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Résumé

Résumé

La recherche des souches bactériennes lactique productrice des

Exo-polysaccharides a été isolée a partir des |égumes et blé fermenté.

L’isolement sur milieu sélective nous a permis d’obtenir 17 souches
susceptible d’étre des bactéries lactiques. La mise en évidence de formation
de biofilm été réalisée pour tous les isolats. Que 03 souches ont été
sélectionné pour des tests approfondie ; le test de [Pactivité amylolytique été
négative pour les souches sélectionnés ; la production des EPS sur milieu
hypersaccharosée MRS 5% été visible grace au test de Langani, | études de
pouvoir antioxydant des EPS des lactobacillus a réveillé que ces EPS
possédent un pourcentage important 87.5% et 89.1% pour les souches
lactobacillus Bl2 et Lactobacillus MB2 respectivement ; autrement les EPS de
la souche lactobacillus Bl1 possede 36.6% de [Iactivité émulsifiante dans

laquelle on observe quelle été stable en 1h,24h et 48h.

Les EPS de Lactobacillus acidophilus Bl1 montre Une faible activité en

vers les souches pathogénes 19et 02et17 et nul en vers 15eto8et38

Mot clé : Bactéries lactiques, Exo-polysaccharides, Fermentation

lactique, activité antioxydante, activité émulsifiante.
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Abstract

Abstract

Research into lactic bacterial strains producing Exo-polysaccharides has

been isolated from vegetables and fermented wheat.

Isolation on a selective medium allowed us to obtain 17 strains that
could be lactic acid bacteria. Evidence of biofilm formation was performed for
all isolates. That 03 strains were selected for in-depth testing; the amylolytic
activity test was negative for the selected strains; the production of EPS on
hypersaccharosed medium MRS 5% was visible through the Langani test,
Studies of the antioxidant potency of Lactobacillus EPS have awakened that
these EPS possess a significant percentage 87.5% and 89.1% for the
lactobacillus strains Bl2 and Lactobacillus MB2 respectively; otherwise the EPS
of the lactobacillus strain Bl1 has 36.6% of the emulsifying activity in which it is

observed that was stable in 1h, 24h and 48h.

Lactobacillus acidophilus Bl1 EPS shows low worm activity in pathogenic

strains 19ando2and17 and no worm activity in 15ando8and38

Keywords: Lactic bacteria, Exo-polysaccharides, Lactic fermentation,

antioxidant activity, emulsifying activity.
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Partie I. Introduction

Introduction

Les bactéries lactiques possédent plusieurs actions bénéfiques que ce
soit au niveau du produit obtenu ou au niveau des bénéfices pour le
consommateur en améliorant les propriétés sensorielles et les propriétés
nutritionnelles. Pendant la fermentation lactique, les bactéries lactiques
synthétisent plusieurs molécules, telles que les acides organiques, les exo-

polysaccharides, les bactériocines.

A Pheure actuelle, l'utilisation des EPS bactérien, couvre de vastes
domaine qui vont de [Iindustrie alimentaire ou pharmaceutique a Ia
récupération assistée des pétrole basée principalement sur les aptitudes
épaississantes, gélifiantes, stabilisation et émulsifiantes des EPS a fine
d’amélioré la consistance et la texture des alimentes (Ruas-Madiedo et al,

2002a; Welman imaddox, 2003)

De plus, le EPS conferent des propriétés nutraceutiques
(immunomodulatrices, antitumorales, antidiabétiques, anti-obésités, anti-
oxydants et amélioration du transit digestif), qui sont fortement affectées par
la structure chimique des EPS et la conformation de la chaine (thakar et al .,

2012 ;ahmed et al ., 2015 ,2016 )

De ce fait, plusieurs industriels et chercheurs ont focalise leurs travaux
sur les EPS des bactéries lactiques, leur classification, leur composition
chimique, leur structure, leur biosynthese, leur ingerierie (De vuyst et al ., 2001
). Leurs effets sur les produits carnes (Ho ,2008) ainsi que sur le

perfectionnement de la recherche biomedicale.

Dans cette étude, il s’agit d’identifier des souches bactériennes isolées
productrice des exopolysaccharides de blé et de Iégumes fermenté de les

caractériser phénotypiquement et étudier I'impact technologique.

Cette étude est structurde en deux parties dont un rappel
bibliographique mettant en avant quelques notions sur les bactéries lactique
ainsi que sur les Exo-polysaccharides et sont intérét bénéfique. La deuxieme

partie regroupe I’ensemble des techniques et la méthodologie utilisée pour la

2|Page
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réalisation de ce travail, ainsi que les résultats générés associés a leur

discussion.
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Généralités
Les bactéries lactiques (LAB)est un groupe hétérogéne des microorganismes qui
a été définit en 1919 par Orla Jensen. Elles produisent toutes "acide lactique comme un
produit final a partir de la fermentation de glucose. Toutefois, il existe d'autres bactéries

qui produisent de I'acide lactique mais elles ne sont pas considérées comme des LAB le

cas de Bacillus et de sporolactobacillus (Axelsson, 2004).

Le terme « bactéries lactiques » a été toujours lié aux bactéries qui sont
impliquéesdans la fermentation des aliments. La premiére culture pure a été obtenue
en 1873 par Listen définie comme Bacteriumlactis probablement référe a I'espéce
Lactococcus lactis Les premiers genres décrits sont : Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus et Streptococcus . LAB regroupent 12 genres dont Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus et Streptococcus .( Limsowtin et

al., 2004).

Les bactéries lactiques sont des bactéries a Gram positif, immobiles, aéro-
anaérobie facultatives, asporulées, . Ces bactéries peuvent avoir des formes en
batonnets ou en coques (Figure 1a, Figure 1b) la majorité de ces bactéries sont des
bactéries non pathogénes mais elles renferment certains genres qui sont pathogenes

opportunistes le cas de Streptococcus et d’Enterococcus (Aguirre et Collins, 1993).

Elles sont auxotrophes vis-a-vis les acides aminée, les peptides, les vitamines, les
sels, les acides gras et les glucides fermentescibles (Hogg, 2005). Elles peuvent croitre a
un pH allant jusqu’a 4,5 et a une température comprise entre 10°C et 45°C (Pringsulaka

etal,, 2011).

Les bactéries lactiques se divisent en deux groupes différents selon les voies

métaboliques utilisées pour fermenter le glucose.

Homofermentaires :

Elles produisent de I’acide lactique comme un produit majeur de la fermentation

de glucose.
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CeH1206+2 ADP +2P; ——» 2 C3H¢03 +2 ATP

Glucose Acide lactique

Hétérofermentaires :

Elles produisent de I’éthanol et /ou de "acide acétique en plus de I’acide lactique.

CesH1206+2 ADP +2P; ——» 2 C2H50H+2 CO2+2ATP

Glucose Ethanol
1.
Glucose
ATP
ADP
Glucose-6-P
NAD* NADH + H*
" - \7
(
Fructose-6-P Gluconate-6-P
ATP NAD+
ADP co, (‘ NADH + H*
Fructose-1,6-P R‘b”'°fe'5"’
s o Xylulose-5P
_/ A Transcélolass
Glycéraldéhyde-3-P <«—— Dihydroxyactone-P  Glycéraldéhyde-3-P Acétyl-P
2NAD 2P Pi NAD+ CoA
2M 4 Z'HJ\D!(u/ NADH « H* ‘ P
2 (1,3-Diphosphoglycérate) 1,3-Diphosphoglycérate Acétyl-CoA
ADP l ADP NADH + H*
ATP b CoA NAD*
2 (3-Phosphoglycérate) 3-Phosphoglycérate Acétaldéhyncig" »
NAD"*
2 (2-Phosphoglycérate) 2-Phosphoglycérate Ethanol
2H.0
' H,0
2 Phosphoénolpyruvate Phosphoénolpyruvate
2ADP ADP
QATPu ATP
2 Pyruvate Pyruvate
2 4 ZNAD} NADH « W
2NAD- NAD*
2 Lactate Lactate
Homofermentation Hétérofermentation

a.

b.

Figure 1: Représentation schématique des principales voies de fermentation
des hexoses chez les bactéries lactiques ( Makhloufi, 2011).
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ATP : adénosine triphosphate.

ADP : adénosine diphosphate.

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

Pi : phosphate inorganique.
Habitat

Les bactéries lactiques sont des bactéries ubiquistes. Elles font partie de la flore
intestinale et vaginale humaine et animale comme elles colonisent de nombreux
produits alimentaires comme les produits laitiers, les végétaux, la viande et les céréales
(Dortu et Thonart, 2009). Elles sont essentiellement cultivées dans le milieu Man Rogosa

Sharpe (MRS).

Acidotolérantes, les bactéries lactiques sont capables de survivre dans des milieux

trés acides en raison de leur production d’acide lactique(Galvez et al., 2011).

Aussi, les bactéries lactiques sont a I'origine de la fermentation utilisée pour la
préparation de boissons a partir de plantes (boza, cidre, ...). Parmi elles, on distingue

des especes appartenant aux genres Lactobacillus et Leuconostoc (Galvez et al., 2011).

Classification

La classification phénotypique des bactéries lactiques est basée essentiellement
sur la morphologie, la croissance a des différentes températures, le mode de
fermentation de glucose, les constituants de la paroi cellulaire, la tolérance a de hautes
concentrations de sel et la capacité de croitre aux pH acide ou alcalin (Konig et Frohlich,

2009).
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Table 1: Caractéristiques différentielles des bactéries lactiques au stade genre
(Salminen et al.,2004).

Caractére Carnob. Lactob. Aeroc. Enteroc. Lactoc. Leucono. edioc. Streptoc. Tetrahe-

noc.
vagoc. Oenoc.

formation des +

tetrads

CO2 a partir de _ + +

glucose?

Croissance a +

1+
+
+
+
+
1+
1
+

10°C

Croissance  a

45°C

Croissance a N Dd
6,5 % d'NaCl

1+
+
+
1
1
1+
1
+

Croissance a 18

% d'NaC

Croissance apH ND + _ + + + + _ _

44

Croissance a - - + + - - R R .

PH 9,6

Configuratio
n d'acide D,L

lactiquee
DLf ,DLf
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+: positif ; - : négatif ; £ : réponse variables selon les espéces ; ND :nom déterminé

; weisse a : souches peuvent étre batonnets. b : - : Homofermentaires, +:

Hétérofermentaires. C: petite

Classification génotypique

L’analyse comparative des séquences d’Acide ribonucléique (ARN) ribosomal 16s

a entrainée des changements importants dans la taxonomie des bactéries lactiques

(Salminen et al., 2004). Selon Bergy’s manuel of Systematic Bacteriology (2009), les

bactéries lactiques sont classées dans le phylum des Firmicutes, la classe des Bacilli et

I’ordre des Lactobacillales qui renferme six familles avec 35 genres.

Streptococcus

_L_'_

Lactococcus Streptococcaceae

Melissococcus
Vagococcus
Enterococcus
Carellicoccus

4ropobacter
ranulicatella

o E—

Aropostipes
Alloiococcus
Alkalibacterium
Marinilactibacillus
Atopococcus
Isobaculum
Carnobacterium
Desemzia
Trichococcus

_l f Pediococcus
P,

aralactobacillus

Pilibacrer
Tetragenococcus

Allofustis
Dolosigranulum

Lacrobacillus

Lactovum J

"Enterococcaceae”

"Carnobacteriaceae’|

Lactobacillaceae

—: Weissella

Leuconostoc "“Leuconostocaceae"

et

Eremaococcus
Globicatella
Ignavigranum

_L— Dolosicoccus

Abiotrophia
Aerococcus

Oenococcus

"Aerococcaceae”

Figure 2: Dendrogramme consensus reflétant

les relations phylogénétiques de

I’ordre des «Lactobacillales» au sein de la classe « Bacilli» (De Vos et al., 2009).
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Genres lactiques associés aux aliments
Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus et Vagococcus

Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus étaient regroupés en un seul genre
qui est Streptococcus. lls sont trés fréquents dans I'industrie alimentaire comme
contaminants et surtout comme agents de fermentation homolactique (Salminen etal.,

2004).

Enterococcus

En 1987 Schleifer et Kilpper-Bdlz ont proposé une nouvelle classification dont ils
ont transféré certaines espéces du genre Streptococcus dans le nouveau genre :
Enterococcus. Il s’agit de :Streptococcus faecaliset Streptococcus faecium qui sont

devenues ainsi :Enterococcusfaecalis« espéce type »Enterococcus feacium (Leclerc et

al., 1996).

Les membres de ce genre sont des homofermentaires, facilement différenciables
en se basantsur leurs capacitésde croitre a 10 et a 45°C, en présence de 6,5% de NadCl, a
pH 9,6 et en présence de 40% de bile, 0.04% d’azide de sodium ou dans du lait avec 0,1%
de bleu de méthylene, en plus de leur survie apres un chauffage a 60°C pendant 30 min

(Hardie et Whiley, 1997).

Diverses souches d’Enterococcus sont employées comme probiotiques et
beaucoup d’autres sont impliquées dans des fermentations naturelles, comme des
olives de table, des produits carnés, et des produits laitiers, en particulier des fromages

(Franz et al., 2003).

Lactococcus

Les membres de ce genre se présentent sous forme de cocci en paire ou en chaines
de longueur variable (Fig.4). lls sont des homofermentaires qui ne produisent que
I’acide lactique L(+). Leur température optimale de croissance est proche de 30°C. Ils
peuvent de se développer a10°Cmais pas a45°C. Comme ils croissent a 4% de Nadl
(Desmazeaud, 1992). En dehors des cinq espéces actuellement reconnues, seule
’espece Lactococcus lactis est utilisée en industrie laitiere. En effet pour I'espece

Lactococcus lactis trois sous espéces ont été attribuées : Lactococcus lactis subsp. lactis,
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Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. diacetylactis. Seules les
deux premieres ; Lactococcus lactis subsp. Lactis et Lactococcus lactis subsp. Cremoris

sont importantes dans I'industrie laitiere (Axelsson ,1998).

Figure 3: Lactococcus lactis subsp. lactis sous forme de cellules ovoides par
paire et en chainette selon la souche (Teuber et Geis, 2006).

Streptococcus

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

La seule espéce de streptocoques utilisée en technologie alimentaire est S.
thermophilus qui a été inclue dans le groupe des “autres streptocoques”, mais
ensuite transférée au groupe des streptocoques oraux a cause du degré
d’homologie de son ADN avec ’ADN de S. salivarius (Stiles et Holzapfel, 1997).

S. thermophilus se différencie par son habitat ; lait et produits laitiers ; et son
caractére non pathogeéne. La résistance a la température, la capacité de croitre a 52°C
et le nombre limité deshydrates de carbones permettent de distinguer S. thermophilus
de la plupart des autres streptocoques (Haddie, 1986 ; Pilet et al., 2005). Cependant,
cette bactérie est incapable de croitre a des valeurs de pH supérieures a 9.6, a une
concentration égale ou supérieure a 4% (p/v) de NaCl et en présence de 0.1% (p/v) de

bleu de méthyléne (Klaenhammer et al., 2002).
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Vagococcus

Les souches mobiles de Vagococcusspp.se différencient des enterococci mobiles
(Enterococcus casseliflavus, Enterococcus flavescens, Enterococcus gallinarum) par leur
incapacité a acidifier le L-arabinose et le raffinose. Les espéces de ce genre récemment
décrites se confondent facilement des lactococci et se distinguent principalement par

leur composition en acides gras et leur mobilité (Collins et al., 1990 ).

Aerococcus, Pediococcus et Tetragenococcus

Aerococcus, Pediococcus et Tetragenococcus ont tous la capacité de se regrouper

en tétrade.

Aerococcus

Le genre Aerococcus se différencie de Streptococcus par son mode de
regroupement en tétrades ou en amas. Aerococcus viridans est souvent considérée
comme un simple contaminant de I'air et cette bactérie est également présente dans
divers prélevements : eau douce et eau de mer, sol, sédiments marins, végétaux,

produits d’origine animale.

Pediococcus

Les pediococci sont formés de cellules regroupées en paires ou en tétrades. |l
s’agit des bactéries microaérophiles, leur métabolisme homofermentaire produit
principalement de l'acide lactique DL, bien que I'acide lactique L (+) fréquant (Garvie,

1986 ; Holt et al., 1994 ) .

D’autre part la nature du peptidoglycane constitue un critére important qui
distingue le genre Pediococcusdu genre Streptococcus. Actuellement, les tests
immunologiques sont d’une grande importance, ils sont utilisés pour trancher entre les
différentes espéces des deux genres. Les espéces se différencient par leur tolérance a
la température, a NaCl,au pH et par leur spectre fermentaire. Les différentes espéces du
genre Pediococcus sont présentes dans les végétaux en décomposition, parfois dans les
boissons: biere, cidre et vin. P. pentasaceus avec P. acidilactici prédominent les matiéres
végétales mais elles peuvent aussi étre trouvées dans le lait et les produits laitiers

(Simpson et Taguchi, 1995).
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Tetragenococcus

Le genre Tetragenococcus regroupe des souches étroitement apparentées a
’espéce Pediococcus halophilus. Une seule espéce a été récemment reconnue, il s’agit
de Tetragenococcus halophilus(Collins et al., 1990 ). Il a été démontré, qu’en plus de leur
tolérance extréme au sel (>18% de Nadl), qui le distingue des autres genres des LAB;
Tetragenococcus a besoin de sel pour sa croissance, généralement 5% de Nadl, c’est la
raison pour laquelle cette espéce s’est avérée trés importante dans la fabrication des
produits fermentés, surtout ceux contenant une concentration élevée en sel (Garvie,

1986).

Leuconostoc, Oenococcus et Weissella

Leuconostoc, Oenococcus et Weissella forment un groupe des genres apparentés

des LAB. Ils sont tous hétérofermentaires (Bjorkroth et Holzapfel, 2006).

Leuconostoc

Le terme Leuconostoc vient du mot « Nostoc » qui est une algue bleue
mucilagineuse et « Leuco » veut dire blanc.La premiére description du genre

Leuconostoc a été rapportée par Van Tieghem en 1878 (Zhanget Cai, 2014).

Les cellules de Leuconostoc sont des cocci en paires ou en chaines comme les
streptocoques mais les Leuconostoc sont des bactéries hétérofermentaires produisant

de 'acide D (-) lactique, de I’éthanol et du CO2.

Les leuconostocs principalement Ln. mesenteroidessubsp. cremoriset Ln. Lactis
sont utilisés en association avec les lactocoques dans I'industrie laitiere pour produire
en plus del’acidelactique et du CO2, des substances aromatiques telles que le diacétyle

et "acétonea partir des citrates du lait (Hadef, 2012).

Oenococcus

Les membres de ce genre sont non hémolytiques et généralement non
protéolytiques. Leur température optimale est de 20°C a 30°C, acidophiles qui se

développent a un pH initial de 4,8. Elles ont pour habitat le vin et par conséquent, elles
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tolérent 'éthanol et se développent dans des milieux contenant 10% d'éthanol

(Bjorkroth et Holzapfel, 2006 ; Zhang et Cai, 2014).

Weissella

Les cellules de ce genre sont ovoides ou de courts batonnets a extrémités rondes
qui s’associent en paires ou en courtes chaines. Elles sont des hétérofermentaires et
sont généralement immobiles. Cependant, une nouvelle espéce mobile avec des
flagelles péritriches,Weissella beninensis, a récemment été décrite par Padonou et al.

en 2010.

Les lactobacilles et les Carnobacteria sont des bactéries a Gram+, polymorphe
.asporogeénes, non pigmentées, immobiles (sauf Lb. agilis), catalase-, nitrate réductase -
, gélatinase -, leur morphologie différe de cocci plus ou moins allongées a des formes
longues, ce quiles rend parfois difficile a les distinguer des leuconostocs. Leur GC% varie

de 32 a 53% (Axelsson, 1998).

Lactobacillus

En 1896, le genre Lactobacillus a été décrit pour la premiere fois par Beijerinck, et
I'espéce type était Lactobacillus delbrueckii. Le genre Lactobacillus est le genre principal
et le plus diversifié de la famille des Lactobacillaceae. Il comprend actuellement 158

espéces, sept de ces espéces sont constituées de 18 sous-espéces (Zhang et Cai, 2014).

On rencontre chez les lactobacilles une variabilité de forme (fins, incurvés,
coccobacilles ... etc) (Fig.3). La longueur des bacilles et le degré de courbure dépend de
I'age de la culture, la composition du milieu (par exemple, la disponibilité des esters

d'acide oléique) et le taux d'oxygéne.

Certaines especes de lactobacilles produisent du gaz (Ex : Lactobacillus
fermentum et Lactobacillus brevis) (De Vos et al,2009). Les lactobacilles ont des
exigences nutritionnelles tres complexes en acides aminés, vitamines, acides gras,
nucléotides, glucides et en sels minéraux. La température de croissance est comprise

entre 2 et 53 ° C, avec un optimum entre 30 et 40 ° C (De Vos et al., 2009). Le pH de
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croissance est compris entre 3 et 8 avec un optimum habituellement allant de 5,5 a 6,2

(Zhang et Cai, 2014).

— 10}1"’\ g = -_

Figure 4:Contraste de phase(A-E) et d'électrons (F) des micrographies
montrant la différence de morphologie des cellules de Lactobacilles (De Vos
etal, 2009).

A Lactobacillus gasseri; B:Lactobacillus agilis; C:Lactobacillus curvartus; D
:Lactobacillus mineur; E : Lactobacillus fermentum; et F : la forme de l'involution de

lactobacilles dans une lame mince d'un grain de kéfir

Carnobacterium

Le genre Carnobacterium est constitué des bacilles minces, droits ou Iégérement
incurvés. Leurs cellules se présentent de maniére isolée ou regroupée par deux ou
parfois en courtes chaines. Elles sont incapables de croitre sur des milieux a base

d'acétate et ne peuvent croitre ni en présence de 8 % NaCl ni a 45°C.

Toutefois, elles peuvent croitre a 10°C et parfois a 0°C. Il est difficile de distinguer
le genre Carnobacterium du genre Lactobacillus. Toutefois, on peut noter que les

Carnobacterium ssp. ne se développent pas sur les milieux a I'acétate de Rogosa et sont
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capables de se développer a des pH plus élevés que ceux des Lactobacillus ssp.

(Croissance possible jusqu'a pH 9,1) (Collins et al., 1987).

'intérét DES BACTERIES lactiques

L’utilisation des bactéries lactiques pour une application industrielle donnée

(tableau 3) est déterminée par leurs propriétés fonctionnelles et technologiques qui

recouvrent ces propriétés:

Table 2: exemples
alimentaire (d’aprés Romain, 2011).

d'utilisation des

bactéries lactiques en industrie

Genre Substrat Exemples de produits

Bifidobacteriu | Lait Laits fermentés

m

Lactobacillus | Lait, Viande, Yaourts, lait s fermentés, kéfirs, fromages Saucissons secs,
Végétaux, jambons secs Choucroute, olives, « yaourts » au lait de soja
Céréales Pain au levain, bieres

Lactococcus Lait Fromages, kéfirs

Leuconostoc Végétaux, Lait Choucroute, olives, vin Fromages, kéfirs

Pediococcus | Végeétaux, Choucroute Saucisses semi-séchées
Viande

Oenococcus Végétaux Vin

Streptococcus | Lait Yaourts, lait s fermentés, fromages

Activité acidifiante

En industrie laitiere, on cherche le plus souvent des souches rapidement

acidifiantes ; alors, trois critéres sont a prendre en compte en I’occurrence : la quantité

de lactate produite, la nature de I’acide produit (D, L ou DL) et la vitesse d’acidification

qui est un critére important en technologie (le pH peut atteindre 4 a 4.5) (Luquet 1994,

)

Sur un autre substrat, comme exemple: dans la fabrication des produits carnés

fermentés, la chute du pH due a la production d’acide lactique résulte de I'utilisation des
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hydrates de carbone par les bactéries lactiques provenant des matiéres premiéeres ou de
I’environnement (Papamanoli et al., 2003). Cette acidification provoque la coagulation
des protéines musculaires et induit ainsi a la fermeté, a la cohésion et au découpage
facilité de la viande. En outre, 'accumulation des acides organiques produits inhibe la

croissance des bactéries pathogénes et celle de la flore d’altération de la viande.
Activité protéolytique

En général, les bactéries lactiques ont une faible propriété protéolytique sur les
protéines myofibrillaires (Molly et al., 1997). Toutefois, certaines souches de Lb
participent a I’hydrolyse des protéines sarcoplasmiques et par conséquent, contribuent a
la décomposition des peptides en acides aminés .Des peptidases issues de ces bactéries
lactiques hydrolysent des oligopeptides et de ce fait, produisent les substances

responsables de la flaveur et de la texture des produits fermentés (Ho Thi Nguyet, 2008).
Activité lipolytique

on trouve que dans le groupe des lactobacilles thermophiles, les activités
lipolytiques de Lb. delbrueckii ssp. lactis et Lb. acidophilus sont supérieures a celles de Lb.
Delbrueckii ssp. bulgaricus et Lb. helveticus. et dans le groupe des lactobacilles
hétérofermentaires facultatifs : Lb. casei et Lb. plantarum, possedent un systéme
estérasique plus actif que les hétérofermentaires strictes : Lb. brevis et Lb. fermentum

(Talon et al., 2006).

Activité antimicrobienne

Essentiellement les bactéries lactiques (Lactobacillus , Leuconostoc ,Pediococcus et
Lactococcus) et des Bifidobactéries qui sont connus pour posséder de telles activités
grace a leur capacité a produire lors de leur croissance des composés actifs ; a savoir, les
acides organiques qui acidifient le milieu (lactate ,acétate ..), des dérivés du
métabolisme de I'oxygéne (H,0,), et des substances naturelles de nature protéique;
douées d’une activité antagoniste a I’encontre d’un grand nombre de germes
d’altération, leur permettant de se développer préférentiellement dans divers
écosystemes écosystemes (Vandervoorde et al., 1991; Annika et Marc, 2004 ; Herreros

etal., 2005; Belal et al ., 2011).
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Les acides organiques :

Parmi lesquels I'acide lactique et I’acide acétique et tous ceux causant la
diminution du pH qui induit a une acidification du cytoplasme cellulaire (figure ci-
dessous) ; en conséquence les flores acido-sensibles (exemple: Pseudomonas) sont
inhibées. Cependant, un grand nombre de Lactobacillus produisent ces acides

organiques (Annika.M.M et Marc.B, 2004).

Lactobacille

pathogene

X-COOH ——» X-COO" +H*

Gle fermentation

lactique

inacti vation
des enzymes

X-COCH =CH,-CHOH-COOH dmslecas del"axide lactique

Figure 5: Mode d’action sur les pathogénes des acides organiques produits
par les lactobacilles.

Le diacétyl et d’autres produits

Le diacétyl (C4H60,) un des composants aromatiques essentiels du beurre
synthétisé par différents genres de bactéries lactiques il est produit suite a la
dégradation du citrate, un composé inhibiteur a pH 5 plus actif contre les bactéries a
Gram négatif, les levures et les champignons que contre les bactéries a Gram positif non

lactiques pour les non lactiques (Jay, 1982; Smaoui, 2010) .

Le dioxyde de carbone

Le dioxyde de carbone est produit par des bactéries lactiques hétéro-
fermentaires.ll peut jouer un réle dans la création d’un environnement anaérobique qui
inhibe la décarboxylation enzymatique ,il peut effectivement inhiber la croissance de
nombreux germes d’altération et essentiellement les germes psychrotrophes a Gram

negative (Smaoui, 2010).
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Le peroxyde d’hydrogéne

C’est un agent majeur de I'activité antimicrobienne des bactéries lactiques Vu
gu’elles soient catalase négatif et certaines souches peuvent accumuler du peroxyde
d’hydrogéne lorsqu’elles sont cultivées en aérobiose ou en microaérobiose ce qui induit
I’oxydation des lipides membranaires et la destruction des structures des protéines des
cellules des différents microorganismes parmi en on cite Staphylococcus aureus et
Pseudomonas. spp(Ammor, 2004, Annika.M.M et Marc.B, 2004; Smaoui, 2010 ;

Boumehira.Z, 2010).

La production d’antibiotiques

[l existe aussi les antibactériens non peptidiques, parmi lesquels la reuterine
produite par Lactobacillus reuteri : un antibiotique a large spectre, actif vis-a-vis des
bactéries Gram- positives et Gram-négatives, des levures, des moisissures et des
protozoaires. Il s'agit d'un dérivé du glycérol, le 3-hydroxypropionaldéhyde produit lors

de la fermentation anaérobie de ce dernier (Piard and Desmazeaud, 1991).

La production des Bactériocines

Les bactériocines : un groupe hétérogéne de molécules de nature protéique
produites par synthése ribosomique dotées d'un site actif et qui ont un pouvoir
antimicrobien ;elles présentent une activité bactéricide ou bactériostatique contre les
souches bactériennes phylogénétiquement proches a la souche productrice (Piard et
Desmazeaud, 1991; Muriane et Klaenhammer, 1991; Tomomi et al., 2009) ; avec un large
spectre d’activité contre les germes pathogénes gram positif et gram négatif( Paulraj et
al ., 2011).

Il est établi que le point d’entrée de plusieursbactériocines est les pores formés
dans la membrane cytoplasmique des bactéries sensibles(Alain, 2004). D’autres
bactériocines ne forment pas de pores mais interferent avec l'activité de certains
enzymes des bactéries suspects. Plusieurs genres de bactéries lactiques y compris
Lactobacillus  (klaenhammer, 1998) Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Lactococcus, Leuconostoc et Carnobacterium produisent ces molécules. Ona méme
caractérisé les bactériocines de plusieurs espéces comme : Lb. fermentum, Lb.

helveticus, Lb. acidophilus, et Lb. plantarum.
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Activité antifongique

Vanne et al.,(2000) a démontré que la croissance de champignons toxinogenes
était limitée in vitro par des bactéries lactiques par I‘effet combine entre Iacide lactique
et des bactériocines(Adebayo et Aderiye, 2010) .Le genre Lactobacillus qui avaient une
activité antifongique efficace en produisant des substances comme ['acide
phényllactique (en quantités inférieures a 7.5 mg/ml et I'acide 4-hydroxy-phényllactique
isolés des souches de Lb. plantarum 21B. Ces substances ont montré une activité
inhibitrice contre :Aspergillus niger, Aspergillus flavus , Penicillium cprylophilium ,
Penicillium requeforti , Penicillium expansum, Fusarium graminearum (Doguiet et
Denis,2010). On a méme noté I'effet des mémes substances produite cette fois par la
souche Lb. plantarum 20B contre Aspergillus, Penicillium et Monilia (Kouakou et Philippe,

2011).

Plusieurs applications de lactobacilles sont mises en évidence parmi lesquelles :
I’affinage des fromages et la fabrication du yaourt en contribution avec I’acidification,

I’aromatisation et "lamélioration de la Texture (Saxer et al., 2013).
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7

Généralité

Les polysaccharides microbiens sont produits par une grande variété de
microorganismes eucaryotes et procaryotes, mais les bactéries produisent la plus
grande diversité de molécules et produisent plus souvent des quantités supérieures a 10
g/l, Les microorganismes producteurs n’utilisent pas les EPS bactériens comme sources
d'énergie, les EPS microbiens se situent entre les composés les plus multifonctionnels
et industriellement intéressants (Sanlibaba et Cakmak, 2016).

Les polysaccharides microbiens sont susceptibles a la biodégradation dans la nature et
sont moins nocifs pour I'environnement que les polymeres synthétiques, cela contribue
a leur respect de I'environnement dans les applications industrielles, ainsi que dans
I'élimination des eaux usées ou dans I'environnement (Shailesh et al., 2016).

Parmi les différentes bactéries productrices d'EPS, les bactéries lactiques ont acquis une
attention particuliere. Les bactéries lactiques sont généralement reconnue comme
microorganismes sans danger (GRAS) ainsi que leurs capacités a produire les EPS ont
une grande diversité de structures sans risque pour la santé (Sanlibaba et Cakmak,

2016).
Classification des EPS des bactéries lactiques

Fondamentalement, en fonction de la composition des unités répétitives et voie de
biosynthése, les EPS peuvent étre classés en deux classes homopolysaccharides ou des
hétéropolysaccharides (figure 2) (Mishra et Jha, 2013).

La masse moléculaire des hétéropolysaccharides varie de 10* a 10° Da, généralement
inférieure a la masse moléculaire moyenne de homopolysaccharides (jusqu'a environ 107

Da) (Sanlibaba et Cakmak, 2016).
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Figure 6: Représentatif des homo et hétéropolysaccharides(Sanlibaba et
Cakmak, 2016).

Les homopolysacchrides et hétéropolysaccharides respectivement différent également
par le nombre des enzymes et I’organisation des génes impliqués dans leur synthése.
Enfin, en fonction des substituants présents dans les unités répétitives
d’hétéropolysaccharides, il y a des polymeéres chargés ou neutres, ce dernier est appelée
« zwitterionique».

Les EPS se caractérisent d'avoir a la fois des radicaux chargés positivement (par exemple
amine libre) ou chargés négativement (par exemple, des phosphates ou des

carboxylates) dans leurs unités répétitives(Hidalgo-Cantabrana et al., 2012).
Homopolysaccharides

Les homopolysaccharides contiennent un seul type de monosaccharide synthétisé par
conversion de substrats extracellulaires par des enzymes sécrétées, par exemple, la
dextransucrase, la l1évansucrase (Jolly et al., 2002) composé de quatre sous-groupes
différents (a-D-Glucans, B-D-glucanes, fructanes et autres.
» Les a-D-glucanes sont plus répandus chez les bactéries lactiques et sont produits
par des souches appartenant aux genres Lactobacillus, Leuconostoc et
Streptococcus(Werning et al., 2012). Selon les liaisons de la chaine principale, les

a-glucanes sont subdivisés en dextrans (a-1,6) sont principalement constitués de
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monomeéres de glucose liés en a-1,6 avec diverses chalnes ramifiées en position
3, mais parfois en positions 2 et 4 avec une probabilité relativement plus faible
tels que les EPS de Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides et
dextranicum(Hongpattarakere et al., 2012), mutan (a-1,3), glucanes (a1,2),

reutérans (a-1,4) et alternans (a-1,3 et a-1,6) (Werning et al., 2012).
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Figure 7: Représentation schématique des unités répétitives de: dextran,
mutan, alternan, glucan et reuteran(Werning et al., 2012).

» [B-D-glucanes constitués de monomeéres de glucose liés en 3-1,3 avec des chaines

ramifiées en -1,2, tels que les EPS de Pediococcus spp. et Streptococcus spp

(Hongpattarakere et al., 2012).
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Figure 8: Représentation schématique des unités répétitives dep-(1,3-1,2)-D-
glucan of P. parvulus(Werning et al., 2012).

» Les fructane peuvent étre classées en : type levane : § -D-Fructose(2,6), le type
Inuline : B - D-Fructose (2 ,1)toutes deux synthétisées par différentes espéces des
genres Leuconostoc, Lactobacillus, Streptococcus et Weissella.(Sanlibaba et
Cakmak, 2016; Werning et al., 2012).D’autre comme le polygalactane :Galactose

produit par des souche Lb. lactis(Badel et al., 2011).
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Figure 9: Classification des homopolysaccharides produits par Lactobacillus
sp(Badel et al., 2011).

Table 3: Homopolysaccharides produits par les bactéries lactiques (Sanlibaba
et Cakmak, 2016).

EPS Souches

a-D-glucans Dextra Leuconostoc mesenteroides

subsp.mesenteroides

Leuconostoc mesenteroides

subsp.dextranicum

Mutan Streptococcus mutans

Streptococcus sobrinus

Altarnen Leuconostoc mensenteroides

Reuteran Lactobacillus reuteri
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B-glucans Pediococcus ssp.
Streptococcus ssp
Fructan Levans Streptococcus salivarus
Inulin-type Streptococcus mutans

Leuconostoc citreum

Polygalctan Lactobacillus reuteri

Lactococcus lactis subsp.lactis H414

Lactobacillus delbrueckii

subsp.bulgaricus(CRI 406 and 142)

Hétéropolysaccharides

Les hétéropolysaccharides comprennent des unités répétitives de différents
monosaccharides dont le nombre d’unités varie entre tri et octasaccharides
(Hongpattarakere et al., 2012).

Leur composition, beaucoup plus diversifiée que celle des homopolysaccharides, inclue
des oses neutres (D-glucose, D-galactose, L-rhamnose), acides (acide glucuronique,
acide galacturonique, etc.) ou encore des amines (N-acétyl-D-glucosamine, N-acétyl-D-
galactosamine). s sont par ailleurs fréquemment sujets a des additions de substituants
organiques (Exemples : acides aminés, pyruvate) ou inorganiques (Exemples : sulfate,
phosphate) quileur conférent des propriétés physiques et biologiques supplémentaires

et augmentent leur diversité (Sanlibaba et Cakmak, 2016).

Réle des EPS dans la cellule procaryote

Les EPS sont une composante importante des systemes biologiques, bénéfiques pour
les organismes qui les produisent, car ils remplissent diverses fonctions :

e Les EPS protegent les microorganismes en tant que barriere physique, leur

production est une réponse directe aux pressions environnementales sélectives,

y compris le stress osmotique, la température, pH, pression et intensité

lumineuse. En cas d’espéces acidophiles ou de thermophiles et des Archaea, les

EPS aident a ’adaptation aux conditions extrémes (Kambourova et al., 2015).
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La capacité d'un microorganisme a s'en tourer d'une couche
exopolysaccharidique hautement hydratée peut lui fournir une protection
contre la dessiccation et ceci menant a la survie dans les régions déficientes en
eau (Kambourova et al., 2015; Suresh Kumar et al., 2007).

e Le glycocalyx est principalement composé d’EPS, est essentiel pour la formation
d'un biofilm. La formation de biofilms occupe une place importante dans
I’adaptation des bactéries aux conditions physico-chimiques de I’environnement
et favorise I'association de différentes espéces microbiennes, comme dans le cas
de la muqueuse intestinale de plus une fois associé au biofilm, les produits
métaboliques d’une espece peuventservir de substrats pour processus
métaboliques d'une autre espéce.

Ce biofilm confére une protection contre les forces mécaniques, les antibiotiques
et les composés antimicrobiens (notamment lors du nettoyage) et la prédation
par protozoaires (Badel et al., 2011; Caggianiello et al., 2016; Donot et al., 2012).

e Un autre avantage est indirect, en effet, les polysaccharides facilitent la

communication entre les cellules, car ils agrégent les bactéries et réduisent les

distances entre les cellules (Badel et al., 2011).

Les applications des exo polysaccharides :
L’activité biologiques des EPS permet I'utilisation dans différents secteurs
Activité antioxydante

Les EPSS jouent également un réle d'antioxydants car ils sont capables de neutraliser
les especes réactives de Il'oxygene (ROS) (Nampoothiri et al, 2017). L'activité
antioxydante de I'EPSS peut étre due a la présence d'un groupe hydroxyle et d'autres
groupes fonctionnels dans les EPS, qui peuvent donner des électrons pour réduire les
radicaux a une forme plus stable, ou pour réagir avec les radicaux libres pour mettre fin

a la réaction radicalaire en chaine ( Silva et al., 2019).
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Activité anti-inflammatoire

Les fucanes sont des polysaccharides sulfatés présents dans la matrice
intercellulaire des algues brunes Phaeophyceae. In vitro, ces polysaccharides induisent
I’agrégation plaquettaire. Certains fucanes sont anti-inflammatoire et plusieurs fucanes

présentent également des potentialités anti -tumorales (BRUNETON., 2009).

Activité immunomodulatrice

Un agent immunomodulateur permet de stimuler ou d'inhiber divers acteurs du

systeme immunitaire et de prévenir des maladies infectieuses ou cancéreuses. L'une des
nouvelles tendances de la recherche dans le développement d'agents
immunomodulateurs est l'identification de produits naturels présentant une toxicité
faible ou tolérable dans les applications cliniques (HUANG et al., 2014).
Plusieurs polysaccharides d'origine fongique sont capables de stimuler simultanément
les différentes composantes du systéme immunitaire, ce qui leur confére différentes
propriétés thérapeutiques, notamment des propriétés antitumorales et anti -
inflammatoires. Pour cette raison, ils sont appelés immunomodulateurs,
immunostimulateurs ou modificateurs de la réponse biologique (SANCHEZ., 2006).

Puisque les polysaccharides, y compris les 3 glucanes, ne peuvent pénétrer dans
les cellules en raison de leur grande taille moléculaire, Ils exercent leur action en se liant
a des récepteurs spécifiques a la surface des cellules Immunes telles que les
macrophages, les neutrophiles, les cellules cytotoxiques naturelles (NK) et les
lymphocytes T (DJABALI et al, 2016).

Parmi ces récepteurs, le CR3, un des plus importants récepteurs membranaires
chez les phagocytes impliqués dans la reconnaissance des pathogénes, a été identifié
comme un des récepteurs des B-glucanes.

L'affinité différentielle montrée par les récepteurs vis -a-vis les différents (-
glucanes varie en fonction du poids moléculaire, de la conformation acquise en solution,
ainsi que du degré de ramification de ces molécules. Cette affinité différentielle affecte
de maniere significative leur activité immunomodulatrice (SANCHEZ, 2006).

Les polysaccharides sulfatés, y compris ceux provenant d'algues, possedent des

activités immunomodulatrices qui peuvent étre utiles pour stimuler la réponse
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immunitaire ou controéler I'activité des cellules immunitaires pour atténuer les effets
négatifs associés tels que I'inflammation. Les polysaccharides sulfatés peuvent affecter
plusieurs cibles dans les systemes immunitaire et inflammatoire qui peuvent avoir un
impact sur la progression de la maladie et les résultats, y compris la progression

tumorale et la métastase (JAIO et al., 2011).

Activité antivirale

Les maladies infectieuses virales mettent gravement en danger la santé humaine.
Dans la recherche de médicaments antiviraux efficaces, les chercheurs ont trouvé que
les polysaccharides ont une bonne activité antivirale. En tant que composant antiviral
efficace et peu toxique, les polysaccharides ont de larges perspectives d'utilisation

médicinale et méritent d'étre étudiées plus avant (CHEN et HUGAN, 2018).

Applications de I'EPSS dans les denrées alimentaires.

Les EPS microbiens ont des effets fonctionnels dans la transformation des
aliments en raison de leur interaction avec les composants alimentaires, ce qui peut se
traduire par I'amélioration des propriétés rhéologiques et sensorielles des aliments.
L'EPSS peut agir comme texturants, stabilisants, viscosifiants, bio-épaississants ou
émulsifiants, selon la température, le pH et la force ionique du milieu (Angelin & Kavitha,
2020 ; Korcz & Varga, 2021).

L'EPS peut modifier les propriétés viscoélastiques des aliments de différentes manieres
(Korcz & Varga, 2021).

Les exopolysaccharides du LAB ont fait I'objet d'une attention particuliere en
raison de leurs applications industrielles potentielles, notamment ceux formés in situ. Ils
peuvent étre utilisés pour remplacer ou réduire I'utilisation d'hydrocolloides externes,
Carils lient I'eau et retiennent I'humidité dans le produit (Lynch et al., 2018).

Il existe deux phénotypes possibles de souches productrices d'EPS : filants ou
non filants. Ceux-ci sont définis en fonction du fait que les EPSS sont libérés dans le
milieu sous forme d'EPSS libres (fEPS) ou restent attachés a la paroi cellulaire

bactérienne sous forme d'EPSS capsulaire (CEPS), respectivement. Certains résultats

30|Page



Partie Ill. les exopolysaccharides microbiens

indiquent que les deux, fEPSS Et cEPSS, peuvent contribuer a améliorer la viscosité,
I'onctuosité, la résistance au cisaillement ou la capacité de rétention d'eau.

Cependant, la viscosité apparente des cultures filantes est supérieure a celle des
cultures non filantes (Mende et al., 2016 ; Zei dan et al., 2017). Cirrincione et al. (2018)
ont rapporté que les souches filantes conferent une consistance plus lisse et une
viscosité plus élevée que les souches non filantes dans les produits laitiers fermentés.
De plus, I'utilité de I'EPSS en tant que modificateurs de viscosité améliore la perception
du go(t du produit en lui permettant de persister plus longtemps dans la bouche (Nam
poothiri et al., 2017).

La composition en sucre, la longueur de la chaine, les liaisons entre les sucres, la
fréquence de ramification et la masse moléculaire affectent les propriétés
technologiques de I'EPSS (Abid et al., 2018 ; Silva et al., 2019).

La relation entre la structure et la fonction des EPSS n'a pas encore été
entierement comprise, en raison de leur complexité et de la difficulté de leur analyse
structurelle (Riaz Rajoka et al., 2020). La contribution des EPS aux propriétés des
produits alimentaires dépend des propriétés des EPS et des interactions des EPS avec
les composants alimentaires, notamment les protéines (Kleerebezem et al., 1999). De
plus, plusieurs études indiquent que les EPS influencent la rhéologie et la texture des
produits fermentés a des concentrations extrémement faibles par rapport aux autres
épaississants (Zarour et al., 2017).

Un autre aspect a prendre en compte est la méthode de production et
d'utilisation de I'EPSS.

Al'heure actuelle, les polysaccharides microbiens ne représentent qu'une petite
fraction du marché actuel des biopolymeéres, car la connaissance de leur biosynthése fait
encore défaut, ainsi qu'une technologie de bioprocédés appropriée (De Vuyst &
Degeest, 1999).

Cependant, dans des conditions de croissance contrélées, il est possible
d'augmenter la production d'EPSS (Cirrincione et al., 2018). En fait, il a été rapporté que
les souches de Lactobacillus plantarum peuvent produire entre 450 et 515 mg L-' dans

des conditions optimales (Aarti & Khusro, 2019 ; Midik et al., 2020).
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Applications de I'EPS dans les produits de boulangerie

L'effet positif des EPS sur les produits de boulangerie est basé sur leur capacité a lier
I'eau et a former un réseau avec différents composants de la pate. Ainsi, les EPS peuvent
Améliorer la rhéologie, la structure et le volume du pain, entrainant une diminution des
taux de rassissement et une durée de conservation prologueé (Korcz & Varga, 2021) .

L'incorporation de levain lors de la cuisson du pain a des répercussions sur sa
texture et ses propriétés sensorielles (Casado et al., 2017). Les écosystémes du levain
sont caractérisés par des associations stables de levures et de BAL, en particulier de
lactobacilles (De Vuyst et al., 2014). L'une des principales activités métaboliques des
especes LAB du levain est la production d'EPS qui peuvent affecter les propriétés
viscoélastiques, la texture et les propriétés technologiques du levain ainsi que la texture
et durée de conservation du pain (Ispirli et al., 2020 ; Riaz Rajoka et al., 2020).

Sur le plan technologique, les effets bénéfiques de I'EPS sur la pate et le pain sont
les suivants :

0 Une plus grande absorption d'eau par la pate,

(in) Une meilleure rhéologie et machinabilité de la pate,

(iii)  Le maintien de la structure du pain,

(iv)  Unvolume de pain plus important et

(v) Augmentation de la douceur de la mie et retard du rassissement du pain,
entrainant une durée de conservation plus longue (Tieking & Ganzle,
2005).

Les perspectives futures se concentrent sur I'utilisation de I'EPS de LAB pour la

production de pain sans gluten, puisque I'EPS peut potentiellement agir comme des
hydrocolloides améliorant leurs propriétés rhéologiques (Torino et al., 2015). Le gluten
est la principale protéine structurante de la farine et, en raison de son réle majeur dans
la détermination des propriétés viscoélastiques de la pate, il apporte une contribution
certaine a I'apparence, a la texture, a la structure de la mie et a la sensation en bouche
du produit cuit final.

Les produits sans gluten se caractérisent par une faible absorption d'eau, des
changements dans les caractéristiques de la mie, une diminution du volume du pain et
une mauvaise stabilité.

Ces défauts peuvent étre éliminés en ajoutant du LAB EPSS a une pate au levain

sans gluten (Lynch et al., 2018a). L'effet bénéfique des EPSS sur le pain est basé sur leur
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capacité a former un réseau avec d'autres composants de la pate et a améliorer la durée
de conservation en raison de la propriété de rétention d'eau (Xu et al., 2019).

La productionin situ d'EPSS pourrait remplacer le gluten, permettant de produire
du pain sans gluten avec des propriétés sensorielles acceptables (Lynch et al., 2018a).
Des recherches récentes ont montré la possibilité d'améliorer la qualité du pain sans
gluten grace aux EPS produisant des souches de Lactobacillus reuteri et par conséquent,
certains EPSS peuvent réduire le besoin d'utiliser des polysaccharides hydrocolloidaux

colteux dans I'industrie de la boulangerie (Daba et al., 2021).
Applications de I'EPS dans les produits a base de viande fermentée

Les exopolysaccharides produits par LAB sur les produits carnés ont été
généralement considérés comme des facteurs de détérioration et leurs applications
potentielles dans la viande transformée restent inexplorées (Prechtl et al., 2018).

Dertli et al. (2016) ont découvert que I'EPS pouvait améliorer les propriétés texturales
des saucisses, en fournissant un produit plus dur, moins adhésif et plus résistant.
Loeffler et al. (2020) ont examiné ['utilisation de LAB formant des EPS in situ dans les
produits carnés, décrivant leur réle positif dans différentes matrices de viande, telles
que les saucisses fermentées a faible teneur en matieres grasses. Korcz & Varga (2021)
ont rapporté que I'EPSS formé in situ a influencé la qualité des produits de viande
fermentés, ce qui élargit sans aucun doute les possibilités de leur application, en
particulier dans les produits de viande allégés, puisque leur consommation est
actuellement en croissance.

Ainsi, plusieurs études ont montré que la production d'EPS par LAB peut trouver une
application pour améliorer la texture des produits carnés, notamment ceux a faible
teneur en matiéres grasses. Cependant, pour garantir leur qualité, la concentration
d'EPS dans le produit carné doit se situer dans une fourchette bien définie (Loeffler et

al., 2020).
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Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire de Microbiologie de la Faculté des
Sciences de I’'Université Dr Moulay Tahar Saida, durant la période février -Mai2022.

Echantillonnage
Préparation des échantillons
IV Légumes fermentés

Carotte, betterave, olives ont été choisi pour la Lacto Fermentation, on a pesée 200g de
chaque produit apres les rincées deux fois pour se débarrasser des restes de sol, puis on
a découpé en petits morceaux ; en suite une préparation d’une saumure avec 4% de sel
dans de I'’eau est effectuée. Pour assurer I’anaérobiose des pots a fermeture hermétique
(couvercle avec joint en caoutchouc) été choisi pour mettre les [égumes dedans ; alors
on verse la saumure a condition qu’ils sont submergés pour créer un environnement

sans O,.
Les pots ont été déposées au laboratoire a une température entre 15-20 ° C.
La fermentation a durer 6 semaines.

Vv Blé fermenté

La préparation des échantillons a été faite selon la méthode de Merabti, 2015 ou la
préparation des blé fermenté été sur des bocaux en verre de 250g ; chaque bocal est
remplie par 150g de Blé +100ml d’eau minérale contenant 3.75ml de vinaigre de 5°, en
scellant les bocaux pour créer I’anaérobiose et en incubant a I’abri de la lumiere. La
température de laboratoire.
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Figure 10: lacto fermentation des aliments (blé, betterave, carotte, olive)

Screening des souches productrices d’EPS:

La stratégie adoptée pour isoler des souches lactique productrice des EPS été par
Putilisation d’un milieu sélective qui est MRS rouge congo (MRS rc) et MSE (annexe
01).

L’observation du phénotype des colonies représente la premiere ligne de sélection
des souches;

v" Sur Milieu MRS rc des colonies apparaissent noire et marron considérées
comme productrice d’EPS ; colonie rouge considérées comme non productrice
EPS,

v Sur milieu MSE Les souches productrices d’EPS forment des colonies brillantes,
bombées et visqueuses ; on dit alors qu’elles ont un phénotype mucoide
(Dupont, 1998). L’une des caractéristiques de ce phénotype est que lorsque
I’on touche et étire la colonie avec un cure-dent, celle-ci forme un long
filament.

Préparatio des dilutions décimale

Une solution mere a été préparée par I'ajout de 10g de chaque échantillon choisi dans
goml d'eau physiologique stérile (Ulacio et al., 1997) puis le mélange a été haché par un
hachoir plongeant pendants 1min maximum , ensuite une série de dilutions décimales
ont été réalisée jusqu'a 107 (figure 10), chaque dilution subit une homogénéisation par
agitation (Boulal et al., 2017).
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Figure 11: les dilutions décimales préparé

Isolement été réalisée par I’ensemencement en surface ; les boites ont été incubé a 30°C
pendant 48h.

\% Purification

La purification des souches isolées a été réalisée par repiquages alternés et successifs
sur milieux MRS (bouillon /gélose) jusqu'a I'obtention de colonies bien séparé.

La pureté des souches est révélée par la présence sur gélose de colonies homogenes
ayant le méme aspect, la méme couleur, la méme taille et la méme forme (Heleni et al .,
2006; Guiraud., 2004) puis la vérification a été réalisée par I’étude macroscopique et
microscopique.
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Figure 12 : schéma récapitulative de screening jusqu’a la conservation

38|Page



Partie Ill. Matériel et méthodes
Vi Pré identification

Apres purification, les isolats sont pré-identifiés en se basant sur différents caracteres
morphologiques, physiologiques et biochimiques (Mostefaoui et al., 2014; Badis et al.,
2005; Zidani; 2015; Bai et al., 2016; Sandes et al., 2017)

Examen macroscopique

Ce test est basé sur I’observation visuelle des colonies cultivées sur boites de Petrie
afin de déterminer leur taille, leur forme et leur couleur (aspect macroscopique).

Examen microscopique

L’aspect microscopique est révélé par I'intermédiaire de la coloration de Gram
(Annexe 2), elle permet de différencier les bactéries a Gram + de celles a Gram -, les
batonnets des coques ainsi que la détermination du mode de regroupement

Tests physiologiques et biochimiques

v" Recherche de la catalase
L’activité catalytique est mise en évidence en émulsionnant sur une lame la culture
bactérienne a tester dans une solution d’eau oxygénée. La présence d’une catalase se
manifeste par "apparition de bulles abondantes d’oxygéne.

[2HO—QHO+O ]

Les bactéries a Gram + et a catalase négatif ont été considérées comme des bactéries
lactiques présomptives (Silva et al., 2017).

v" Type fermentaire
Ce test permet la distinction entre les bactéries lactiques homofermentaire et

hétérofermentaire, grace a la production de gaz (CO,).

L’ensemencement des souches a tester s’effectue dans un milieu liquide MRS sans
glucose et sans I'extraie de viande avec une cloche du Durham, mis a incubé a 30°C; les
tubes sont observés dans un délai de 48h en fonction de I"aspect du milieu (trouble) et
la production de gaz (Garvie, 1984 ; Schilinger et Lucke, 1989).

Identification par galerie Api 50
IV.3.3.4.1. Préparation de galerie

On a utilisé une seule galerie pour l'identification de I'isolats Bl1 cette galerie est
constituer de 5 bande comprenant chacune 10 tubes numérotés.

Préparer une boite incubation
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Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.

Répartir environs 1oml d’eau distillée ou déminéralisé dans les alvéoles du fonds pour

créer une atmosphére humide.

Sortir les bandes de leur emballage, séparer en deux les bandes 0-19 et 20-39 et les

déposer dans le fond de la boite d’incubation
Compéter la galerie avec la bande 40-49

IV.3.3.4.2. Préparation de P'inoculum
Cultiver les bactéries sur un milieu adapté a sa croissance

Apres 24h d’incubation, la culture est récupérée par centrifugation a 4000rpm/mm

pendant 10mn, le culot est rincé 2 fois a I’eau physiologique stérile.
Préparer I'inoculum dans le milieu API50CH.
Inoculation des galeries

Répartir la suspension bactérienne a I'aide d’une pipette stérile dans les 50 tubes de la
galerie en se conformant aux précautions suivantes

e Incliner légérement vers I'avant la boite d’incubation

e Eviter la formation de bulles en posant la pointe de la pipette sur c6té de la cupule.

e Apreslinoculation, les cupules sont remplies avec de I'huile de paraffine stérile.

e Incuber la galerie a la température optimum de croissance de bactéries étudiées.
Durant la période d’incubation, la fermentation des sucres est indiquée par une couleur
jaune exceptée pour I'esculine (brun foncé. Les résultats sont lus a 24h et vérifies apres
48h d’incubation.

L’interprétation des résultats peut se faire par le site http://lab.upbm.org/ pour

identifier les bactéries lactiques.
"l Conservation des isolates:
Conservation a court terme:

Les bactéries lactiques sont ensemencées sur gélose MRS incliné en tube. Apres
incubation a 30 °C pendant 18 heures, les tubes sont conservés a 4°C. Les repiquages se
font toutes les trois ou quatre semaines (Badis et al., 2004).
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Conservation a long terme:

A partir des cultures jeunes (18-48 h) sur milieu liquide, les cellules sont récupérées
par centrifugation a 4000 t/min pendant 10 min. Une fois le surnageant éliminé, on
ajoute le milieu de culture de conservation sur le culot. Le milieu de conservation
contient du lait écrémé, 0,2% d’extrait de levure et 30% de glycérol. Les cultures
sont conservées en suspension dense et en tubes eppendorf a -20°C. En cas de
besoin, les cultures sont repiquées dans le lait écrémé a 0,5% d’extrait de levure,
avant utilisation (Saidi et al., 2004). Le protocole réalisé est représenté par la
(Figure suivante).

Culture de 18 h sur bouillon MRS

Centrifugation a 4000 tr/mn pendant 10 min

Conservation du culot

|

Culot est additionné de 2 ml du milieu de conservation (70% lait écrémé stérile + 30% de
glycérol)

|

Répartition dans des tubes Eppendorf

Conservation a-20 °C

Figure 13: schéma de conservation longue durée des bactéries lactiques
purifiées (Saidi et al, 2002).

IV .3.4.2 Formation des biofilms
Des méthodes classiques de la détection de la production de biofilm in vitro ont été

établies, tel que la méthode quantitative et qualitative de la microplaque 96puits
(Freeman et al.1989 ; Mathuret al., 2006)

A partir d’une culture jeune de 18 h a 30°C dans le milieu MRS liquide.
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Les puits d’une microplaque de 96 puits (polystyrene) sont inoculés avec o.1ml de
suspension diluée de bactéries a laquelle sont ajoutés 0,1ml de différents milieux MRS
(MRS, MRS a 5%, 10%, 20% et 25% saccharose).

Les microplaques sont incubées pendant 24 heures a 30°C. Les puits sont lavés trois fois
avec 0,2 ml de l'eau physiologique stérile afin d'éliminer les bactéries libres
(Planctoniques). Apres Ajouter 'alcool pendant 5 minutes fixé le biofilm formé puis
laver, Les biofilms formés par I’adhérence des organismes sessiles sont colorés avec du
cristal violet (0,1%) (Stepanovic et al., 2000).

L'excés de colorant est ensuite rincé par un lavage en profondeur avec de I'eau distillée
et les plaques sont laissées pour le séchage, la formation de biofilm se manifeste par un

dépot violet (Hola etRuzicka, 2011).

IV .3.6. Extraction des EPS

Parmi 17isolats, que Trois ‘03’ souches ont été choisis pour I'étude de I'activité
antioxydant, antimicrobienne et émulsifiante des extractions d’EPS.

Des cultures jeunes standardisés (10%) incubé a 30°C /48h, I'ajout (en complétant) TCA
Acide Triclorid Acetic 4%puis homogénéisation de suspension pendant 30min.
L’extraction a été réalisée selon Ismail et al, (2003) ; 30ml de suspension a été
centrifugée a15000 rpm pendant 15min, a4°C les surnageant ont été récupéré sur
lesquels on a ajouté deux volumes d’éthanol frais a 95° puis on laisse précipiter a4°C
toute la nuit. Les précipités récupérés sur des eppendorfs aprés centrifugation

60000rpm pendant 20min. on ajoute 2ml d'eau distillé stérile puis conservé a 4°C
IV .3.7. Quantification des EPS par la méthode du phenol-sulfurique

La quantification des glucides peut se faire par des méthodes colorimétriques dont
souvent on utilise la méthode du phénol-acide sulfurique, qui repose sur le tracage d’une
courbe d’étalon (tableau3)a partie des dilutions réalisées d’une solution de stock ‘ou le
glucose est le standard (0.1gr/1)).

Dans des tubes a essai, 4opl de phénol (80%) et 2 ml d’acide sulfurique (H2S04) sont
additionnés a800 pl d’échantillon (solution d’EPS). Les tubes sont maintenus en

obscurité pendant une demi-heure a la température ambiante, aprés 30 minutes la
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densité optique est mesurée a 490 nm (BIBBY Anadéo) contre un blanc dans lequel 800

ul d’eau distillée remplace la solution d’EPS (Dubois et al., 1956).

Table 4 : préparation des dilutions de glucose

Solutionde | o 1 2 3 4 5 6 7 8 9

glucose

0.1g/l (ml)

10

Eau 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
distillée

(ml)

Glucose g/l | o 0.01 | 0.02 | 0.03 |0.04 | 0.05 | 0.06 | 0.07 | 0.08 |0.09

(ml)

0.1

IV .3.8. Activité amylolytique

Les souches de Lactobacillus Bl1, Lb Bl2 et Lb MB2 étudiées ont été ensemencée par
touche sur une gélose MRSamidon dans laquelle le glucose a été remplacé par 2 % (p/v)
d’amidon soluble et incubée a 30 °C pendant 72 h.

La mise en évidence de I'activité de I'amylase est effectuée par'inondation de la surface
de la gélosé avec une solution de lugol. Une lecture positive de la production de
['amylase se manifeste par I'apparition d'un halo clair autour de la colonie ensemencée.
Les diametres des zones d'hydrolyses de I'amidon formés sont mesurés pour la sélection

des souches productrices de I'amylase (Fossi et al., 2009 ; Tatsinkou et al., 2005).

IV .3.9. Activité antioxydante

L’activité de scavening des radicaux libres de I’EPS a été mesurée par DPPH (Pieniz et
al., 2014). Brievement, un volume de 0,8 ml de solution de DPPH (0,1 mm dans du
méthanol a 95 %) a été mélangé avec 0,2 ml des EPS et incubé a I"obscurité pendant 30
minutes. les échantillons ont ensuite été mesurés a 517 nm. Acide ascorbique (1omg/ml)
a été utilisé comme témoin positif. L’activité antioxydante a été calculée a 'aide de Ia

formule suivant :

.., (A0-4)
%Activité = T * 100
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Ao : "absorbance du blanc de réactif (vit C)
A : 'absorbance des échantillons d’EPS

% Activité : pourcentage d'activité antioxydante
IV .3.10. Activité d’émulsification

Les émulsions ont été préparées avec 1.5ml d'une des huiles (huile de coco vierge, huile
d’arachide, huile d’olive et huile de moutarde) et 1.5 ml suspension EPS dans un tube en
verre a bouchon a vis (100 13 mm) et vortex pendant 20 min a 40 Hz selon la méthode
expliquée par Freitas et al. (2009). L’activité émulsifiante (EA) a été déterminée apres 1,
24 et 48 h pour les EPS des isolats (Bl1, Bl2et MB2-5) 1.5ml de suspension EPS

hauteure de la couches emulsion

%l’index d’émulsion = - *100
hauteur de la mélange

IV .3.11. Test antimicrobien

La méthode de Barefoot et Kaenhammer, 1983 a été choisi dans laquelle des
puits de 5 mm de diameétre sont creusés stérilement a I’aide d’un emporte-piéce
(cloche de durham) sur la gélose nutritive inoculé par la souche indicatrice
(pathogene) et seront remplies avec 100 pl du surnageant de culture et EPS de
chaque culture. Les boftes de petri sont mises a une température de +4°c/4h pour
permettre la bonne diffusion de la substance antibactérienne (Doumandji et al.,
2010). Les boites sont incubées a 37°C et la présence de zones d’inhibition
formées autour des puits est examinée aprés 24h d’incubation (Hwanhlem et al.,
2011).

44|Page



Partie IV. Résultats et discussion

PARTIEV. RESULTATS ET
DISCUSSION



Partie IV. Résultats et discussion

Les résultats d’analyse des activités biologiques des extraits bruts des exo-
polysaccharides des bactéries lactiques isolées a partir des [égumes et blé fermenté sont

développés dans ce chapitre.

Les ferments lactiques, contenant une ou plusieurs cultures pures en proportions
définies de différentes bactéries lactiques, sont largement utilisés en agroalimentaire
(Holzapfel, 2002). Pour cela nous sommes choisies les l[égumes et blé fermenté pour

notre isolement des bactéries lactique.
V .1. Echantillon
L’analyse microbiologique été entamé aprés vingt jours de fermentation.

Une fois les buccaux ont été ouvert, on observe que a la surface des trois buccaux
contenant les échantillons de Blé; des graines de blé commengant a germer par la
libération des radicules, en plus la surface du boites été couverte par une couche
blanche avec une texture laineuse, au sous de ce dernier on trouve une matiére visqueux

blanc et un peu noire (figure 14).

Tandis que ; on observe que le cinquieme bocal, ne possédent pas une couche de
moisissure ni des graines germer ce qu’on a observé que les grains ont été humide, plus

aux moins grande avec un changement de couleur (devienne plus foncée).

Dans ce cas la, le cinquiéme bucal été choisi pour I'isolement des bactéries lactique
productrice d’ EPS, puisque les trois buccaux été moisi avec germination des graine ;

7 s 7

donc pas de condition d’anérobiose , la présence d’oxygéné été claire.

Figure 14: 'aspect des echantillons moisi
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Figure 16: les légumes aprés 43 jours (17/01/2022a27/02/2022) de fermentation
lactique

Concernant la fermentation lactique des légumes pendant 43jours sur les boites
’observation d’une couche blanche avec des changements organoleptiques des
légumes (changement de I’'odeur et la texture rigide des [égumes a été diminué de sorte
qu'ils deviennent mous, mais aussi le changement de couleur du liquide ('eau+sel) de
sorte chaque Iégume diffuse sa couleur dans la solution (jaune pour les carottes, violet

pour les betteraves et marron pour les olives) figure 16
V .2.Isolement des bactéries lactiques productrices d’EPS

Vingt-huit isolats ont été isolée a partir des boites de MRS RC et MSE qui possedent

les caractéres suivants :

Sur milieu MRS+RC montre des colonies circulaire, bombés et de couleur marron
ou blanches par fois de couleur créme leur taille est d’environ timmaémm de diametre,
une deuxieme forme de colonies irréguliers, visqueux de couleur transparent a marron

de taille grand a partir de 5mm jusqu’a 1.5cm

Sur milieux MSE montre des colonies circulaires bombées et de couleurs blanches
de tailles petites maximum 1mmde diametres, une deuxieme forme de colonies

irrégulieres transparentes visqueuses de grande taille 3mmat.2cm de diametre
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Table 5: Examen macroscopique des colonies sur le milieu MSE et MRSkc

Les codes L’aspect macroscopique sur milieu de Description

desisolats  culture gélosé

MSEC10-5 Colonies de taille moyen
irréguliers brillantes,
bombées et visqueuses

de couleurs transparent.

MSE B2
103

Colonies de taille moyen
irréguliers brillantes,
bombées et visqueuses

de couleurs transparent.

MSE B2
104

Colonies de taille moyen
irréguliers brillantes,
bombées et visqueuses

de couleurs transparent.
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MRC+RC C Des colonies rondes
104 visqueuses
marron >colonies rondes
petits bombés blanc.
MRS+RC Colonie rond visqueuses
_g marron petits.
B110
MRS B4 Colonies rond visqueuses
10~* marron petits

Les bactéries lactiques sont connues pour produire des EPS,soit visqueux ou non
visqueux (Roger.,2010).La recherche de production conduit sur milieu MRS riche en
saccharose et rouge Congo, qui donne des colonie de couleur marron ou noir pour
souche productrice et rouge pour souche non productrice (Oucharet al,
2013 ;Boukhelifa,2017). Les colonies possédant la couleur noir seront retenues ; le milieu
MSE est le milieu qui nous donnes seulement des colonies productrice des EPS
(brillantes, bombées et visqueuses) donc en considere le milieu MSE comme milieu

sélectif des bactéries lactiques productrices des EPS.
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La purification a été réalisée sur milieux MRS, puisque les bactéries lactiques ont

des exigences nutritionnelles.

A partir de 26isolats, 17 isolats été catalase négative et le Gram+ (cocci et bacille).
Toutes ces colonies isolées ayant un aspect macroscopique des souches lactiques sur
milieu MRS solide qui semble des colonies petites, rondes, blanches, et cette
caractéristique indique que ces isolats appartiennent aux groupe bactéries lactiques (De

Vos et al.,2009,Ababsa, 2012).

Table 6: les aspects microscopiques des isolats aprées coloration de gram.

OBSERVATION SUR MICROSCOPE

(V]
w
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S
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MIBt + — Diplocoques
104
BI+* + — | Cocci
Bl + — | Bacilles
(palisade)
BI3 + — Cocci en court
chains

V .3. Lapré identification des souches

Cette étape a été réalisée sur 03 souches qui ont été bacille Gram positive, catalase
négative et homofermentaire, donc susceptible d’étre des lactobacilles ; il ya que la
souches LB Blisubie le tes d’identification d’espéce par Galerie api 50 d’ou elle
appartient aux : Lactobacillus acidophilus, ce genre de bactérie jouent un réle important

dans la fermentation.
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Figure 17: la galerie API50 CHde Bl1 aprés 24heures et aprés 48heures

V .3.1La mise en évidence de formation de biofilm

La mise en évidence de formation des biofilms été révélé sur une multi-plaque, la
croissance des souches été sur milieu MRS glucose et MRS saccharose avec des
pourcentages varier (5%, 10%, 20%, 25%), le but est de savoir dans quelle pourcentage de
saccharose obtient une forte formation de biofilm ; les résultats obtenus (Fig 18) montre
que la plupart des souches n’ ayant pas un dépdt violet au fond des puitspar contre la
souche B 410 et MB; 10c¢ ayant un dépét violet (Stepanovicet al, 2000)cela veut dire

formation de biofilm dans le milieu MRS 5%,

Le résultat négatif de la majorité des souches peut due a une mauvaise

manipulation.
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biofilm -

biofilm+

biofilm -

biofilm -

MRSs a20%

MRSs a25%

biofilm -

biofilm -

biofilm -

biofilm -

biofilm -

MB2-4/Cl1-5/Bl2/Cl2-5/B412-5/MB2-5/BI3/Bl1/C1-5/CI6/MB1A [B411 [MB1B/MIBT-4/BI1/BI2-5/C3-5/T
MRSg : MRS glucose + : formation du biofilm T:témoin

MRSs : MRS saccharose - : pas formation biofilm

Figure 18: la plaque 2eme de test de formation de biofilm

Table 7: Résultats de test de formation de biofilm sur microplaque 96 puits.

MRSE | - |- |- |- |- = e e e e e e e e e e e

MRSs
5%

MRSs

107%
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MRSs

20%

MRSs
25%

+: formation du biofilm /- : pas formation du biofilm /| MRSg: MRS glucose/ MRSs: MRS saccharose

V  .3.2. La production des exo-polysaccharides

Cette technique est effectuée sur 03 souches de lactobacillus (Bl1, Bl2et MB2105)

La production d’exopolysaccharide pour les souches été réveillée par la production des
colonies visqueuses et colonies marron sur les milieux MSE et MRS rc fig 19 cette
production a été confirmé par la méthode décrite par (Linganie et al.2010) la figure......
illustre Papparition d’un anneau opaque aprés I’ajout de I’éthanol de 95% au surnageant
de la culture bactérienne (aprés 24h d’incubation a30°C sur milieu MRS saccharose 5%)

qui réveillé la production des EPS.

Figure 19: aspect visqueux et colonie marron des colonies Bl1
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Anneau

Figure 20: la formation d’un trouble confirme la formation de production desexo-
polysaccharides pour les isolats.

\' .3.3. Activité amylolytique

Ce test la permet de définir la capacité de la bactérie a I'hydrolyse d'amidon.
L'hydrolyse de I'amidon s'exprime par un halo d'éclaircissement autour de chaque
colonie ['observation est plus nette en inondant la surface du milieu avec du lugol
(solution iodurée). zone claire jaunatre (couleur du lugol autour des colonies ) :amidon
hydrolysé test positif. présence de zone bleue amidon non hydrolysé (négatif )(Delarras,
2014).pour les trois souches testées (BI1,BI2,MB2-5)I'activité amylolytique est négatif
(fig 21),les souches sont incapable d'hydrolyser I'amidon, ce qui signifie que ces

derniéres ne possédants pas une amylase .

Figure 21: les trois souches sélectionnés (Bl1, Bl2, MB2-5) pouces sur milieu
MRS amidon (avant de I'ajout de lugole )
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Bl1 Bl2 MB210%

Aucune activité Aucune activité Aucune activité

Figure 22 : résultats de test amylolytique (apres I'ajout de lugol)

V .3.4. L’extraction des exo-polysaccharides

Extraction et dosage des polysaccharides produit dans le bouillon MRS hyper-
saccharosée, apres purifié les EPS par précipitation a I’alcool, il est possible de doser ces
derniére par méthodes colorimétrique par I'acide sulfurique et phénol ; cette
quantification est basé sur le dosage des sucres totaux en se référant a une courbe
d’étalonnage du glucose a révéler des seuils de production qui varie entre 0.02g/l, 0.02¢g

[l et 0.35 g/l des souches Lb MB2, Lb Bl2 et Lb Bl1 respectivement.

Ces résultats sont inferieur aux travaux de Abo saif et Sakr (2020) qui ont puisolée

0.5g jusqu’a 1g d’EPS par souche.

V .3.5. Activité antioxydante

L’activité antioxydante des EPS des souches de lactobacillus sp a été évaluée parle
piégeage des molécules du radical libre DPPH. L’activité antioxydants de nos souches et
de I'antioxydant standard (acide ascorbique) vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée a
I’aide d’un spectrophotometre, en suivant la réduction de ce radical qui s’"accompagne
par son passage de la couleur violette (DPPH ¢ ) a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable

a 600 nm. (Bozin et al., 2008).

Les résultats du pouvoir antioxydant des souches testées affichent des pourcentages

d’inhibition du radical DPPH appréciables allant de 28.64%, 25% et 87.50% pour les
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souches lactobacillus Bl1, Bl2 et MB2 (Figure 18). Les EPS ont montré des activités
antioxydantes plus élevées par rapport aux résultats rapportés par (Wang et al., 2017).
Alors que Li et al. (2012) affichent une activité de piégeage du radical DPPH de 53.05%
avec Lactobacillus plantarum C88.

Les EPS ont un r6le vital en tant que piégeurs de radicaux libres dans I'inhibition des
dommages oxydatifs dans les organismes vivants et peuvent étre considérés comme un
antioxydant potentiel unique (Adebayo-Tayo et al., 2018)

En conséquence, les EPS des lactobacillus peuvent étre une substance antioxydante

potentielle qui peut s’appliquer dans les aliments fonctionnels.

L’acide ascorbique a présenté la meilleure activité antioxydante, qui a été atteint

un pourcentage d’inhibition de 94% la concentrations de 20mg/ml.
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50,00%
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Figure 23: Les résultats d'activité antioxydante des souches BIl1, BI2,MB2-5 et
VitC
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V .3.6.Activités émulsification

Les indices d'émulsification (El) des trois EPS avec de I'huile d’olive ont été
présentés dans la figure20 La valeur de l'indice était la plus élevée pour EPS Bl1 (36.60
%) apres 1 heure d'incubation. L'activité émulsifiante pour EPSBI2 et EPSMB2 était de 30
et 33.30 % respectivement, cette activité est restée stable pendant 48 heures pour
EPSBI1. Une petite augmentation de I'activité notée apres 48 heures (de 33.30% en 24h
vers 36.6 %) pour EPSBI2 et une augmentation en 24h puis une stabilisation pour EPS

MB2 (36.60%).

Les micelles se forment lorsque les parties hydrophobes incapables de former des
liaisons hydrogéne dans la phase aqueuse, elles s'unissent et se déplacent vers le centre
laissant les parties hydrophiles vers I'extérieur bien que I'agitation par vortex permette
d'isoler les molécules hydrophobes du solvant et de les piéger a l'intérieur des micelles
(Haigh, 1996).

Un émulsifiant efficace doit étre maintenu a au moins 50 % du volume d'émulsion
initial jusqu'a 24 heures aprés sa formation (Willumsen & Karlson, 1996). Donc selon les
résultats les EPS des souches de lactobacillus ne possédent pas une activité
émulsifiante, cela peut expliquer par la faible quantité d’EPS utilisée puisque les travaux
de Abo saif et Sakr (2020) ont montrés qu’il existe une relation entre la concentration
des EPS et activité ; en augmentant la concentration de la solution d'EPS a 10 mg/mL, les

indices d'émulsion ont progressés.
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Indice d'émulsion

H1h m24h m48h

36,60%
36,60%

I 36,60%

33,30%

I 36,60%

I 36,60%
30%

. 33,30%

EPS 1 EPS 2 EPS 3

Bl1l B2 MB2

Figure 24: les résultats de I'activité émulsifiant en 1h,24h,48 pour les EPSBI1et
EPSBl2et EPSMB2-5

V  .3.7. Activité antimicrobienne

Le tableau représente les résultats des interactions entre des souches pathogénes
pré-identifier isolée a partir d’'un milieu hospitalier. Ces souches possédent une
résistance d’antibiotique remarquable, donc [I’étude d’antagoniste envers les

surnageant et les EPS des souches de lactobacillus a montrée :

Absence d’activité inhibitrice des surnageants et des EPS des trois

souches en vers streptococcus pneumonie.

Le surnageant ou bien les EPS extraités des Lactobacillus Bl1 possédent
aucune activité en vers: Yarssinia spp et Streptococcus pneumonie par contre
une inhibition de 3 a1t mm et 2 a1 mm été observée envers les souches de

Acinetobacter baumanii et Salmonella spp respectivement.

Les ESP de la souches Lb Bl2 et MB2 montre une activité remarquable
maximale 03 mm envers les souches indicatrice : Acinetobacter baumanii |,

Salmonella spp et Yersinia spp

Autrement les surnageant des souches Lb Bl1 et Lb Bl2 et Lb MB2 jouant

un role remarquable est variables (min 1 mm et max 6mm) dans I'inhibition
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des Acinetobacter baumanii , Kleibseilla pneumonie 15, Salmonella spp et
Klebseilla pneumonie 17 ; cela est peut-étre due aux différents type de
métabolite : I’acidité, acides organique, bactériocines.

EPS
Surnagent de la souche

Acinetobacter baumanii Bl 3mm 1imm
BI2 1mm 2mm
MB2 6mm 3mm
Kleibseilla pneumonie 15 Bl I V
Bl2 I/ I/
MB3 2mm /
Salmonella spp 2mm -
Bl2 2mm 1.35mm
MB2 2>mm amm
Streptococcus pneumonie I/ I/
BI2 I/ I/
MB2 I/ I/
Klebseilla pneumonie 17 3 mm /
Bl2 1mm /
MB2 1mm /
Yersinia spp . / /
Bl2 / 1mm
MB2 / 2mm

Figure 25: les tableau représentatif des diamétres des zones d'inhibition
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Figure 26: les résultats d’activité antimicrobienne contre les souches
(Kleibseilla pneumonie et Acinetobacter baumanii)
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Conclusion

Notre travail est consacré pour ['évaluation biotechnologique des EPS de
quelques souches de bactéries lactiques isolée de blé et des I|égumes

fermenté.

Grace au screening mis en place dans ce travail nous avons pu isolés 17
souches qui ont été purifiée, prés identifiés par quelques test classiques
(caractéristique morphologique, des test biochimiques et physiologique)
révélent que ces isolats appartiennent des bactéries lactiques. Que 3 souches
ont été sélectionnés de Lactobacillus et l'identification de l'isolat Bl1 révelent
qu'elles appartiennent au Lactobacillus acidophilus destiné par la suite a des
essais concernant la production des EPS, I'activité antioxydante, test

d'émulsifiant, amylolytique, antimicrobiennes.

Les résultats obtenus dans cette étude sont résumés dans les points

suivants :

Les souches sélectionnées sont aptes a produire des EPS avec une
rendement maximale obtenue par la souche Bl1(0.35g/l)
e L'activité de piégeage des radicaux libres DPPH des souches (Bl1,
Bl2et MB2-5) montre une activité antioxydante qui differe d'une
souche a l'autre
e La souches MB2-5 a été estimée comme souche possédant un
potentiel antioxydant important au niveau de I'EPS de (87.50%).
e L'indice d'émulsification pour les trois Lactobacillus est faible
(moins de 50%).
e Une faible activité antimicrobienne de notre Lactobacillus contre
la majorité des pathogénes utiliser
Sur la base de ces résultats, on suggére que les EPS obtenus de ces souches
de bactéries lactiques notamment la souche Bl1, établissent une possibilité
d’étre souches probiotiques et peuvent étre des candidats excellents quant a

leur puissance en tant qu’antioxydants potentiels.
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A cet égard, des travaux futurs pourraient soulevés pour mieux comprendre la
structure et le mode d’action des EPS des bactéries lactiques in afin de les

pouvoir appliquer a la biotechnologie comme des antioxydants, ainsi

compenser les baisses de la capité des antioxydants.
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Annex1 : les ingrédients des milieu de culture

Milieu MRS :

Peptone

Extrait de viande
Extrait de levure
Glucose

Tween80

Citrate d’ammonium
Acetate de sodium
sulfate de magnesium
Sulfate de manganese

Phosphate disodique

Agar
Eau distillée
+ pH=6.2

Autoclavage 20min a 120°C

108
108
58
208
ml
28

58
0.1g
0.058
28

28
1000ml

Milieu MRS solide rouge congo(MRS+RC) :

Peptone

Extrait de viande
Extrait de levure
Glucose

Tween80

Citrate d’ammonium
Acetate de sodium
Peptone

Extrait de viande
Extrait de levure
Glucose

Tween80

Citrate d’ammonium

Saccharose

108
108
58
20¢g
1ml
28
58
108
108
58
20g
1ml
28
1008
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Rouge congo 258

+ Autoclavage 20min a120°C
Milieu MSE :

Tryptone 10g
Gelatin 2.58
Extrait de levure 58
Saccharose 1008
Glucose 58
Citrate de Na 18
Azide de Na 0.0758
Agar 208

+ pH=6.9

+ Autoclavage 20min a120°C
Milieu GN :

Peptone 58

Extrait de viand 18

Extrait de levure 28

Na cl 58

Agar 208

Eau distillé 1000ml
+ pH=7

+ autoclave durant 15min a121°C
Milieu lait écrémé :

Poudre lait écrémé 108

Extrai de levure 3g

L’eau d’éstillé 1ooml
+ PH=7

+ Stérilisation a110°C pandant 10min

Eau physiologique :

Nacl 8.58

Partie VII. Annexes
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Peptone 0.58

Eau distillé 1000ml

+ Autoclave durant 15min a121°C

Annexe 2 : technique de coloration de gram

COLORATION DE GRAM

- Verser sur une lame une goutte d’eau physiologique et mélanger avec une colonie de
I’échantillon puis fixer a la chaleur.

- Couvrir le frottis avec le violet de Gentiane, laisser agir pendant 1 minute. Rincer la lame
avec I’eau de robinet.

- Recouvrir la lame avec de lugol et laisser agir 1 minute. Rincer la lame avec I’eau de
robinet.

- Recouvrir la lame avec de ’alcool pendant 30 secondes. Rincer avec I’eau de robinet
jusqu’a disparition de la couleur violette.

- Couvrir la lame avec un contre colorant la fushine et laisser agir pendant 1 minute. Rincer
doucement avec I’eau de robinet et sécher avec du papier absorbant.

- Examiner sur microscope sous I’objectif x100 avec une goutte d’huile a immersion
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ANNEXE3 : COURBE D'ETALONNAGE DE GLUCOSE

1,2
1,0
0,8

Q 0,6;
0,4

0,24

0,0+

y=0.1157x-0.0540

R?=0.99803

\ ‘ \
0,00 0,02

Annexe 3 GALERIE API50:

T T T
0,04 0,06
Glucose (gr/ 1)

: :
0,08 0,10
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L'équipement de la galerie API50CH

1:

bec benzéne

: huile de paraffine

: eau distillé stérile

: eau physiologie

: suspension bactérien incubé 18h
: medium de galerie API50CH

: portoir des bandelettes

: bandelettes

Partie VII. Annexes
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