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Introduction générale

Depuis trés longtemps, les bactéries lactiques (BALS) ont été utilisées grace a leur
impact important sur la culture, les traditions et le bien-étre de I’homme. Par définition ces
derniéres sont un groupe de microorganismes ayant comme propriété commune la
fermentation des glucides en acide lactique, elles sont Gram positif, dépourvues de catalase,
anaérobie facultatives non sporulantes et tres rarement pathogénes. Certaines sont dites
homofermentaires car elles produisent majoritairement de 1’acide lactique en
anaérobiose alors que d’autres sont dites hétérofermentaires et produisent de ’acide lactique
ainsi que d’autres acides organiques et d’autres composés (CO2, acétate, éthanol...)

(Axelsson, 2004).

C’est un groupe d’une grande diversité avec actuellement six familles et une
qguarantaine de genres dont les plus connus sont: Lactococcus, Enterococcus,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus,

Carnobacterium et le genre Bifidobacterium (Stiles et al., 1997).

Elles sont généralement associées aux habitats riches en nutriments comme
divers produits alimentaires (lait, Viande, boisson, végétaux) mais d’autres sont
aussi membres de la flore normale de la bouche et I’intestin (Casalta et al., 2008).
Ces bactéries  jouent un rdle clé dans la préservation des aliments fermentés ainsi
que dans l'amélioration de leurs qualités sensorielles et technologiques (texture —
arome) par ailleurs leur implication dans les nouvelles applications (aliments
probiotiques,  préparations pharmaceutiques, vaccins) demande qu’elles soient

résistantes (Franz et al., 2011).

Les effets sant¢ des BALs sont reconnus depuis longtemps, d’ailleurs un
grand nombre de ces bactéries est qualifi¢ de probiotique. Selon la FAO et I’OMS
(2001), les probiotique sont:«des micro-organismes (bactéries ou levures) qui,
ingérés vivants en quantités suffisantes, sont capables d’exercer des effets

bénéfiques sur I’hote ».
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Les effets bénéfiques des BALS et de leurs métabolites sont les suivants :

Les effets bénéfiques potentiels cités sont nombreux et variés. Certains sont
maintenant bien établis tels que (Sophie et Gérard, 2001)

v' L’amélioration de la digestion du lactose et le traitement des désordres diarrhéiques.

v La diminution du cholestérol sérique ou encore la réduction de la formation de
tumeurs.

v’ Effets probiotiques.

Notre ¢étude était faite sur une espéce lactique d’un grand usage industrielle
« Lactococcus lactis » ; c’est une bactérie mésophile, homofermentaire appartenant
a la famille des streptococaceae. Généralement trouvé dans le lait et les crémes
fermentées ainsi que dans le fromage (Pot et al., 1996). Elle se présente sous forme
de coques isolées en paires ou en chainettes (Singleton, 1984).

Elle est la principale bactérie composant les starters utilisés dans 1’industrie
et l’artisanat laitiers pour [’élaboration d’une large gamme de produits (crémes
aigres, fromages a pate molle, ...) et joue un rdle clé dans la préservation de la
qualité de ces produits (Smit et al., 2005).

Dans le domaine medical cette espece est utilisée pour la production de
protéines  hétérologues ou comme systeme de délivrance de  molécules
thérapeutiques dans le tractus gastro —intestinal (Norton et al., 1995).

L’application majeure des BALs, concerne [I’industrie laitiere ou leur
principale fonction consiste a produire de 1’acide lactique a partir des sources de
carbones disponibles (Yadav et al.,, 2009). En plus des acides organiques, ces
bactéries produisent aussi des vitamines, bactériocines et des exopolysaccharides
(EPS) ; responsables de la texture conférée aux aliments (Schmidt et al., 1994).

Ces derniers sont des polymeres de haut poids moléculaire composés de
glucides sous forme de chaines polysaccharidiques contenant des unités répetitives
des sucres simples (glucose, fructose et galactose) ou des dérivés des sucres. Les
EPS peuvent étre excrétées dans le milieu environnant, ou restés lié¢ a la surface de la
cellule sous forme de capsule et selon leur composition on peut les classer en
homopolysaccharides et hétéro polysaccharides (Poli et al., 2010).

Geénéralement la production des EPS par les bactéries lactiques est souche
dépendante; chez les mésophiles la production est meilleure dans des conditions de

croissance sous optimales (température basse), tandis que les thermophiles
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produisent plus d’EPS dans des conditions optimales de croissance (Leclerc et al.,
1995).

En plus de leur utilisation dans 1’industrie alimentaire, cosmétologique et
médicale, ces polyméres sont aussi utilisés dans le domaine I’irrigation (Hassan et
al., 1996).

L’inconvénient majeur des polysaccharides d’origine microbienne, en
particulier ceux produits par les BALs est leur faible production; les polymeres
d'origine naturelle ou synthétique sont souvent meilleur marché a produire. De ce
fait les EPS des BALs doivent avoir d’autres avantages tel un bénéfice pour la santé

du consommateur (Hassan et al., 1996).

Dans le présent travail on opte pour une stratégie alternative

d’immobilisation pour améliorer le rendement en EPS de Lactococcus lactis
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Chapitre |

Matériel et Méthodes

I.1. Objectifs du travail

Le but principal de la présente ¢étude était [’amélioration

d’exopolysaccharides  par  D’application = d’une  technologie

alternative. Pour ce faire on a procédé comme suit:
» Evaluer la capacité d’agrégation de L. lactis immobilisée
» Evaluer qualitativement son biofilm

» Optimiser les paramétres de production de I’EPS produit

1.2. Lieu et période de travail

de la production

d’immobilisation

L’¢tude a été réalisée sur une période de deux mois allant du mois de Février au mois

d’Avril au sein des laboratoires de :

» Microbiologie et de Biochimie de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie -

Université Ibn khaldoun de Tiaret ;

> Laboratoire de recherche « Amélioration et Valorisation des Productions Animales

Locales » Université Ibn khaldoun de Tiaret.
1.3. Matériel

1.3.1. Matériel biologique

« La souche lactique « L. lactis » utilisée dans la présente étude a été isolée a partir

du blé fermenté (Hamoum).

% Les bactéries pathogenes : Deux bactéries de reférence ont été utilisées E. coli et

S. aureus dont la description est réesumée dans le tableau ci dessous.

Tableau N°01: Liste des souches pathogénes

Nom de la souche N° ATCC Gram Famille
Staphylococcus
25922 + Micrococcaceae
aureus
Escherichia coli 25923 - Enteroccocaceae
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1.3.2. Matériel du laboratoire

Matériel et Méthodes

Le matériel nécessaire utilisé dans notre étude est représenté dans le tableau suivant :

Tableau N°02 : Matériel, verrerie et produits chimiques utilisés

Appareillage
-Autoclave
-Agitateur (HEITO)
-Bain marie (HEIDOLPH)
-Balance (SARTORIUS) et
(KERN)
-Réfrigérateur
-Centrifugeuse
-Etuve (MEMMERT)
-pH-métre
-Plague chauffante(1IKA)
-Spectrophotomeétre
-Vortex
-Microscope optique
(OPTIKA)
Milieux de culture et d’identification

-Bouillon nutritif

-Gélose nutritive

-MRS (liquide/ solide)
-Ma7 (liquide/solide)
-Milieu hyper saccharose
-Mueller Hinton(MH)
-Gélose citrate de Simmons
-Milieu mannitol mobililé
-Agar

Verreries et autres

-Anse de platine
-Barreau magnétique
-Béchers

-Burette

-Boites de Pétri
-Flacons en verre
-Lames et lamelles
-Micropipettes
-Pipettes graduées
- Pipettes Pasteur
-Tubes & essai
-Verre de montre

-Ecouvillons

Autres produits

-Xyléne

-Ethanol/ phénol

-Acide sulfurique
-Colorants de Gram

-Eau physiologique stérile
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1.4. Méthodes

1.4.1. Protocole expérimental

Vérification de la pureté de la souche « L. lactis »

! !

Observation microscopique Observation macroscopique

Préparation des aliquotes/ standardisation 0.5 Mac Farland

l

Optimisation de la durée d’exposition et immobilisation de L. lactis et

’ ’

Test d’hydrophobicité Evaluation de biofilm

v

Evaluation du potentiel probiotique

1. Croissance a différentes
températures
2. Résistance aux sels biliaires
3. Tolérance aux bas pH
4. Antibiogramme
5. Activité antibactérienne

\

Production finale d’EPS dans des /
conditions optimales

Figure N° 01: Schéma du Protocole expérimental
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1.4.2. Vérification de la pureté de la souche « Lactococcus lactis »

La vérification de la pureté de la souche a été faite par un examen microscopique apres

coloration de GRAM et un examen macroscopique.
v' Etude macroscopique

Cet examen permet de constater la morphologie des colonies obtenues sur milieu solide
afin de déterminer la forme, la taille, la couleur et 1’aspect des colonies la formation du

trouble dans le milieu liquide (Philippon, 2007).

v Etude microscopique
L’observation microscopique permet de classer les bactéries selon leur type de
Gram, leur morphologie cellulaire et leur mode d’association (Joffin et Leyral,
1996). La double coloration de Gram permet de distinguer les bactéries Gram positif
(colorés en violet et Gram négatif de couleur rose). La technique de coloration de

Gram a été effectuée selon le protocole décrit par Prescott et al (2003) ( Annexe ).
1.4.2.1. Pré identification biochimiques

L’identification des caractéres biochimiques a ¢té faite en quelques tests:
test catalase, recherche d’oxydase, type fermentaire, test Mannitol mobilité, test

Citrate de Simmons et le test ADH.
1.4.3. Préparation des aliquotes/ standardisation 0.5 Mac Farland

La préparation des aliquotes était faite en inoculant le M17 stérile par une
colonie (prélevée d’une culture jeune), les cultures bactériennes ont été incubées par
la suite puis conservées dans le réfrigérateur, avant chaque manipulation une

standardisation des suspensions bactériennes a 1’échelle 0.5 Mac Farland était faite.
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1.4.4. Mesure du pouvoir adhésif

L’adhérence a ¢été évaluée selon la méthode de Kos et al (2003). L’étude de
lauto-agrégation consiste a faire décanter une charge bactérienne de I’ordre de 107
germes /ml. Apres centrifugation les bactéries sont lavées deux fois a 1’aide d’une
solution tampon Phosphate Buffered Saline (PBS) et 1’autoagrégation est déterminée
aprés Sheures d’incubation a la température de laboratoire. Le pourcentage est

calculé comme suit :

A= Absorbance aprés 5h

Ao=Absorbance a t=0

1.4.5. Evaluation du potentiel probiotique

1.4.5.1. Croissance a différentes temperatures

Ce test permet de distinguer les bactéries lactiques mésophiles des bactéries
thermophiles (Bottazi, 1988). Les suspensions bactériennes ont été ajustées a
108germes/ml, elles ont été incubées a des températures croissantes (15°C, 37°C,
45°C, 50°C) puis les DO ont été pris apres 24h d’incubation.

La thérmorésistance a été effectuée en incubant les cultures a 60°C pendant
90 minutes et a 65°C pendant 120 minutes, puis une lecture des DO a été faite a 578

nm.

1.4.5.2. Resistance aux sels biliaires
Ce test est réalisé en adoptant le protocole de Hydrominus et al (2000).
Le milieu M17 liquide a été supplémenté par des quantites croissantes en sels biliaires (0.3g,
0.5g et 1g), puis le milieu a été inoculé par une suspension de L. lactis standardisée
107 germes/ml. La DO a été prise aprés 24 h d'incubation a 37°C et les résultats sont

comparés a un tube contréle (sans sels biliaires).
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1.4.5 .3. Tolérance aux bas pH

La méthode adoptée pour étudier la tolérance aux bas pH est celle déecrite par
Charteris et al (1998) avec certaines modifications. La culture de 18h a été
centrifugée & 6000g /20 min/ 5 C°, le culot est ensuite récupéré apres lavage par
une solution de KzHPOs, puis 1 ml de suspension est ajouté a une solution
similaire au suc gastrique a pH 2et 3. Les DO sont prise apres 3 h d’incubation a

37°C et sont comparées a un tube controle.

1.4.5.4 .Antibiogramme

La résistance aux antibiotiques a été évaluée par la méthode de diffusion en
disques selon Charteris et al (1998). 0.5 ml de I’inoculum de L. lactis (10°® germes/
ml) est étalé sur la surface d’une gélose Mueller —Hinton. Aprés séchage de la boite
Pétri pendant 15 min; des disques d’antibiotiques ont été déposés et les diameétres de
la zone d’inhibition ont été ensuite calculés aprés 24 h d’incubation (Joffin et

Leyral, 2009).
1.4.5 5.Activité anti bactérienne

L’activité antibactérienne décrite par Hechard et al (1990) a été adoptée.
Des disques vierges ont été imbibés par un volume de suspension bactérienne de L.
lactis (10%germes/ml); ils ont été déposés sur une gélose de Mueller Hinton
ensemencée par une suspension pathogene (Staphylococcus aureus- E. coli), les
boites sont ensuite incubées a 37°C pendant 24 het les diamétres d’inhibition ont été
calculés (Pulusani et al., 1979).

1.4.6. Evaluation du biofilm

Le biofilm a été évalué qualitativement aprés culture sur microplaque, les
puits ont été rincés et colorés (colorant basique) puis incubés par la suite, la
microplaque a ¢été ensuite lavée par de I’eau distillée stérile. La propension des
bactéries a s’organiser en biofilm est proportionnelle a la coloration au niveau des
puits (Boubakeur et al., 2016).
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1.4.7. Dosage des EPS

Le dosage des EPS a ¢été réalis€ aprés une étape d’extraction et purification
décrite par Ricciro et al (2002) et leur quantification était faite selon la méthode de
Dubois (1956) comme suit :

» Ajouter a 1 ml de solution d’EPS, 1 ml de phénol et 5 ml d’acide sulfurique.
» Agiter par vortex.

» Lire la densité optique & 490 nm.

10
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Reésultats et Discussion




Chapitre 11

Résultats et Discussions

11.1. Résultats de la vérification de la pureté de L.lactis

11.1.1. Etude morphologique

L’aspect macroscopique et microscopique de la souche étudiée est résumé dans le tableau

N° 03 et la photo N° 01.

Tableau N°03 : Caracteres morphologiques de Lactococcus lactis

Souche

Lactococcus lactis

Aspect macroscopique | Colonies rondes, lisses, de couleur crémeuse.

Aspect microscopique | Cellules colorées en violet (Gram+) sous forme de coques,

regroupées en chaines.

Photos N°01: Aspect macroscopique et microscopique(Gx100) de Lactococcus lactis

11.1.2. Etude biochimique

Les résultats de 1’identification biochimique sont regroupés dans le tableau ci-dessous.

Tableau N°04: Résultats des tests d’identification biochimique

Tests

Résultats

Catalase

Citrate de Simmons

Mannitol mobilité

Type fermentaire

Homofermentaire

ADH

11



Chapitre 11 Résultats et Discussions

11.2. Résultat du test d’adhésion

Sur la figure N° 03 sont montrés les résultats du test d’agrégation de L. lactis a I’état
libre et sessile. Nous remarquent que 1I’immobilisation affectait positivement 1’adhésion apres

S5h de décantation qui s’est améliorée de 50 a 68%.

70 -

60 -

40 -
30 - m L. lactis libre

M L. lactis immobilisée

Pourcentage d'aggrégation

10 +

5H
Temps (H)

Figure N° 02: Pourcentage d’autoagrégation de L. lactis a 1’état libre et sessile

Ce résultat est en accord avec celui de Kos et ses collaborateurs qui
montraient que [I’adhérence de certaines souches lactiques comme Lactobacillus
acidophilus M92 pouvait atteindre les 80%.

Selon Kos et al (2003) I’adhérence pourrait étre liée a la présence de
certaines composantes de la surface cellulaire qu’on suggere d’étre plus apparentes
et efficaces aprés traitement mécanique ; ainsi cette propriété peut étre perdue apres
traitement enzymatique.
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I1.3. Mesure de I’hydrophobicité

Les résultats de D’affinité au xyléne de L. lactis a 1’état libre et immobilisé
sont indiqués dans la figure N° 04. L. lactis libre présente une forte adhérence au
xylene avec un pourcentage supérieur a 68% ce qui est différent de celui des
cellules immobilisées (72%).

100 +
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 A
20 A
10 -

M L. lactis libre

M L. lactis immobilisée

Affinité au xyléne (%)

Xyléne

Solvant

Figure N° 03: Affinité de L. lactis libre et immobilisée au xylene

Contrairement a nos résultats, Yerlikaya et Akpinar (2015) ont trouvé que I’affinité
de L. lactis L21 au n-héxadécane était de 31% et que cette affinité est souche dépendante.
En effet Kos et al (2003) ont montré que L. acidophilus présentait une paroi hydrophobe
contrairement L. plantarum L4 et E. faecium.

Selon Donlan (2002), la nature hydrophobe de la paroi est du a la présence
du matériel glycoprotéique tandis que la nature hydrophile des parois est liee a la
présence des polysaccharides.

13
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I1.4. Résultats de I’évaluation du potentiel probiotique

11.4.1. Croissance a différentes températures

Ce test permet de distinguer les bactéries lactigues mésophiles des
thermophiles. Selon la figure N°05, le meilleur taux de croissance (9 logl0) était

enregistré a 37 °C tandis qu’il a diminué significativement a 15°C, 40°C et 50°C

10 +
9 .
8 .
7 .
% o
K]
4 -
3 .
2 .
1 .
0
15¢C° 37¢C° 40cC° 50C°
Températures

Figure N° 04 : Croissance de L. lactis a différentes températures

Selon Hassaine (2013), la plupart des souches lactiques poussent entre 15
C°et 37C°; d’autres peuvent supporter des températures plus élevées telle que
Streptococcus thermophilus (42°C). Tsvetkov et Shishkova (1982), ont constaté
lors de leur étude concernant la résistance des cultures starters au froid, que les
caractéristiques morphologiques et les propriétés biochimiques de toutes les
souches etudiées ont été préservées. Ainsi Beal et al (2001) ont constaté que la
résistance de S. thermophilus au froid est étroitement liée a la composition
membranaire en acides gras. Van et al (2002), ont montré que les BALs peuvent
développer des mécanismes de défense contre le stress ce qui leur permettent de
résister a des conditions difficiles comme le choc thermique ou pH acide; ils ont
attribué cette adaptation et resistance a plusieurs génes qui varient considérablement

d'une espéce a l'autre.

14



Chapitre 11 Résultats et Discussions

11.4.2. Resistance aux sels biliaires

Les résultats de test de croissance a différentes concentrations en sels
biliaires sont résumés sur la figure qui suit. Nous remarquons que la souche avait
une bonne viabilité a toutes les concentrations (0.3, 0.5, 1g), ainsi la souche a pu

tolérer 1g de SB.

9,15 -
9,1 -
9,05 -

9 -

8,95 -
8,9 -
8,85 -
8,8 -
8,75 A
8,7
0 0.3 0.5 1

Concentrations en seles biliaires (g)

LOGN

Figure N° 05 : Résistance de L. lactis aux sels biliaires

Notre résultat est comparable a celui de Yerlikaya et Akpinar (2015) qui
montraient que L. lactis présentait une meilleure résistance aux sels biliaires parmi
plusieurs souches lactiques, ainsi Sanders et al (1996) ont montré que les
lactobacilles peuvent se développer a 0,3% en SB; cette tolérance est liée a la
I’assimilation de ces derniers grace a I’action des hydrolases des sels biliaires (BSH)

(Roy et al., 2005).
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11.4.3. Tolérance aux bas pH

Selon la figure N° 07 nous remarquons que la souche a pu tolérer le pH acide, ainsi le

nombre de germe était de 7 log10 a pH 2 et 3 respectivement.

7,3
7,25 -
7,2 -
7,15 -
2 7,1
3
= 7,05
7
6,95 -
6,9 -
6,85
6.5 2 3
pH

Figure N° 06 : Tolérance aux bas pH apres ’incubation

Ce résultat est en accord avec celui de Olejnik et al (2005), qui ont noté que
certaines souches bactériennes appartenant au genre Enterococcus, Oenococcus,

Pediococcus, Streptococcus ont pu survivre a pH 2 apreés 3 d’incubation.

Selon Boke et al (2010), la résistance de certaines souches lactiques aux
conditions de stress (pH acide) peut étre expliquée par le faite que ces bactéries sont

productrices d’EPS, et que ces polymeres pouvaient jouer un role protecteur.

16



Chapitre 11 Résultats et Discussions

11.4.4. Antibiogramme

Les résultats de I’antibiogramme sont mentionnés dans la figure N°08.Nous
remarquons que la souche réagit differemment aux antibiotiques, elle présente une

résistance importante aux TEso et CLio, alors qu’elle présente une sensibilité totale a

CM et MTZs.
0 i I i I | | I l

CAZ30 NA30 TE30 CL10
Antlblothues

N
w
1

N
o
I

Diamétre d'inhibition (mm)
= =
o -

w
1

Figure N° 07 : Sensibilité de L .lactis aux antibiotiques

Les bactéries lactiques sont naturellement résistantes a beaucoup d’antibiotiques grace
a leur structure physiologique. Les travaux de Temmerman et al (2003). Ont montré que
68.4% des bactéries lactique ont une résistance a un antibiotique ou plus, Les souches
lactiques présentant un diamétre de zone d’inhibition supérieur a 15 mm sont considérées

comme résistantes.
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11.4.5 Activité antibactérienne

Les résultats représentés sur le tableau N°05 montrent que L. lactis présente
une faible activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus et E. coli (Diamétre
< 30) (Schillinger et Lucke, 1989)

Tableau N°05 : Activité antibactérienne de L. lactis

Souches bactériennes | Diameétre d’inhibition Ecart type
S. aureus 9.5 +2.12
E. coli 75 +0.7

Selon Barefoot (1983), L. lactis présente une faible activité antibactérienne vis-a-vis
de S. aureus et E. coli, en comparaison a d’autres souches (BLh5, BLh10 et BLh2).
L’activité est importante lorsque .L’activité est importante lorsque le diamétre d’inhibition est

entre 8212 mm.

L’activité antibactérienne des bactéries lactiques est due selon certains auteurs a la
sécrétion de molécules bioactives tels que les bactériocines, les acides organiques et le
peroxyde d’hydrogéne (Allouche et al., 2010).

11.5. Evaluation du biofilm

Le biofilm de L. lactis a été mesuré qualitativement aprés coloration, nous remargquons

que la coloration est plus intense lors d’une inoculation par des cellules immobilisées et est

proportionnelle & la charge microbienne attachée dans les puits (voir la photo N 02).

30 min 30 min - 30 min
i .

Photos N° 02 : Evaluation qualitative du biofilm
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11.6. Résultats de I’optimisation des parametres de production d’EPS

La production d’EPS par les bactéries lactiques varie énormément et dépend de
la souche productrice et des conditions de culture (Bergmaier, 2002), sur la figure
N°09 sont montrés les parametres optimales du milieu de production, inoculum,
température et pH. Selon cette figure nous remarquons que 1’optimisation des
paramétres de production affectait positivement le rendement, la production finale

est meilleure dans un milieu hypersaccharosé a pH 3,5, avec un inoculum de 108

s 11

Hypersaccharosé PH (3,5)

germes/ml et & 37°C.

Quantité en EPS (mg/L)
= = =
(o)) (0] o N H
o o o o o

oy
o
I

N
o

Conditions optimisées

Figure N° 08 : Production finale en EPS par L. lactis immobilisée

Les EPS des BALs sont d’une grande importance industrielle, grice a leur
caractere épaississant et gélifiant, ces substances peuvent é&tre utilisées comme une
alternative aux substances synthétiques. La production d’EPS par les bactéries
lactiques est variable et faible méme lorsqu’elles sont cultivées dans des conditions
optimales, la plupart produisent mois de 3g/L d’EPS. Le rendement en EPS de
L .lactissubsp lactis cremosis varie de 80 a 600 mg/L (Cerning, 1992).

Nous remarquons que la production d’EPS dans des conditions optimales par
L. lactis immobilisée s’est augmentée de 22 mg/L EqG a 82 mg/L EqG. La
technologie d’immobilisation est de plus en plus appliquée dont le but d’améliorer la
production  des  métabolites  bactériens  (acide  lactique, vitamines...), la

documentation concernant 1’effet de D’action mécanique sur [’amélioration des
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processus de fermentation et de production de métabolites est minimes, de ce fait

nous n’avons pas pu discuter les mécanismes permettant d’améliorer la production
d’ESP.
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Conclusion

Grace a leurs vertus thérapeutiques, les exopolysaccharides des bactéries
lactiques ont suscité [D’attention de plusieurs recherches non seulement pour les
produire a grande échelle mais aussi pour améliorer leur rendement & travers
I’adoption de nouvelles technologies.

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail dont le but principal est
d’augmenter le rendement en EPS en appliquant une stratégie d’immobilisation.

Le choix de la souche bactérienne était basé sur: d’une part 1’importance
technologique qu’elle occupe surtout en industrie fromagere et d’autre part sur le fait
que peu de travaux existe concernant I’évaluation des propriétés physiologiques et
métaboliques de L. lactis a 1’état sessile.

A Dinstar des résultats, nous pouvant dire :

+ La souche est d’un potentiel probiotique; sa capacité d’adhérence est
importante  (72%), son pouvoir antibactérien est notable contre deux
pathogénes fréquemment présents lors des infections, sa résistance en milieu
acide et aux sels biliaires lui confére une protection ‘taux de viabilité’ lors de
leur passage a travers le tractus gastro-intestinal.

+ L’immobilisation appliquée par D’effet de IP’action mécanique présenté un
effet positif sur tous les parameétres étudiés; la viabilité était maintenu méme
pendant des durée prolongées, les propriétés physicochimique de la paroi
n’ont été modifié et la souche présentait toujours une affinité vis-a-vis le
solvant hydrophobe (xyléne), le pourcentage d’agrégation, le biofilm ainsi
que le rendement en EPS ont été positivement affecté (82% contre 22%)
respectivement.

# L’application de cette technologie d’immobilisation pourrait étre  une

alternative aux techniques classique

Perspectives
v Mesure quantitative du biofilm formé
v' Caractérisation de I’EPS produit
v' Comprendre les mécanismes cellulaire et moléculaire impliques lors de

I’immobilisation
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Annexe | : Coloration de Gram
Protocole des différentes étapes de la coloration de Gram
Déposer une goutte d‘eau physiologique stérile sur une lame bien propre ;
e Prélever une colonie et mélanger avec la goutte d’eau, fixer puis sécher par passage
rapide sur la flamme d’un bec benzéne
e Couvrir le frottis par le cristal violet pendant 60 sec
e Jeter 1’excés du colorant et rincer par de 1’eau distillée
e Couvrir par le lugol pendant 30 sec
e Décolorer la lame immédiatement par I’ajout de I’alcool (30s) puis ’incliner jusqu’a
disparition complete de la coloration violette
e Laver a I’eau distillée
e Couvrir avec de la fuschine pendant 60 sec
e Laver a I’eau distillée
e Déposer une goutte d’huile a immersion sur le frottis et observer au microscope a un

fort grossissement.
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Annexe Il : Préparation des milieux de culture
% Milieu MRS (g/l)

PO PO ..ot 109
Extrait de viande. ... ....ooooiiniii e 10 g
EXtrait de LeVUIe .....ooii e et e e 5¢g
L2 10170 ] P 20¢g
Phosphate di POtaSSIQUE ......uintieet ittt et e 2g
ACEtate de SOIUM .....uii e e et et 5¢
TN B0 ..t e e e 19
Citrate d’amMmMONIUINL. . ... .eoet ettt et et et e e et et et et e e aans 2¢g
Sulfate de MagNESTUM ......c.oiiiii et a e e 0,2¢g
Sulfate de MaNZANEGSE. ... ..oviet ittt 0,1g
N 15¢g
pH 5,7 £ 0,1. Stérilisation a 120°C
% MRS Gélose
I1 s’agit du milieu précédent gélosé a 1.5 .Autoclavage a 120C° pendant 15 min
pH= 6.5 Autoclavage a 120C° pendant 15 min
s PBS
Composition du PBS (phosphate Buffer saline)
Chlorure de SOAIUML. .......uii et e ettt e e e e e e aeeanaas 8g
ChIorure de POtaSSTUML. ... ...ttt ettt et et e e e e et e e e et e e eae e e e aneae 0.2g
Phosphate di SOQIQUE ......c.oineii i e 1.15g
Phosphate mono POtasSIQUE .........euuuiietiitint ettt 0.2g
1L d’eau distillé / pH = 6.5 Autoclavage a 120C° pendant 15 min
%+ Gélose Muller - Hinton (g /1)

Infusion de viande de boeuf ... ... 300 ml
Peptone de CasCine. ... ......ovuiiniii i 175 g
AMIAON d€ MATS ...t e e I5¢
N 17g
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% Milieu M17
Peptone papainique de SOJa........uientieeie et e S5¢g
Peptone trypsSique A8 CASEINE. ........iutiet ittt e 2,5¢
Peptone pepsique de VIande. .........o.ovrieiiiiit e 2,5g
EXtrait de IeVUIe. ..ot e 2.0
Extrait de vVIande. ... ....oooiiiiii e 59
Glycérophosphate de sOdium...........ooviiiiiiiiiiiii it sineessieee e 190
Sulfate de MagNESTUML........oouiiiiiiiii i e 0.2D(0)
ACIde aSCOTDIQUE. ... .euiitiiti e 0.O0)

Bt diStillEe. . oot e e rrennen..9B0M

pH=7,1 £ 0.2 50 ml de lactose a 10 % sont ajoutés apres autoclavage a 120°C pendant 20min

% Milieu M17 Gélose

% Il s’agit du milieu précédent gelose a 15 .Autoclavage a 120C° pendant 15 min
pH= 6.5 Autoclavage a 120C° pendant 15 min
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Annexe 11 : Courbe d’étalonnage
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Figure N° 09 : Courbe d’étalonnage des EPS




RESUME

L’utilisation des bactéries lactiques et de leurs métabolites dans la formulation des
aliments et d’autres produits est trés répondue ; cependant pour étre plus efficaces ces
derniéres doivent posséder certaine résistance aux traitements technologiques généralement
appliqués dans le but d’améliorer leur durée de vie ; les processus de fermentation et de
production. L’objectif de la présente étude était d’améliorer la production d’un métabolite
bactérien connu par ses vertus santé « les exopolysaccharides » a travers ’application d’une
des stratégies innovantes « 1’immobilisation » .Les reésultats obtenus montrent une
tolérance de la souche lactique étudiée vis-a-vis 1’action mécanique méme pendant des
durées prolongées. D’autre part I'immobilisation a affectait positivement plusieurs
propriétés physiologiques et métaboliques de L. lactis ; ainsi la capacité d’adhérence a été
considérablement améliorée (68,61 a 72,6%) ; le rendement en EPS s’est aussi augmenté
(22 a 82). L’immobilisation a prouvé son efficacité¢ lorsque la durée d’exposition est

contrblée.

Mot clés

Lactococcus lactis-Exoplolysaccharides-immobilisation-biofilm.

OF iy a1 et 3 (585 ST 36 W1 il 5 aal g Led Antiall iy ) 5 clll men Ly S5 aa
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