d’acide succinique, et d’éthanol. En général, la

production d’acides organiques permet une acidification du milieu qui peut limiter la
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croissance de certaines bactéries entre autres les bactéries indésirables. Des expositions
prolongées dans un milieu acide peuvent entrainer la mort de plusieurs bactéries, y compris
les ferments lactiques. [201]

Les acides gras

L'activité antimicrobienne des acides gras a été identifiée pendant plusieurs années.

Les acides gras insaturés présentent une activité contre les bactéries & Gram+, et l'activité
antifongique des acides gras dépend de la composition, de la concentration, et du pH du
milieu. [202]

Peroxyde d'hydrogene

Dans les conditions d’aérobiose [29]. En général, les bactéries lactiques sont capables de
transformer ’oxygéne moléculaire (O2) en superoxyde excité (Oz), en peroxyde (H>O2) ou en
eau (H20). Ces réactions sont catalysées par des enzymes spécifiques généralement en
présence d’un substrat a oxyder. Ces enzymes ont €té trouvées chez des souches de
Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc et Pediococcus. L'effet
antimicrobien de H>O, peut résulter de lI'oxydation des groupes sulfydriliques causant la
dénaturation d'un certain nombre d'enzymes, et de la peroxydation des lipides de membrane ;
de ce fait provoque l'augmentation de la perméabilité de la membrane. [203]

Dioxyde de carbone (CO3)

Le mécanisme précis de son action antimicrobienne est toujours inconnu. Il Crée un milieu
anaérobique, qui empéche les décarboxylations enzymatiques, I'accumulation de CO; peut
causer un dysfonctionnement de la perméabilité, il est principalement produit par les bactéries
lactiques hétérofermentaires. [204]

Acétaldéhyde

L'acétaldéhyde empéche la croissance de Staphylococcus aureus, de Salmonella typhimurium
et d°E. coli a une concentration de 10 a 100 ppm dans les produits laitiers. [28]
Bactériocines

Les bactériocines sont des familles de peptides ou protéines 20 a 60 acides aminés.
Synthétisées naturellement par un trés nombre de souches de bactéries lactiques comme
bactéries a Gram positif [17]. La définition qui était la plus acceptée donnée aux bactériocines
est celle de Klaenhammer qui les définit en tant que protéines ou complexes de protéines
ayant une activité bactéricide contre les espéces étroitement liées a la souche productrice.
[205]
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Les bactériocines représentent une large classe de substances antagonistes qui varient
considérablement du point de vue de leur poids moléculaire, de leurs propriétés biochimiques,
de leur spectre d’action et de leur mode d’action. [206]
Cependant, des études récentes ont démontré qu’il existe certaines qui sont actives également
contre des bactéries & Gram négatif. [207]
Les souches les produisant peuvent donc également étre utilisées dans des produits non
fermentés en tant que culture protectrice. Une culture protectrice est une culture antagoniste
ajoutée a un produit alimentaire pour inhiber les bactéries pathogénes et/ou altérantes et ainsi
prolonger sa durée de vie en changeant ses propriétés organoleptiques le moins possible.
[197]

Selon KLAENHAMMER, 1993 [206], les bactériocines sont réparties en trois classes :
Les bactériocines de classe | ou lantibiotiques
Les bactériocines de classe 11 : La classe Il peut étre subdivisée en quatre sous classes llaa lld

Les bactériocines de classe 111

Tableau 15 : Classification des bactériocines de bactéries lactiques. [207]

Classe Sous-catégorie

Classe I : I’antibiotique Type A : molécules linéaires

Type B : molécules globulaires

Classe Il : bactériocines non-modifiées Classe : anti-listeria
thermostables Classe : bactériocines a deux

composants Classe : autres bactériocines

Classe 11 : bactériocines de grande

taille, sensibles a la chaleur.

Classe | « Les lantibiotiques » : peptides de taille inférieure a 5 kDa, stables a la chaleur et qui
contiennent des acides aminés inhabituels soufrés formés post-traditionnellement, c'est-a-dire
la lanthionine, la B-méthyl lanthionine, la déhydrobutyrine et la déhydroalanine. Ils peuvent
étre divisés en deux types : la classe la qui comprend des peptides cationiques hydrophobes
allongés contenant jusqu'a 34 acides aminés et la classe Ib qui comprend les peptides
globulaires chargés négativement ou sans charge nette et contenant jusqu'a 19 acides aminés

Dans cette classe on retrouve la nisine A et Z produites par Lactococcus lactis. [208]
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Nisine Mersacidine

Figure 2 : Séquence et structure de lantibiotiques de type A (Nisine), B (Mersacidine) et d‘un

lantibiotique « two-peptides » (Lacticine 3147 Al et A2). [209] [210]

Classe Il :

Peptides de taille inferieure a 10 kDa, stables a la chaleur, ne contenant pas d'acides aminés
modifiés. Cependant elles sont généralement synthétisées sous forme d“un prépeptide qui sera
matureé lors de son excrétion dans le milieu extracellulaire.

Le mécanisme d’action supposé des bactériocines de classe I1a est ’interaction de la
bactériocine avec la membrane ou un récepteur, la mannose perméase, pour ensuite former un
pore dans la membrane de la cellule ce qui induit la perméabilisation de la membrane et la
mort de la cellule. [211]

Les bactériocines de classe 11b ont en général un spectre d'action inhibant une large gamme de
bactéries Gram+. Elles forment des pores et rendent la membrane perméable a différentes
petites molécules, des cations monovalents ou des anions, ce qui dissipe une ou les deux
composantes de la force proton motrice. Les ions transportés sont spécifiques de la
bactériocine. [206]

Classe 111

Ce sont des bactériocines a haute poids moléculaire (de taille >a 10 kDa).

Elles sont sensibles a la chaleur (inactivées entre 10 a 15 min. a 60- 100°C). [212] Le mode
d’action de ces bactériocines differe compleétement des bactériocines des autres classes. En
effet, ’entérolysine A, la zoocine A et la milléricine B agissent par I’hydrolyse des liens
peptidiques des peptidoglycanes des cellules sensibles. La zoocine A a un spectre d’action
étroit alors que I’entérolysine A et la milléricine B ont un spectre d’action large.

L’helvéticine J a un mode d’action bactéricide. [213]
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Le lait
I. Définition du lait

La dénomination du lait a été définie en 1908 cours du congres international de la répression
des fraudes a GENEVE comme étant « le produit intégral de la traite totale et ininterrompue
d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée. Le lait doit étre recueilli
proprement et ne doit pas contenir de colostrum ». [99]
Selon Le code FAO/OMS « la dénomination lait est réservée exclusivement au produit de la
sécrétion mammaire normale obtenue par une ou plusieurs traites sans addition ou soustraction.
Le lait, a la fois aliment et boisson a un grand intérét nutritionnel grace a son hétérogénéité.

[100] [101]

I1. Composition du lait
II.1 L’eau

L’eau est un élément quantitativement le plus important, elle représente environ 9 /10 (81 a
87%) du lait. Le lait est riche en eau : 1/2 litre de lait apporte 450 ml d’eau. Il participe donc a
la couverture des besoins hydriques de ’organisme. [137] [102]
I1.2 Matiére grasse

Elle se présente sous forme de globules gras d’un diameétre variant entre 0,1 et 15 microns,
ses dimension dépendent de la race de ’animale et de son régime alimentaire, on constate une
albumine absorbée sur une sous couche de lécithine. La complexité des matic¢res grasses du lait
est plus grande car celles—ci comprennent outre triglycérides, du cholestérol, des esters du
cholestérol, des phospholipides ....etc. [103]
I1.3 Protéines

Elles constituent avec les sels la partie la plus complexe du lait. Leur importance tient a
plusieurs raisons :quatriéme groupe de substances par son abondance apres I’eau le lactose et
les matieres grasses. [104]
On distingue deux grands groupes de protéines dans le lait : les caséines et les protéines. [99]
Les caséines ont une teneur de 27 g / | : elles se répartissent sous forme micellaire de
phosphocaséinate de calcium et elles sont facilement dégradées par toutes les enzymes
protéolytiques.
Les protéines solubles du lactosérum se répartissent, entre [ 104] :
Les albumines : - lactoglobuline : 3g
Lactalbumine : 1,2 g

Sérum albumine : 0,4 g
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Les globulines : Immunoglobulines : 0,7 g
Lacto-transferine : 0,3 g [104]
I1.4 Matiéres azotées non protéiques (ANP)

Il représente chez la vache 5% de I’azote total du lait, il est essentiellement constitué par
I'urée (33 a 79% de I’azote non protéique du lait). On y trouve également et par ordre
d’importance les acides aminés, 1’acide urique, ’lammoniac, la créatinine .1l y a une corrélation
étroite entre la teneur en urée du lait et celle du sang. [106]

IL.5 I’hydrate de carbone

Le lactose, ou I’hydrate de carbone, le plus important du lait puisqu’il constitue environ 40%
des solides totaux. D’autres glucides peuvent étre présents en faible quantité, comme le glucose
et le galactose qui proviendraient de 1’hydrolyse du lactose. [63]

I1.6 Minéraux

La quantité des minéraux contenue dans le lait aprés incinération varie de 0,60 a 0,90 %, ils
prennent plusieurs formes : ce sont le plus souvent des sels, des bases, des acides. [107]

Les minéraux du lait se trouvent sous deux formes principales, surtout sous forme de sels
ionisés et solubles dans le sérum et sous forme micellaire insoluble. Les éléments basiques
majeurs comme le calcium, le potassium, le magnésium et le sodium forment des sels avec les
constituants acides que sont les protéines, les citrates, les phosphates et les chlorures. En outre,
le calcium, le magnésium, les citrates et les phosphates se trouvent sous forme colloidale dans

les micelles de caséines. [107]

Tableau 2 : Composition du lait en minéraux [107]

Minéraux Teneur (mg /kg) Minéraux Teneur (mg/kg)
Sodium (Na) 445 Calcium (Ca) 1180
Magnésium (Mg) 105 Fer (Fe) 0,50
Phosphore (P) 896 Cuivre (Cu) 0,10
Chlore (Cl) 958 Zinc (Zn) 3,80
Potassium (K) 1500 lode (I) 0,28
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I1.7 Vitamines

Les laits et ses dérivés sont des sources notables en vitamines A, B12, B2, dans une
moindre mesure en vitamines B1, B6, PP.

En revanche ils ne contiennent que peu de vitamines E, acide folique et biotine. Les
vitamines sont classées en deux grandes catégories :
-Les vitamines liposolubles associées a la matiére grasse.

-Les vitamines hydrosolubles de la phase aqueuse du lait. [98]

Tableau 3 : teneur moyenne des principales vitamines du lait. [108]

Vitamines Teneur moyenne

Vitamine liposolubles :

Vitamine A (+ Caroténes) 40 ug /100ml
Vitamine D 2,4 ug/100ml
Vitamine E 100 ug/100ml
Vitamine K 5 ug/100ml

Vitamine hydrosolubles :

Vitamine C (acide ascorbique) 2 mg/100ml

Vitamine B1 (thiamine)
Vitamine B2 (riboflavine)
Vitamine B6 (pyridoxine)

Vitamine B12 (cyanocobalamine)

45 ug/100ml
175ug/100ml
50 ug/100ml

0,45 ug/100ml

Niacine et niacinamide 90 ug/100ml
Acide pantothénique 350 ug/100ml
Acide folique 5,5 ug/100ml
Vitamine H (biotine) 3,5 ug/100ml
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I1.8 Enzymes

Environ 60 enzymes principales ont été répertoriées dans le lait, Les enzymes : Lipase,
protéase, phosphatase alcaline, xanthine —oxydase, lactoperoxydases. [105]
Elles pouvent jouer un rdle trés important soit par la lyse des constituants originaux du lait soit
assurant un rdle antibactérien (protection au lait), soit des indicateurs de qualité hygiénique, de
traitement thermique et d’espece [98]. Les deux principaux facteurs qui influent sur I’activité

enzymatique sont le pH et la température. [109]

Tableau 4 : Caractéristique des principaux enzymes du lait. [109]

Activité
maximale
Groupe Classe d’enzymes pH Température substrat
d’enzymes (°C)
Estérases
-Lipases 8.5 Triglycérides
-Phosphatase 9-10 37
alcaline Esters
Hydrolases -Phosphatase acide | 4.0-5.2 Phosphoriques
Protéases 7.5 37 Parois cellulaires
-Lysozymes 8 microbiennes
-Plasmine Caseine
Déshydrogénas Sulphydryle 7 37 Protéines
es ou oxydases oxydase 8.3 peptidiques
Xantine oxydase Bases buriques
Oxygénases Lactoperoxydase | 6.8 20 Composés
catalase 7 réducteurs+H,0>
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I11.  Caractéristiques organoleptiques et physico-chimiques du lait
IIL.1 Caractéristiques organoleptiques
I11.1.1 Couleur
Le lait est un liquide blanc mat, opaque a cause des micelles de caséinates, ou parfois bleuté

ou jaunatres du fait du B caroténe ou de la lactoflavine contenue dans la matiére grasse. [110]
I11.1.2 Odeur

Elle est toujours faible et variable en fonction de ’alimentation de la femelle productrice.
Le lait n’as pas d’odeur propre, il s’en charge facilement au contact de récipients mal odorants,
mal lavés. C’est surtout la matiere grasse qui réalise fortement ces fixations. Lors de
I’acidification du lait L’odeur devient aigrelette sous I'influence de la formation d’acide
lactique. [111]
I11.1.3 Saveur

La saveur normale d’un bon lait est agréable et légerement sucré, ce qui est principalement
due a la présence de matiere grasse, la saveur du lait se compose de son gott et de son odeur.
[112]
I11.1.4 Viscosité
Elle est fonction de I’espece, on distingue :
-Un lait visqueux chez les monogastriques (jument, anesse et carnivores).On parle de lait
albumineux.
-Un lait moins visqueux chez les herbivores (lait de brebis plus visqueux que celui de la vache),

le lait est dit caséineux. [113]

I11.2 Caractéristiques physico-chimiques
I11.2.1 Densité

Le poids d’une substance par unité du volume est la masse volumique, tandis que la densité
est le rapport de la masse volumique avec celle de I’eau. Etant donné que la masse volumique
de toute substance varie avec la température.

La densité du lait a 15°C est en moyenne 1,032 (1,028-1,035). Elle est la résultante de la
densité de chacun des constituants du lait et aussi donnée que la matiere grasse est le seul
constituant qui posséde une densité inferieur de 1. [114]

II1.2.2 Acidité

Normalement ’acidité du lait et proche de la neutralité (pH = 7). 1l est légerement acide et

son pH varie normalement de 6,6 a 6,8. Cependant, lorsque le lait n’est pas refroidi rapidement

a 4°C apres la traite, les bactéries lactiques y croissent rapidement. Ces bactéries produisent
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I’acide lactique qui diminue le pH (augmente I’acidité¢) du lait. Lorsque I’acidité est
suffisamment forte a température ambiante (un pH inférieur a 4,7) la caséine du lait coagule. Si
la température est plus élevée, la coagulation de la caséine du lait se produit en présence de
moins d’acide (un pH plus éleve). [115]
I11.2.3 Stabilité a la chaleur

Le lait frais peut maintenir sa structure normale lorsqu’il est exposé a de courtes périodes de
chaleur intensive. Cependant, I’exposition prolongée a la chaleur dégrade la structure des
micelles de caséines et modifie la structure du lactose qui tend a réagir avec les protéines. La
stabilité a la chaleur peut donc indiquer la qualité d’un lait. Un lait acide se déstabilise plus
rapidement a la chaleur qu’un lait normal. [115]
I11.2.4 Ecrémage du lait

Quelle que soit I'utilisation de la matiére grasse, celle-ci est d’abord séparée du lait au
cours de I’opération d’écrémage qui donne deux catégories de créme :
-Créme de consommation : Utilisée directement, notamment en cuisine, patisserie et dans la
préparation des créeme glacées,...etc.

-Créme de transformation : Destinée a la fabrication du beurre et d’autres produits. [110]

IV.  Microbiologie du lait

Le lait, méme provenant d’une traite effectuée dans des conditions de propreté et d’hygiene
normale renferme de nombreux germes dont le développement rapide est assuré par sa
température a la sortie de la mamelle (35°C) ainsi que par sa richesse en eau et en glucides.
Les micro-organismes du lait sont répartis selon leur importance en deux grandes classes : la
flore indigéne ou originale et la flore de contamination, cette derni¢re est subdivisée en deux
classes : la flore d’altération et la flore pathogene. [101][114]
IV.1 Flore indigéne

Le lait contient peu de micro-organismes lorsqu’il est prélevé dans des bonnes conditions a
partir d’un animal sain (moins de 10* germes /ml). [116]

Cette flore se définit comme I’ensemble des micro-organismes qui se retrouvent dans le lait
a la sortie du pis, il devrait contenir moins de 5000 UFC/ml, les principales flores sont
Micrococcus 30-90 %, Lactobacillus 10-30 %, Streptococcus et Lactococcus < 10%. [104]
IV.2 Flore de contamination

La flore de contamination est I’ensemble des micro-organismes dans le lait de la récolte
jusqu’a la consommation. Elle se compose d’une flore d’altération et d’une flore pathogéne.

[117]
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IV.2.1 Flore d’altération
Elles sont des especes bactériennes du lait cru capables de dégrader le lactose, les protéines
ou les lipides de cette matic¢re premicre. [118]

Les principaux genres identifiés comme flore d’altération sont Pseudomonas sp, Proteus sp,
les coliformes, soit principalement Escherichia, Enterobacter, les Bacillus sp, et Clostridium,
certains levures et moisissures, ils causeront des défauts sensoriels de gott, d’aromes. [117]
IV.2.2 Flore pathogéne

Parmi les bactéries pathogenes pouvant étre retrouvées dans le lait, certaines ont peu de
chance de se développer (Bacille de koch, Campylobacter feetus et Salmonella).
D’autre peuvent se multiplier, c’est le cas des bactéries mésophiles : E. coli et

Staphylococcus aureus. [42]
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Le yaourt
l. Définition de yaourt
Le yaourt est un produit laitier coagulé obtenu par fermentation lactique grace a l'action de
Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus et Streptococcus thermophilus a partir du lait
(pasteurisé, concentré, partiellement écrémé enrichi en extrait sec). [135]

1. Fabrication du Yaourt

Le lait est standardisé au taux de matiére grasse requis pour le produit fini et peut étre enrichi
en extrait sec laitier.

Il est homogénéise pour favoriser la dispersion de la matiére grasse et traité a 90°C pendant
quelques minutes. Ce traitement thermique entraine notamment la destruction de germes
pathogenes, l'inactivation des enzymes, la fixation de la plus grande partie des protéines so-
lubles sur les molécules de caséine.

Le lait est ensuite refroidi pour atteindre la tempeérature optimale de fermentation (vers 45°C).
L'ensemencement (taux de 1 a 5 %) se fait le plus souvent a partir d'un levain déja préparé en
Cuve.

La fermentation se fait en 2 a 3 heures : pour les yaourts fermes, le lait ensemence est direc-
tement mis en pots ; dés formation du caillé, ceux-ci sont stockes a 4°C, de fagon a stopper
I'acidification ; pour les yaourts brassés, le lait ensemencé fermente en tanks ou il sera brassé
en fin de fermentation. Le mélange est ensuite refroidi puis mis en pot et stocké a 4°C.
Suivant le type de yaourt, I'adjonction de fruits, de sucres, d'édulcorants et d'ardmes se fait avant

ou apres fermentation. [136]
I1l.  Composition de yaourt

Le yaourt différe d’un type a un autre selon la composition en : protéine, lipide, glucide,

calcium, sodium, potassium et phosphore. [119]
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Tableau 5 : la teneur moyenne pour 100 grammes de produit. [120]

Teneur moyenne pour 100 gramme de produit Valeur
énergétique

protéine | lipide | Glucide | calcium sodium | Potassium | phosphore KJ
Yaourt 4,15
nature 1,2 5,2 174 57 210 114 201
Yaourt 3,2 3,2 12 140 50 190 106 372

aromatisé

Yaourt 4,3 1,8 52 165 40 205 115 230
brassé

IIL.1 Les glucides

La fermentation du lait conduit principalement a la baisse de la teneur en lactose de 20 a 30%
apres €tre de ’ordre de 4,5g pour 100 g, pour cela, la dégradation du lactose sous I’action de
B-galactosidase ou lactase conduit a la formation de glucose, galactose. [121]

I11.2 Les protéines

Les bactéries lactiques produisent des enzymes qui hydrolysent partiellement les protéines
du lait, de plus leur équilibre en acides aminés est excellent, ce qui leur confére une bonne
valeur biologique. [121]

III. 3 Les lipides

Il existe une hydrolyse trés modérée des triglycérides pendent la fermentation du yaourt qui
n’a pas d’incidence nutritionnelle observable [122].

I11. 4 Les minéraux

C’est surtout la richesse en calcium du yaourt et du lait fermentés qui est essentielle.
La poudre de lait ajoutée lors de la fabrication du yaourt augmente en effet la teneur en calcium
essentiellement par rapport au lait d’origine.

Un pot de yaourt de 125 g apport 180 a 200 mg de calcium. [121]
I1I. 5 Les vitamines

La composition des vitamines du yaourt dépend principalement de celle du lait utilisé de

plus, elle sera modulée au cours de la fermentation par les bactéries lactiques.

La composition en vitamines varie en fonction de leur teneur dans le lait utilisé (entier ou
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partiellement écrémé) par contre les vitamines du groupe B présente en quantités intéressantes

proviennent du lait utilisé. [123]

IV.  Caractéristiques physico-chimiques du yaourt
IV.1 Lacidité titrable
L’acidité normale du yaourt est comprise entre 75 et 100° D.
IV.2 Texture
La texture est influencée par deux majeurs problémes :
Manque de fermeté : un des défauts qui peut étre dii a un lait de mauvaise qualité (forte
compétition bactérienne, présence d’inhibiteurs, produits de lavage, bactériophages), a une
faible teneur en protéines lors de la standardisation, a une mauvaise activité des ferments filants
ou a un brassage du gel avant la fin de la coagulation.
Caill¢ trop fermenté : ce défaut peut étre dii a une teneur trop élevée en protéines, en stabilisants
ou a un mauvais choix du stabilisant.
IV.3 L’aspect
On constate la présence de :
Synérese : ce défaut est dii a un traitement (homogénéisation et traitement thermique) inadéquat
entralnant une mauvaise ouverture de la structure et un manque en groupements hydrophiles,
ou encore a une sur acidification (débalancement des souches, température trop ¢élevée, taux
d’inoculation trop élevée, qualité du ferment).
Mousse a la surface : Ce défaut est dii a 'usage d’une pression trop forte au cours de
I’homogénéisation ou a une contamination du lait par des micro-organismes gazogenes

(bactéries lactiques hétéro -fermentaires, coliformes ou levures).

V. Microbiologie du yaourt

V.1 La microflore originale
V.1.1 Streptococcus thermophilus

C’est une coque a Gram positif, anaérobie facultatif, non mobile, on le trouve dans les laits
fermentés et les fromages. [124] [48] C’est une bactérie dépourvue d’antigene du groupe D,
thermorésistante, sensible au bleu de méthyléne (0,1%) et aux antibiotiques. Elle est aussi
résistante au chauffage a 60°C pendant 30 minutes [124]. Elle est isolée exclusivement du lait
et des produits laitiers sous forme de coques disposés en chaines de longueurs variables ou par
paires. Sa température optimale de croissances varie entre 40 et 50°C Et son métabolisme est

du type homofermentaire. [125].
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Le role principal de St. thermophilus est la fermentation du lactose du lait en acide lactique.
En plus de son pouvoir acidifiant, elle est responsable de la texture dans les laits fermentés.
Elle augmente la viscosité du lait par production de polysaccharides (composés de galactose,

glucose, ainsi que de petites quantités de rhamnose, arabinose et de mannose). [126]

V.1.2 Lactobacillus bulgaricus

Lactobacillus bulgaricus est un bacille Gram positif, immobile, asporulé, microaérophile.
Il est isolé sous forme de batonnets ou de chainettes. 11 possede un métabolisme strictement
fermentaire avec production exclusive d’acide lactique comme principal produit final a partir
des hexoses de sucres par voie d’Embden Meyerhof. Il est incapable de fermenter les pentoses.
Lb. bulgaricus est une bactérie thermophile, trés exigeante en calcium et en magnésium et sa
température optimale de croissance est d’environ de 42°C. Cette bactérie a un rdle essentiel
dans le développement des qualités organoleptiques et hygiénique du yaourt. [127]
Ces deux bactéries lactiques tolérent de petites quantités d’oxygene. Ceci peut Etre
probablement reli¢ au peroxyde d’hydrogéne (H20:2) qui est produit dans les cellules en
présence d’air. Le systeme le plus efficace pour éliminer le peroxyde d’hydrogeéne est
I’utilisation d’une enzyme, la catalase, dont les bactéries lactiques sont déficientes. Ces
derni€res possédent plutot une peroxydase (pseudo catalase) qui est moins efficace que la
catalase. Comme les bactéries lactiques n’¢liminent pas facilement le peroxyde, elles sont dites

microaérophiles. [128]

V.2 La flore d’altération et pathogéne du yaourt
V.2.1 La flore totale aérobie mésophile

Il s’agit de I’ensemble des micro-organismes (pathogene ou d’altération vari€s) capables de
se multiplier en aérobiose a des températures optimales de croissance comprises entre 20°C et
45°C. Le dénombrement de la flore totale aérobie mésophile reste la meilleure méthode
permettant d’estimer 1’indice de salubrité et de qualité des aliments dans le contrdle industriel.
Un aliment dont la flore totale est trop élevée montrera de mauvaises conditions de conservation

et sera considéré comme impropre a la consommation. [129]
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V.2.2 Les coliformes totaux et fécaux

Selon la norme ISO 4831 de Juillet 1991, le terme coliforme correspond a des
micro-organismes en batonnets, non sporulés, Gram négatif, oxydase négative, aéro-anaérobies
facultatives. Leur température de croissance est de 37°C.

On entend par le terme "coliformes thermotolérants" (coliformes fécaux), ’ensemble des
coliformes fermentant le lactose avec production de gaz a 44°C. Ils sont des micro-organismes
indicateurs d’une pollution d’origine fécale humaine ou animale. [130]

V.2.3 Staphylococcus aureus

Les bactéries du genre Staphylococcus appartiennent a la famille des Staphylococcaceae,
elles sont des coques a Gram positif, immobiles, non sporulés, catalase positive et oxydase
négative, leur température optimale de croissance est de 37°C. L'espece Staphylococcus aureus
doit étre recherchée dans la majorit¢ des produits laitiers. Le pouvoir pathogeéne de
Staphylococcus aureus est dii a des toxines (hémolysine, leucocidines et entérotoxines) causant
des intoxications alimentaires. Donc leur recherche permet de savoir si le produit alimentaire
présente un risque ou non pour le consommateur. [131][132][116]

V.2.4 Les Salmonelles

Le genre Salmonella, qui appartient a la famille des Enterobacteriaceae est caractérisé par
des bacilles a coloration de Gram négative, non sporulé, la plupart du temps doués d'une
mobilité grace a des flagelles péritriches (a I'exception de Salmonella gallinarum). Ils sont
acéro-anaérobies facultatifs, fermentent le glucose en acide et produisent du gaz a partir du
glucose (sauf Salmonella typhi), elles sont catalase positive et oxydase négative. Elles
provoquent des toxi-infections alimentaires, elles sont responsables des salmonelloses. [132]
V.2.5 Clostridium sulfito-réducteurs

Ils font partie de la famille des Clostridiaceae, Gram positif anaérobies stricts et catalase
négative, leur présence dans l'aliment est un indicateur de contamination fécale
éventuellement ancienne. Leur présence dans les produits laitiers cause des intoxications
alimentaires. [130]

V.2.6 Les levures et moisissures
La présence de levures a la surface des yaourts sont l'indice d'une pollution qui déprécie

l'aspect et le gotit des produits. [134]
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l. Présentation du lieu de travail
Notre travail a été effectué au niveau de laboratoire de zoologie de la faculté des sciences
de la nature et de la vie de I’Université freres Mentouri- Constantine, dans lesquels nous avons :
-Caractériser morphologiquement et dénombrer les bactéries lactiqgues du yaourt.
-Tester I’effet inhibiteur des bactéries lactiques de quatre marques du yaourt vis-a-vis quelques
souches des bactéries pathogenes.
Il.  Matériels
1.1 Matériels biologiques
11.1.1 Produits laitiers
11.1.1.1 Yaourt
» Echantillonnage de yaourt

Pour I’étude des bactéries du yaourt, nous avons choisi quatre échantillons de yaourt
fabriqués et commercialisés en Algérie, il s’agit de la firme SOUMMAM de Constantine et de
la firme DANONE. (Annexe 4)
e Nature « SOUMMAM »
e Actit « SOUMMAM »
e FORT « SOUMMAM »
e Yaoumi « DANONE » de Tizi ouazou
Et ceci pour tester 1’effet inhibiteur des bactéries du yaourt vis-a-vis quelques bactéries
pathogenes.
11.1.1.2 Lait cru de vache
Prélever de la ferme BOUABELLOU Ahmed & Beni Hamidene.
I1 s’agit d’étudier I’effet inhibiteur de la flore lactique du lait vis-a-vis les bactéries pathogenes.

11.1.2 Les bactéries pathogenes
Les bactéries pathogenes a testées et leur origine sont citées dans le tableau 6 ci-dessous.

Tableau 6 : Les bactéries pathogenes testées et leur origine.

Les souches pathogénes origine
Pseudomonas sp.
Bacillus sp. Laboratoire des analyses microbiologique de
Escherichia coli I’hopital pédiatrique E1 Mansourah.
Enterobacter sp.
Staphylococcus aureus

Ces souches sont purifiées et conservées sur gélose nutritive inclinée a 4°C.
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Le matériel, les milieux de culture, d’isolement et d’identification et les réactifs utilisés sont

cités dans le tableau 7.

Tableau 7 : Matériel, milieux réactifs utilisés

Appareils et matériel

Petit matériel

Milieux d’isolement et d’identification et
réactifs

Bain Marie MEMMERT

Tubes a essai

L‘eau oxygénée (H20,)

Balance

boites de pétri

Ethanol

Autoclave SYSTEC

Pipettes graduées (10ml)

L‘eau physiologique stérile

pH HANNA

pipettes pasteurs

Plaques chauffantes

Micropipettes a 100ul et

Les réactifs de la coloration de Gram
‘Cristal violet, lugol, 1’alcool 95% et la fuschine’

FISHER SCIENTIFIC 1000pL
Vortex VELP Portoirs Eau distillee
Réfrigérateur FRIGOR Bec bunsen Bouillon nitrate

Microscope optique TOPIC

Ecouvillons stériles

Bouillon nutritif

Four Pasteur PROLABO

Embouts stériles

Disques d’oxydase

Etuves (37°C et 44°C)
MEMMMERT

Anse de platine

Disques d’antibiotique

Entonnoirs Gélose nutritive inclinée
Flacons Gélose MRS
Béchers Gélose M17
Lames Gélose BCP
lamelles Gélose CHAPMAN

Gélose nutritive
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I, Méthodes
111.1 Etude morphologique
111.1.1 Examen microscopique
Pour déterminer I’aspect morphologique, nous avons réalisés la coloration de Gram pour les
quatre types de yaourt étudies. (Annexe 02)

111.1.2 Examen macroscopique
» Préparation de la solution mére

Pour la préparation de la solution mére, 10 g de I’échantillon est transversés dans un flacon
contenant 100 ml d’eau physiologique stérile, le mélange est ensuite agité au vortex.

» Préparation des dilutions décimales

La dilution est un processus consiste a réduire la concentration d’une substance dans une
solution.
Pour faire la premiére dilution 10, 1 ml de la solution mére est mis dans un tube contenant
9 ml d’eau physiologique stérile, le mélange est agité au vortex.

On effectue en suite, des dilutions décimales jusqu’a la dilution 107, (Figure 4)

Lml L ml 1 ml 1ml 1ml 1 ml 1 ml

C NN Y N NN MY

\J \J \J \J \J \J \J \J

Suspensicn 10-1 10»2 10'3

(11111

0,1ml dans e — T —— z
chaque boite = -_-'3 = _'-'-3 3:'.3 e LR e ".—3 E: ‘.3 .

Figure 4 : Schéma représentant la réalisation des dilutions décimales.
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» Ensemencement
0,1 ml de chaque dilution est ensemencé sur différents milieux de culture spécifiques aux
bactéries lactiques : le milieu MRS (Man Rogosa Sharp) solide spécifique pour les
lactobacilles et le milieu M17 spécifique aux streptocoques.

L’ensemencement se fait dans la masse et 1’incubation a 44°C pendant 4 a 5 jours.

I11.2 Activité inhibitrice (Interaction bactéries lactiques / bactéries pathogenes)

> Préparation des précultures des bactéries tests (pathogénes)
Les bactéeries pathogenes sont initialement cultivées dans leurs milieux spécifiques :
Pseudomonas sp, Escherichia coli et Enterobacter sp sont ensemencées sur milieu BCP, le
Staphylococcus aureus sur milieu Chapman et Bacillus sp. sur milieu gélose nutritif.

Les boites sont alors incubées a 37°C pendant 24H.

> Détection de Pactivité inhibitrice des bacteries lactiques

L’activité inhibitrice des bactéries lactiques du lait cru de vache et de quatre yaourts
différents a été testée pour chaque bactérie pathogéne, comme le montre la figure 5.
10 ml du lait sont transvasés dans deux tubes stériles.
Tube 1 : I’ajout de 0,1 ml de suspension de bactéries pathogéne.
Tube 2 : I’addition d’une spatule de yaourt et 0,1 ml de suspension de bactéries pathogéne.
Ensuite on mesure le pH initial du lait.
On prélever 1 ml du produit obtenu dans les tubes 1 et 2 aprés homogénéisation au vortex et on
réaliser les dilutions jusqu’a 10,
On étaler 0,1 ml a partir des dilutions 10 jusqu’a 10 sur le milieu spécifique pour chaque
bactérie pathogene.
Apres incubation des tubes a 37°C pendant 24H, I’observation de deux tubes et la mesure du
pH a I’aide d’un papier pH sont réalisées.
Ensuite, on agite les deux tubes, et on préléve 1’équivalent d’un gramme de chaque tube et on
réalise les dilutions jusqu’a 10,
0,1 ml a partir de chaque dilution est ensemencé en surface sur différents milieux de culture
BCP, Chapman et MRS ; aprés incubation & 37°C pendant 48H, I’observation des boites et le

dénombrement des colonies obtenues sont réalisés.
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Figure 5 : Schéma des dilutions décimales et de denombrement

I11.3 Antibiogramme des bactéries pathogenes

L’antibiogramme permet d’étudier la sensibilité des souches a tester vis-a-vis des
antibiotiques. Cette sensibilité a été testée par la méethode de diffusion (méthode de disques)
préconisees par le CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) sur milieu Muller-Hinton en
utilisant plusieurs antibiotiques. Les boites sont ensemencées par une suspension bactérienne
préparee dans 1’eau physiologique stérile a partir d’une culture jeune de 18H et pure sur milieu
d’isolement approprié ; la densité de I’inoculum est ajustée avec une suspension calibrée a
0,5 MF ou a une D.O. de 0,08 a 0,10 lue & 625 nm contenant environ 108 bactéries par ml.

L’ensemencement est réalisé sur gélose Muller-Hinton par écouvillonnage sur lequel sont

disposés les disques d’antibiotiques. Les boites sont laissées sur paillasse pendant 15 minutes.
L’incubation s’effectue a 37°C pendant 24 heures. La lecture des résultats s’effectue par la
mesure avec précision des diamétres de la zone d’inhibition apparue a 1’aide d’un pied a

coulisse ou une regle.

Les diametres des zones d’inhibition mesurés seront comparer aux diameétres critiques donnés
par le CLSI afin de classer la bactérie dans I’'une des catégories résistent (R), sensible (S) et

intermédiaire (1). (Annexe 3)
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I11. Résultats et discussion
111 .1 Etude morphologique

» L’examen microscopique
Le yaourt « Nature » : I’observation microscopique (la coloration de Gram) a montré la présence
des bacilles longs et des coques a Gram positif, isolées ou disposées en chainettes. (Figure 6)
Les yaourts « Soummam » et « Danone » : I’observation microscopique a montré la présence
seulement des coques a Gram positif disposés en paire ou en chainettes. (Figure 7, 8)
Par contre pour le yaourt « Acti + » la coloration de Gram a révélé la présence des bifides

(bacilles polymorphes) et des coques a Gram positif isolées. (Figure 9)

Figure 6 : Coloration de Gram du yaourt Nature (G x100)

i

-

O

Figure 7 : Coloration de Gram du yaourt Soummam (G x100)
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o

A

Figure 8 : Coloration de Gram du yaourt Danone (G x100)

Y
h S

Figure 9 : Coloration de Gram du yaourt Acti + (G x100)

» L’examen macroscopique
L’observation macroscopique des colonies de Streptococcus thermophilus apparues sur milieu
M17 a montré des colonies de couleur blanchatre, creme a jaune, de forme circulaire ou
lenticulaire avec un contour régulier ou irrégulier. (Figure 10)
L’ observation macroscopique des colonies de Lactobacillus bulgaricus apparues sur milieu

MRS a montré des colonies de couleur blanchatre, de formes rondes, a contour régulier. (Figure
11)
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Figure 11 : Isolement des colonies de de Lactobacillus bulgaricus sur milieu MRS
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Les résultats récapitulatifs des examens microscopiques et macroscopiques sont resumés dans

le tableau 9 ci-dessous :

Tableau 9 : Caractéres morphologiques de Streptococcus thermophilus et Lactobacillus

bulgaricus.
Souche Tests étudiés Streptococcus Lactobacillus bulgaricus
lactique thermophilus
Colonies rondes ou Petites colonies
Aspect lenticulaires de couleur | identiques de couleur
macroscopique blanche creme blanche creme.

Etude
morphologique

Des coques Gram positif | Des bacilles Gram
Aspect (+) groupés en paires ou | positif (+) groupées en
microscopique en chaines paires ou en chaines.

111.2 Dénombrement des bactéries lactique isolées de yaourt
Le dénombrement des colonies obtenus sur le milieu MRS spécifique aux Lactobacillus
bulgaricus et M17 spécifique aux Streptococcus thermophilus aprés incubation a 44°C a montré
que le yaourt Nature contient une charge microbienne importante, notamment en Streptococcus
thermophilus, le tableau 10 ci-dessous représente le dénombrement des colonies isolées de
yaourt Nature.
Tableau 10 : Nombre des colonies sur milieu M17 et MRS dans le yaourt Nature.

Streptococcus thermophilus Lactobacillus bulgaricus

Nombre
de 3.10% UFC/ml 5.102 UFC/ml

colonies

Constatation :
Tous les yaourts testés contiennent des streptocoques sauf le yaourt Nature qui contient les

streptocoques et les lactobacilles a des proportions variables avec un ratio de 6 : 1.
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Apreés incubation des boites nous avons calculés le nombre de colonies UFC en appliquant
la formule suivante :

Y C

(n1+nz).d

>'C : est la somme des colonies comptées sur les boites retenues (30 & 300).
n1 : est le nombre de boites comptées a la dilution la plus faible.
no : est le nombre de boites comptées a la dilution la plus élevée.

d : est la valeur correspondante a la dilution a partir de laquelle les premiers dénombrements

ont été retenus.

N : la concentration cellulaire exprimée en UFC/ml Unité Formant colonie.

111.3 L’effet inhibiteur des bactéries lactique du lait et du yaourt

» Lamesure du pH du lait
La valeur du pH du lait cru de vache mesurée est de 6,8 avant I’ajout de la suspension

bactérienne.

» Interaction bactéries lactiques bactéries pathogenes

L’évaluation du pouvoir inhibiteur des bactéries lactiques a été étudiée vis-a-vis cing
souches pathogénes a savoir Escherichia coli, Pseudomonas sp., Staphylococcus aureus,
Bacillus sp. et Enterobacter sp.
Apreés incubation a 37°C pendant 24H, les valeurs du pH mesurées des tubes 1 et 2 sont de 4,5
et 4,2 respectivement.
Les résultats de 1’observation macroscopique des tubes apres ensemencement cités dans le
tableau 11.
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Tableau 11 : Résultats de ’observation des tubes 1 et 2 aprés incubation.

Bacteéries
E. coli Pseudomonas sp. S. aureus Bacillus sp. Enterobacter sp.
Lait coagulé Coagulé coagulé coagulé coagulé

. Plus coagulé Plus coagulé Plus coagulé que | Plus coagulé Plus coagulé
Observation que letube | que le tube de le tube de lait que letube | que le tube de
Yaourt de lait lait de lait lait

On a observé que le produit des tubes qui contiennent le lait et le yaourt ensemencés par
les bactéries pathogeénes est plus solide et plus coagulé que le produit des tubes qui contiennent
le lait seulement ensemencer par les bactéries pathogenes.

Les résultats de 1’observation des boites ensemencées par a partir des tube 1 et 2 avant

incubation et le dénombrement des colonies obtenues sont représentés dans le tableau 12.

Tableau 12 : Dénombrement des colonies des bactéries pathogénes avant incubation des

tubes let 2.
Bacteéries E. coli Pseudomonas sp. S. aureus Bacillus sp. Enterobacter sp.
pathogenes
Nombre de
colonies en > 300 > 300 > 300 > 300 > 300
UFC/ml

Les résultats de I’observation des boites ensemencées par le produit obtenu aprés incubation
des tubes 1 et 2 et le dénombrement des colonies obtenues sont représentés dans le tableau 13

ci-dessous.
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Tableau 13 : Dénombrement des colonies des bactéries pathogenes apres incubation des

tubes 1 et 2
Bactéries
Dilution | E.coli | Pseudomonas sp. S. aureus Bacillus sp. Enterobacter sp.
107 > 300 > 300 0 0 > 300
10?2 > 300 > 300 0 0 > 300
Tube 1 Lait 10° 0 > 300 0 0 > 300
10 0 0 0 0 > 300
101 > 300 > 300 0 0 > 300
10?2 > 300 > 300 0 0 > 300
Nature 10° > 300 0 0 0 > 1300
10 > 300 0 0 0 > 300
101 > 300 0 0 0 > 300
FORT 102 > 300 0 0 0 > 300
1073 > 300 0 0 0 > 300
10 > 300 0 0 0 > 300
Tube2  FacTyy 107 > 300 0 0 0 > 300
« Yaourt »
102 0 0 0 0 > 300
1078 0 0 0 0 > 300
10 0 0 0 0 > 300
DANONE | 107 > 300 0 0 0 > 300
102 > 300 0 0 0 > 300
1078 0 0 0 0 > 300
10 0 0 0 0 > 300

D’apres ces résultats obtenus, on a observé une activité inhibitrice trés importante vis-a-vis
les bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus et Bacillus sp).

Ces resultats indiquent que nos bactéries lactiques sont capables de synthétiser des
substances inhibitrices ayant une activité antibactérienne.

On a observé une activité inhibitrice moins importante vis-a-vis Pseudomonas sp, traduite
par la présence des charges microbiennes dans les boites correspondantes aux dilutions du lait
et de yaourt FORT.

Par contre, on a remarqué 1’absence de cette activité inhibitrice vis-a-vis Enterobacter sp et
E. coli, ce qui traduit par la présence des charges microbiennes tres importantes dans tous les
boites
V1. L’antibiogramme

Le tableau ci-dessous (tableau 14) représente les résultats d‘inhibition sur milieu solide

Muller-Hinton de nos souches pathogenes vis-a-vis différents antibiotiques testés.
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Les diamétres des zones d’inhibition mesurés seront comparer aux diameétres critiques donnés
par le CLSI afin de classer la bactérie dans I’'une des catégories résistent (R) sensible (S)
intermédiaire (1).

Tableau 14 : Antibiogramme des bactéries pathogenes testées.

Antibiotique | E. coli | Pseudomonassp. | S.aureus Bacillus sp. | Enterobacter sp.

AMX
FOX
CTX

KZ
PI
AMC
HLG
C
SXT
PA
PEF
NO I
R : résistance | . intermédiaire S : sensible

— NN nnVm O nNn n 3O

— =N N0 n IO —0n w0
— NN un n——unlununl—
—_— = N=|AO N =N AT WV D
A0 W» OO 000 0|0 0|0

D’apres les résultats de I’antibiogramme, on a remarqué :

Une résistance chez E. coli, Staphylococcus aureus, Bacillus sp. et Enterobacter sp., par
contre une résistance intermédiaire chez Pseudomonas sp vis-a-vis I’antibiotique amoxicilline
(AMX).

Une résistance chez Enterobacter sp., par contre une sensibilité chez E. coli,

Pseudomonas sp., Staphylococcus aureus et Bacillus sp. vis-a-vis I’antibiotique céfoxitine
(FOX).

Une résistance chez Bacillus sp. et Enterobacter sp. par contre une sensibilité chez E. coli,
Pseudomonas sp. et Staphylococcus aureus vis-a-vis 1’antibiotique céfotaxime (CTX).

Une résistance chez Enterobacter sp. et Staphylococcus aureus, une résistance intermédiaire
chez E. coli, par contre une sensibilité chez Pseudomonas sp. et Bacillus sp. vis-a-vis
I’antibiotique cefazoline (KZ).

Une résistance chez E. coli, Bacillus sp. et Enterobacter sp. et une résistance intermédiaire
de Pseudomonas sp., Staphylococcus aureus vis-a-vis 1’antibiotique pipéracilline (P1).

Une résistance chez E. coli et Enterobacter sp une résistance intermédiaire de

Pseudomonas sp., Bacillus sp. par contre une sensibilité chez Staphylococcus aureus vis-a-vis
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I’antibiotique amoxicilline + acide clavulanique (AMC).

Une résistance chez Enterobacter sp., une sensibilité chez E. coli, Pseudomonas sp.,
Staphylococcus aureus et Bacillus sp. vis-a-vis I’antibiotique gentamicine (HLG).

Une résistance chez Bacillus sp. et Enterobacter sp. par contre une sensibilité chez E. coli,
Pseudomonas sp. et Staphylococcus aureus vis-a-vis 1’antibiotique chloramphénicol (C).
Une résistance chez Enterobacter sp. et une résistance intermédiaire chez Bacillus sp., par
contre une sensibilité chez E. coli, Pseudomonas sp. et Staphylococcus aureus vis-a-vis
I’antibiotique triméthoprime + sulfaméthoxazole (SXT).

Une sensibilité de toutes les souches testées vis-a-vis I’antibiotique Acide sipémidique (PA).
Une résistance chez Enterobacter sp., une résistance intermédiaire chez E. coli,
Staphylococcus aureus et Bacillus sp. par contre une sensibilité chez Pseudomonas sp.
vis-a-vis ’antibiotique péfloxacine (PEF).

Une résistance chez Enterobacter sp., par contre une résistance intermédiaire chez E. coli,
Pseudomonas sp., Staphylococcus aureus et Bacillus sp. vis-a-vis ’antibiotique nitroxoline
(NO).

Bacillus sp 5 Bacillus sp

Figure 13 : L’antibiogramme d’E. coli.
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Enrcrobacter sp Frnterobacter sp

L]

Figure 14 : L’antibiogramme d’Enterobacter sp.

Pseudomonas sp Pseudomonas sp

=]

Staphylococcus aureus

Figure 16 : L’antibiogramme de Staphylococcus aureus.

48




Partie expérimentale
Résultats et discussion

V. Discussion
V.1 Etude morphologique
D’aprés ’observation macroscopique faite sur les colonies de Lactobacillus sp développée
sur milieu MRS solide, on a remarqué que les colonies sont de couleurs blanches, petites, bien
isolées, et ’observation sous microscope apres coloration de Gram, indique qu’il s’agit de
bacilles bien apparents Gram positif. Ces résultats sont en accord aux travaux [169] [160]
Selon I’observation macroscopique faite sur les colonies de Streptococcus développée sur
milieu M17, elle a démontré que les streptocoques sont des petites colonies a contour régulier
de couleur blanchatre, lisses et légerement bombées, microscopiquement, ce sont des Gram
positives, de forme cocci sphérique, associées en paires, groupées en chainettes plus aux moins
longues. [161]

V.2 Dénombrement des bactéries lactique de yaourt

Les produits fermentés renferment plusieurs souches probiotiques, les plus dominantes sont
les Lactobacilles, les Streptocoques et les Bifidobacterium. [170] [171] [162]

Les milieux utilisés pour I’isolement et le dénombrement des bactéries de yaourt sont
spécifiques, adoptés aux exigences nutritionnels de ces bactéries, le MRS pour les Lactobacilles
et le M17 pour les Streptocoques.

Les résultats du dénombrement des bactéries de yaourt obtenus montrent la prédominante
des Streptocoques par rapport aux Lactobacilles avec des valeurs de 1’ordre de 3.10° UFC/ml
pour Streptocoques et de 5.10> UFC/ml pour les Lactobacilles.

La variabilité des résultats de dénombrement peut étre expliquée par la nature du produit et la

sélectivité des milieux utilisés MRS et M17 pour ce type de bactéries. [163]

V.3 Effet inhibiteur

Ces derniéres années les bactériocines produites par les bactéries lactiques ont attiré une
grande attention due a leur application dans les aliments comme conservateur contre certain
micro-organismes indésirables. [164]

Dans la présente étude, afin de vérifier les propriétés antimicrobiennes des bactéries
lactiques du yaourt, nous avons mis en évidence une interaction microbienne entre bactéries
pathogenes / flore lactique du lait cru de vache et du yaourt.

Il existe divers mécanismes d’inhibition des micro-organismes entre eux. Si I’inhibition

intervient par la production de substances inhibitrices et si un seul des deux micro-organismes
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est inhibé par I’autre, il convient de parler d’amensalisme. En revanche, si les mécanismes
d’inhibition sont réciproques, il s’agit alors d’un phénomeéne de compétition. Cette
compétition peut s’exercer vis-a-vis de I’espace disponible (inhibition de contact) et/ou de la
disponibilité en substrats. L’antagonisme désigne une lutte réciproque des deux populations
par la production de molécules inhibitrice, généralement spécifiques. [182] [183]

D’aprés nos résultats obtenus, I’inhibition des bactéries pathogénes par I’activité inhibitrice
des bactéries du yaourt est tres importante et elle indique que nos bactéries sont capables de
synthétiser des substances inhibitrices ayant une activité antibactérienne inhibent les bactéries
notamment les bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus et Bacillus sp.). Ces résultats
sont en accord aux travaux d’Onda et al., [165] Aslam et Qazi [166] et Dubois et al., [167].

L’effet inhibiteur des lactobacilles [172] [168] peut avoir deux origines : la premiere est la
production d’acides organiques ; en effet, les lactobacilles sont connus pour une grande
résistance aux pH acides (jusqu’a un pH voisin de 3,5) contrairement aux autres genres de
bactéries lactiques qui sont plus sensibles. [173] [174] La deuxiéme est que les lactobacilles
produisent une autre substance inhibitrice (type bactériocine) active sur de nombreuses especes.
[175]

Ceci suggere que les propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques fonctionnelles
permettent de réduire le nombre d’autres micro-organismes indésirables dans les produits
laitiers ainsi d’effectuer un role essentiel dans la préservation de produits destinés a la
consommation humaine. [177]

L’activité inhibitrice des bactéries lactiques sur les bactéries pathogénes testées a Gram
négatif est modérée, elle est moins importante de celle des bactéries a Gram positif ce qui
montre un effet bactériostatique et/ou bactéricide, ceci est remarqué chez Pseudomonas sp.
Ces résultats sont en accord avec ceux de Desmazeaud [7] et Savdogo et Traore [178]. Par
contre ils ne correspondent plus les travaux de Mameche [18].

Une absente définitive vis-a-vis d’Enterobacter sp. et d’E. coli, traduite par la présence des
charges microbienne importantes dans tous les boites. Ce qui est contradictoire aux résultats
obtenus par Belarbi [179].

Ces résultats peuvent indiquer que nos bactéries lactiques exercent uniqguement une activité
inhibitrice vis-a-vis des bactéries taxonomiquement proches de la souche productrice.

Ces résultats se rapprochent de ceux cités dans la littérature Itoh et al., [180] Tahara et
Kanatani. [181]
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D’aprés nos résultats, la diminution du pH aprés I’incubation des tubes 1et 2 indique la
présence d’un effet acidifiant en produisant des acides organiques qui sont les facteurs
d’inhibition. [193] [194] [195]

L’acide lactique et acétique sont produits pendant la fermentation des hexoses par les
lactobacilles et bifidobactéries. Ces acides organiques peuvent diffuser passivement a travers
la membrane bactérienne sous leur forme non dissociée, ils acidifient le cytoplasme apres
dissociation et inhibent I’activité enzymatique cellulaire des pathogénes acidosensibles. Cette

diminution du pH peut donc affecter la viabilité des pathogénes bactériens. [190] [191] [192]

V.4 Antibiogramme

La résistance bactérienne est sans doute un des gros défis que la médecine moderne doit
surmonter. Les infections causées par des pathogeénes résistants augmentent le taux de maladies.
S. aureus est devenue de plus en plus résistante aux antibiotiques ; en effet, la résistance a la
pénicilline a rapidement atteint les 90% des souches. Ses isolats résistants a la méthicilline
(SARM) sont résistants a toutes les pénicillines disponibles et autres B-lactamines. [184]

Il est important de noter que plusieurs bactériocines notamment la lacticine 3147, la
mersacidine et la leucocine ont montré une activité efficace contre des souches bactériennes
résistantes aux antibiotiques telles que les entérocoques vancomycine résistants et les
Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline. [176]

La résistance des entérobactéries aux antibiotiques a été signalée par plusieurs auteurs
Marshall et al., [187] Manges et al., [188] Guenot et al., [189].

L’interaction positive, entre les bactéries lactiques et entérobactéries, indique 1’inhibition
de la croissance des entérobactéries, et elle montre une activité d’inhibitrice élevee, qui est
traduite par I’apparition des halos d’inhibition dans les souches isolées E. coli, S. typhi et
K. oxytoca. [196]

En revanche, les métabolites antimicrobiens produits par les bactéries lactiques ont une activité

inhibitrice importante vis-a-vis les Gram négatifs, et les entérobactéries particulierement. [179]

o1



Conclusion
et
perspectives




Conclusion
Générale

Conclusion

Les objectifs de ce travail étaient d’une part, la caractérisation morphologique et
le dénombrement des bactéries lactiques du yaourt et d’autre part la vérification de I’effet
inhibiteur de ces bactéries lactiques vis-a-vis quelques bactéries pathogénes.

La caractérisation morphologique est réalisée par un examen microscopique qui montre des
colonies a Gram positif et par un examen macroscopique qui révélé ’apparition des colonies
rondes ou lenticulaires de couleur blanche créeme sur milieu M17 chez ~ Streptococcus
thermophilus et des petites colonies identiques de couleur blanche créme sur milieu MRS
chez Lactobacillus bulgaricus a partir du yaourt Nature. Les streptocoques et les lactobacilles
sont présentes a des proportions variables avec un ratio de 6 : 1.

L’¢tude de I’effet inhibiteur des bactéries lactiques de quatre types de yaourts DANONE,
ACTI+, FORT et NATURE et du lait montre une activité antimicrobienne importante vis-a-
vis les bactéries pathogénes a Gram positif (Staphylococcus aureus et Bacillus sp.) indique
que nos bactéries lactiques sont capables de synthétiser des substances inhibitrices ayant une
activité antibactérienne. Par contre une activité modérée contre les bactéries a Gram négatif
(Escherichia coli, Pseudomonas sp. et Enterobacter sp.) indique une activité antimicrobienne
faible ou absente définitivement contre ces bactéries pathogénes. La comparaison des résultats
obtenus dans ce travail avec ceux des autres travaux similaires permet de conclure que le
yaourt est efficace pour traiter certaines infections bactériennes surtout celles causées par les
bactéries a Gram positif.

Les perspectives de la recherche :

Isoler les bactéries lactiques et tester 1’effet antagoniste vis-a-vis de germes pathogénes.
Identifier la nature de ’agent inhibiteur.

Tester les bactéries pathogénes vis-a-vis d’une large gamme d’antibiotiques utilisés en

thérapeutique.
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Annexe 01 : Compositions de milieux de culture

Gélose MRS (pH=6.2 +/-0.2)

Extraitde levure ..........coooiiiiiiiiiii S5¢/L
Extrait de viande ...........ccooiiiiiiiiiiii e 10g/L
Peptone .....c.ooviiiii e 10g/L
Acétate de sodium ...........oooviiiiiiiiiii e S5g/LL
Citrate de Sodium ... 2¢g/L
GIUCOSE ..ttt 20g/L
KH2PO ..o 2g/L
MESOA. . 0,2g/L
MNSO4 L 0,05g/L
A AT e 15g/L
Tween80. ..o Iml/L
Eau distillée .........oovuiiiiiii 1000 ml

Autoclaver a 120°C pendant 20 minutes.

Gélose M17 (pH= 7,2 +/-0,2)

Peptone de SOja........o.oeiiiiiii i 5g/L
Peptone de viande ...........c.oooieiiiiiiii e 5g/L
Peptone de CaSEiNe ........c.oviiriiiit i 5g/L
Extraitdeviande ..o 5g/L
Extraitde levure ... 2.50/L
LACTOSE ottt 5g/L
di-sodium B glycérophosphate ..................coeviiiiiiiiin.. 19¢g/L
Sulfate de magnésium .............ccoeviiriiiiiiiiini i, 0.25¢/L
AcCide ascorbique ........c.oiiiiii 0.5¢/L
AGAT L. 11g/L

Autoclaver a 120°C pendant 20 minutes.

BCP (pH=6.8)

Peptone. . ..o lg/L
Extrait de viande ...........oooiiiiiii lg/L
N ..o 5g /L
Pourpre de bromocresol............oooiiiiiii 15mg/L

Autoclaver a 121°C pendant 15min.
Chapman (pH =7,5+/- 0,2)

Extrait de viande de boeuf.............ocoiiiiiii 1,01 g/L
PePtONe. . et 10,0 g/L
Mannitol. ... ... 10,0 g/L
Chlorure de SOdIUM. ... e 75,0 g/L
Rouge de phénol. ... .. ..o 0,025 g/L
YA - | OSSP 15,09/L

Autoclaver a 120°C pendant 20 minutes.



Gélose nutritive (pH = 7,4)

EXrait de IEVUIE......eoeeie e s 2 g/L
EXErait de VIANGE. .......cooviiieie e e 1g/L
PEPLONE. ... s 5¢g/L
NBCL . e 5¢g/L
AAGAT .. e 15 g/L

Autoclaver a 120°C pendant 20 minutes.

Annexe 02 : Technique de la coloration de Gram
» Préparation des frottis

Stériliser le fil de I’anse de platine,

Prendre une anse de platine du yaourt,

Etaler le prélevement sur toute la surface de la lame,

Laisser secher pendant 10 min,

Déposer le violet de gentiane pendant 3 min,

Rancer la lame au I’eau de robinet,

Couvrir la lame par le Lugol,

Rincer la lame au I’eau,

Couler I’alcool,

Déposer la fuschine pendant 3 min,

Ranger au I’eau,

Sécher a Iair libre pendant 10 min,

Ajouter ’huile & immersion.
» L’observation microscopique

L’observation se fait a grossissement X100.



Annexe 03

Tableau 8 : les abréviations, les charges des disques et les diametres critiques (mm) des

antibiotiques utilisés.

Charge Diametre critique (mm)
Antibiotique Abréviation du disque S R
Amoxicilline AMX 25 Ug >23 <16
Céfoxitine FOX 30 ug >22 <15
Céfotaxime CTX 30 ug >26 <23
Cefazoline KZ 30 pg >18 <12
Pipéracilline Pl 100 pg >22 <18
Amoxicilline + acide AMC 30 g >23 <16
clavulanique
Gentamicine HLG 120 pg >21 <19
Chloramphénicol c 30 pg >23 <19
Triméthoprime + SXT 25 Ug >16 <10
Sulfaméthoxazole
Acide pipémidique PA 20 ug >19 <14
Pefloxacine PEF 5 Ug >22 <16
Nitroxoline NO 30 pg > 30 <12

Annexe 04 : Les différents yaourts utilisés.
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