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Résumé

Résumé

La fermentation naturelle est un moyen économique, efficace pour
améliorer la  qualité nutritionnelle et sanitaire des aliments. Les
microorganismes constituent la principale source d’enzymes industrielles. Ce
travail est mené pour sélectionner des souches capables de synthétiser I’alpha
amylase. Quatre échantillons de blé, carotte, betterave et olive fermenté ont
été choisis pour Iisolement; d’ou on a pu isolée 54 isolats, des tests de
caractérisation phénotypique préliminaire été utilisée. La mise en évidencede
Pactivité amylolytique sur milieu MRS .midon €t AAM permet de cribler 11
souches susceptible d’étre bactéries lactiques et quatre souches de genre
Penicillium sp possédent le pouvoir amylolytique d’ou on observe une activité
remarquable chez Penicillium.Les souches de Lactobacillus ¢B, 1, cBs 1, cB; 4
subissent un test de désencollage dans laquelle on observe quelques zones

d’hydrolyse.

Ces résultats donnent wun apercu sur les différents types des
microorganismes producteurs d’alpha amylase qui peuvent jouer un réle

primordial dans industrie.

Mots clés : Bactéries lactiques amylolytique, alpha amylase,

Lactobacillus, aliments fermentés, Penicillium sp.



Abstract

Abstract

Natural fermentation is an economical, effective way to improve the
nutritional and health quality of food. Microorganisms are the main source of
industrial enzymes. This work is carried out to select strains capable of
synthesizing alpha amylase. Four fermented wheat, carrot, beet and olive
samples were chosen for isolation; from which 54 isolates were isolated,
preliminary phenotypic characterization tests were used. The demonstration
of amylolytic activity on MRS starch and AAM medium makes it possible to
screen 11 strains likely to be lactic acid bacteria and four strains of the genus
Penicillium sp have the amylolytic power from which a remarkable activity is
observed in penicillium. Lactobacillus strains cB2 1, ¢B3 1, cB1 4 undergo a

desizing test in which some areas of hydrolysis are observed.

These results provide insight into the different types of alpha amylase-

producing microorganisms that may play a key role in industry.

Keywords: Amylolytic lactic acid bacteria, alpha amylase, Lactobacillus,

fermented foods, Penicillium sp.
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Partie I. Introduction

Introduction

Les enzymes de la famille des hydrolases telles que I'amylase sont I'une
des enzymes lesplus importantes en biotechnologie (Gupta et al., 2003). Elles
représentent environ 25 a 33% du marché mondial des enzymes (Saxenaet al,

2007).

En biotechnologie, I'amylase est une enzyme cruciale, principalement
obtenue a partir de microbes et a de nombreuses applications industrielles

(Gopinathet al., 2017).

Alpha amylaseest largement utilisée dans de nombreuses industries, vy
compris la liquéfaction de I'amidon, brassage, alimentation, papier, textile et

pharmaceutique (Arican, 2008).

L'industrie textile est 'un des plus grands contributeurs a la pollution de
I'environnement due au désencollage des tissus, aux produits chimiques de
blanchiment et aux teintures. Dans de telles industries, les enzymes sont
utilisées pour permettre le développement de technologies respectueuses de

I'environnement dans le traitement des fibres (Choi et al., 2015).

Les bactéries lactiques (BL) ont la capacité de croissance sur différentes
matrices alimentaires et produisent des activités enzymatiques trés diverses
qui sont notamment capables de modifier positivement les propriétés

organoleptiques des aliments fermentés.

Dans notre étude de la production d’amylase, des bactéries lactiques et
des champignons ont été sélectionnés comme milieux de fermentation en
raison de leur production a grande échelle et de leur manipulation facile pour

obtenir des enzymes aux propriétés souhaitées (Lonsaneet al., 1990).

Les atouts nutritionnels et thérapeutiques combinés des végétaux et les
microorganismes  bénéfiques nous ont conduits a lidée d'isoler et

sélectionner des microorganismes amylolytiques.
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En ce sens, nous avons procédés a une recherche sur les

microorganismes fermentaires a potentiel amylolytiques impliquée dans Ia

fermentation des produits fermentés.
Ce travail comporte quatre parties :

La premiere partie : consiste a introduire le sujet par des rappel
bibliographique ; ensuite une partie ou on a entamé la partie expérimentale
par lisolement et identification des microorganismes (bactérie et
moisissure); I'étude de [Iactivité amylolytique fongique, bactérienne et Essai
d’application d’a-amylase dans Iindustrie de textiles; puis la derniére partie

dans lequel notre travail termine par conclusion et référence bibliographie.
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I1.1. Généralité
I1.2. Introduction

L'alpha-amylase est considérée comme [|'une des enzymes industrielles
les plus importantes (Gupta et al, 2008). C'est une macromolécule
appartenant a la classe des protéines globulaires, de type endoglycanase, et
des hydrolases qui agissent sur la liaison a (1 — 4) de I'amidon (Nouadri, 2011).
Largement présent chez les animaux, les plantes et les microorganismes
(Janecek, 1994). Les alpha-amylases d'origines différentes partagent peu de la
méme séquence d'acides aminés, mais leur structure tridimensionnelle et Ia
composition de leurs sites actifs sont similaires. Leurs sites actifs sont
composés de plusieurs sous-sites, chacun pouvant contenir des résidus de

glucose dont le nombre dépend de I'origine de I'enzyme (Nouadri, 2011).
1l.2.1. Définition :

Parmi les enzymes, lalpha amylase est une macromolécule appartenant
a la classe des protéines globulaires (Nouadri, 2011). Cest une enzyme
amylolytique importante participant a I’hydrolyse de IP’amidon la plus courante

glucide dans la nature (Zhang et al., 2017).
1l.2.2. Nomenclature :
v Nom systématique : a-(1,4) D-glucane glucanohydrolase.
v" Nom codifié : EC 3.2.1.1.
v" Nom recommandé : alpha-amylase.

v’ Synonymes : Glucogenase, Endoamylase, Maxilase, Taka amylase A, Ta-
katherm, Termolase, Amylotherm, Clarase, Amylospin, Spitase CP1,

G995, Kleistase L1, THC250, Maxamy, Ptyalin (Nouadri, 2011).
11.2.3. Classification :

D’aprés I’Union Internationale de Biochimie et de Biologie Moléculaire
(UIBMB) et (Dakhmouche-Djekrif, 2016; Zhang et al.,2017) les amylases sont

classées en trois groupes selon leur mécanisme d’action :
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Les endoamylases : Elles hydrolysent les liaisons a-1,4 dans I'amidon et
libérent des oligosaccharides et des dextrines, on a principalement Ia-

amylase (EC 3.2.1.1) dans cette classe.

Les exoamylases : Elles renferment la f-amylase (EC 3.2.1.3), la-
glucosidase (EC 3.2.1.20) et la glucomylase (EC 3.2.1.3). Et en résume leur
mécanisme d’action par la libération des sucres simples a poids moléculaires

faibles comme le glucose... etc.

Les enzymes débranchantes : a-1,6 de I'amylopectine. Parmi ces

enzymes on a la pullulanase (EC 3.2.1.41), et I"isoamylase (EC 3.2.1.68).
11.2.4. Structure:

Les a-amylases sont également considérées comme des glycoprotéines
renfermant 478 acides aminés répartis en 2 domaines globulaires appelés A (1-
380 résidus) et B (381-478 résidus) (Nouadri, 2011). Ces domaines sont
associés par une chaine polypeptidique constituée principalement de résidus
hydrophobes (Figureo1) La partie glucidique est formée essentiellement de
mannose, les résidus constituant le site de fixation du substrat ainsi que ceux
constituant le site catalytique sont localisés dans le domaine A qui montre que

I' a-amylase est formée de 8 feuillets B plissés et de 8 hélices a(Maktouf,2013).

Feuillets [§

2!
Site de Mxation o O

Hiélica o

Site de fMxation da
subsitral

Figure 1: Structure tridimensionnelle de Palpha amylase (Kherraz et Lorbi,
2015)
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I1.2.5. Mécanisme d’action:

Les oa-amylases sont des métallo-enzymes a calcium. Ces ions sont
nécessaires a [l'activité enzymatique et au maintien de Ila stabilité de Ia
structure en acides aminés des enzymes qui varie d'une souche a une autre
(Toumi, 2018).Le mécanisme d'action de I'a-amylase nécessite la participation
de trois fonctions du site actif impliquant un attaquant nucléophile, un
stabilisateur de la charge positive de |'atome attaqué et un donneur de proton
au groupe déplacé; ceci signifie que la rupture de la liaison osidique fait
intervenir une série d'échanges d'électrons et de protons entre certains
résidus de l'enzyme et du substrat. Ce mécanisme est une caractéristique de
I'enzyme selon des conditions expérimentales telles que la température, le

pH, la taille et la structure du substrat (Park et al., 1997 ;Toumi, 2018).
11.2.6. Caractéristique générale
11.2.6.1. Spécificité de substrat

Le substrat naturel de Il'a-amylase est I'amidon (Pandeyet al., 2000). La
production d'a-amylase par des souches fongiques spécifiques (Aspergillus
sp., Rhizopussp., Et Penicillium sp.) est régulée par lI'amidon et correspond a

I'induction d'enzymes par son substrat naturel (Nouadri, 2011).
11.2.6.2. Effet de la température sur I'activité de a-amylase

La température optimale dépend du type et de l'origine de I'enzyme. En
général, la température optimale pour I'a-amylase est de 40 a 70 ° C. En fait,
I'amylase bactérienne est plus stable thermiquement que ['amylase fongique.
La température optimale pour l'a-amylase bactérienne varie entre 50 et 95°C,
tandis que la température optimale pour l'a-amylase fongique varie entre 40
et 60°C. La température maximale de Il'a-amylase de levure est de 40-60°C et
peut atteindre 70°C pour des espéces telles que Lypomyces starchyi

(Benaouida, 2008).
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11.2.6.3. Effet de pH sur I'activité de a-amylase

L'alpha-amylase est généralement stable dans la plage de pH de 4 a 8, 4
a 5 étant optimal pour I'a-amylase fongique et 6 a 8,5 étant plus optimal pour
I'amylase bactérienne. Dans la levure, I'enzyme nécessite un pH de 4 a 6, selon

I’espece (Merabti, 2006).
11.2.6.4. Effet des ions métalliques

L'amylase  est  probablement une  métalloprotéine  complétement
dépendante de I'activateur Allostérique Ca 2+(Egas et al., 1998). Le calcium
n'est pas directement impliqué dans la formation du complexe enzyme-
substrat, mais pour la dénaturation thermique (Savcheko et al., 2002; Peixoto
Nogueira et al., 2008)et I'activité et la stabilité maximales contre les acides
Maintient une conformation optimale Dénaturation associée a la protéolyse

(Nigam et al., 1995 ;Mctigue et al., 1995).
11.2.6.5. Répartition des amylases dans le monde vivant

L'amylase est universelle dans les régnes végétal, animal et microbien.
Au cours de la derniere décennie, des recherches considérables ont été
menées sur |'a-amylase extracellulaire produite par de nombreux micro-
organismes. Le principal avantage de I'utilisation de micro-organismes dans la
production d'amylase est leur grande capacité de production. (Lonsane et adl.,
1990) L'amylase est produite par de nombreux micro-organismes tels que les
champignons, les levures, les bactéries et les actinomycétes. (Pandeyet al.,

2000).
11.2.6.6. Méthodes de biosynthese de I'a-amylase
[l existe deux méthodes de biosynthese de I'a-amylase.
1.7.1. Fermentation submergée

En fermentation immergée (SmF), les produits sont directement
obtenus dans des milieux liquides comme les bouillons. La consommation de
substrat est rapide, d’ou un approvisionnement continu en substrat est

nécessaire (Barragdn et al. 2016).
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Les bactéries génétiquement modifiées sont facilement cultivées dans
SmF. Les processus de stérilisation et de la purification sont faciles a réaliser
dans un environnement contr6lé, Iutilisation des bioréacteurs sont nécessaire

pour un rendement élevé de produit.

Les fermenteurs sont réglementés en mode batch, fedbatch ou continu
dans les industries en fonction des besoins et du type de microbe utilisé

(Paulova et al. 2013).

11.2.6.7. Fermentation en substrat solide

Dans cette technique, les milieux contiennent une trés faible quantité
d'eau et ont des applications limitées (Paulova et al. 2013). SSF est bon pour la
fermentation des champignons car ce milieu a une ressemblance avec leur
habitat naturel donc ils peuvent facilement se développer dans ce moyen

(Belmessikh et al. 2013).

La fermentation a I'état solide est administrée a ces microbes nécessite
des substrats solides par exemple: la pate a papier, les polysaccharides,
...etc. Les substrats riches en nutriments sont recyclés et consommés a un
rythme trés lent, ce qui élimine le besoin de constamment reconstituer le

substrat (Dasari et al. 2019).

Une comparaison entre Smf et SSF sont illustrés dans la Figure suivante
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Figure2: comparaison entre la Fermentation submergée et la Fermentation
en substrat solide
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I1.3. Intérét d’a-amylase
11.3.1. Introduction

En outre, I'utilisation de préparations enzymatiques a considérablement
augmenté dans de nombreux domaines de bio industrie. Les enzymes
dégradant  I'amidon, en  particulier Il'a-amylase, sont les enzymes
commerciales les plus importantes en raison de leurs utilisations polyvalentes
(par exemple, industrie alimentaire et des aliments pour animaux, détergents,
industrie  du  tannage, industrie  de  transformation des  aliments,

pharmacies)(Botton et al., 1999).
I1.3.2. L’avantage de production des enzymes par les microorganismes

Les microorganismes constituent la  principale source d’enzymes
industrielles: 50%proviennent des champignons et des levure ,35% des
bactéries, alors que 15% sont d’origine végétales ou animale (Barnabé et al.,

2003).
11.3.2.1. Intérét industriel des moisissures

Les moisissures jouent wun rble primordial dans divers domaines
d’applications ; elles sont utilisées dans les industries alimentaires, chimiques,

la biolixiviation et la biotransformation, etc.

Cependant [lindustrie n’exploite commercialement qu’un petit nombre
de métabolites de quelques espéces seulement (Boiron, 1996). Leur intérét
économique repose sur leur activité biologique dans la production d’une
grande diversité de molécules produites au cours des métabolismes primaires
et secondaires, exploitées en particulier par l'industrie pharmaceutique et en

médecine (Larpend-Gourgaud et Sanglier, 1992).
11.3.2.2. Intérét industriel des levures

Les levures présentent des éléments favorables par rapport aux
bactéries quant a leur utilisation en biotechnologie. Elles offrent donc une
meilleure résistance aux conditions de stress, en particulier la possibilité a des

pH acides. Leur utilisation dans I'alimentation a fait de sorte que les levures
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soient globalement plus connues par leur efficacité en fermentation

industrielle que d'autres micro-organismes.

Les levures ont de grandes activitds métaboliques et sont donc tres
utilisées dans le domaine agricole et alimentaire. Elles ne sont pas attaquées
par des virus (phages), elles sont facilement récupérables grace a leur
grosseur (Lagzouliet al., 2007).Leur stabilité génétique permet aussi une trés
bonne fidélité du procédé et la connaissance de leur physiologie cellulaire

facilite leur utilisation (Labrecque, 2003).

Enfin, les bonnes connaissances de la biologie moléculaire des levures et
la mise au point de techniques de génie génétique, permettant de
programmer les levures de facon qu’elles expriment des protéines humaines
et animales recombinantes ; constituent une  granderéussite  des
biotechnologies surtout d’intérét médical (par la production d’enzymes,
d’hormones peptidiques, de facteurs de croissance, d’hémoglobines, de

ferritines, I’érythropoiétine, etc.) (Lammi, 2011).
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Tableau1 : Quelques micro-organismes producteurs d'a-amylase.

Micro-organisme

Espéces

Références

Phohiotamicrospora.
Serendipitaindica.
Aspergillus niger.

Aspergillus oryzae.

Levures Pichia pastoris. (Wang et al., 2019)
Saccharomyces cerevisiae. (Martinez et al., 2016)
Aureobasidium pullulans. (Ademakinwa et al., 2019)
Cryptococcusflavus. (Barros et al., 2009)

Bactéries Bacillus subtilis. (zheng et al., 2021)
Pseudoalteromonassp. (Sanchez et al., 2019)
Pseudomonas. (Kizhakedathil& C, 2021)
Bacillus licheniformis. (Fincan et al., 2021)
Bacillus megaterium. (Shofiyah et al., 2020)

Moisissures Trichodermaharizianum. (Kalia et al., 2021)

(Janickovd et  Janecek,
2020)

(Janickovd et  Janecek,
2020)

(Avwioroko et al., 2018)

(Melnichuk et al., 2020)
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11.3.3. Application industrielles et biotechnologiques des amylases

Les amylases sont parmi les enzymes les plus importantes en
biotechnologie (Gupta et al., 2003). Elles représentent environ 25 a 33% du
marché mondial des enzymes (Saxena et al, 2007). En effet, les amylases
possédent une gamme étendue d’applications tels que les industries de
Panification et industrie boulangére, sucrerie, textile, Détergents et en
domaine médicale et pharmaceutique (Gupta et al., 2003). En raison de
importance industrielle de cette enzyme, un intérét est porté a Iisolement
de nouvelles amylases appropriées a applications industrielles nouvelles

(Burhan et al., 2003).
11.3.3.1. Panification et industrie boulangére

Les alphas amylases dégradent ['amidon en sucres simples lorsqu'elles
sont ajoutées a la pate de pain. L'addition d’alpha amylases a la pate diminue
la viscosité de la pate et augmente le taux de fermentation. Cela donne une
texture améliorée, un golt et un volume du pain amplifiés et une meilleure
couleur de la crolte. Une quantité appropriée d'amylase conduit a une pate et
a un produit final de haute qualité. L'a amylase dégrade I'amidon de la farine
de blé en petites dextrines, permettant ainsi a la levure de fonctionner en
continu pendant la fermentation de la pate et les premiers stades du
processus de cuisson. Lorsque la pate est placée dans le four, la température
augmente continuellement, augmentant la vitesse de la réaction enzymatique

et produisant plus de sucre. (Abada, 2019; Singh et Kumar, 2019).
11.3.3.2. En sucrerie

L'a-amylase est utilisée pour faciliter les opérations d'extraction et de
raffinage du saccharose a partir de la betterave ou de la canne a sucre pour
éliminer des traces d'amidon génant la purification. De plus, des a-amylases
fongiques sont trés utilisées pour la préparation des sirops sucrés a base

d'amidon de mais et de sirops de chocolats (Van der maarel et al., 2002).
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11.3.3.3. En textile

La résistance de textile est améliorée en déformant la pate d’amidon en
tissage textile. Il empéche également la perte de corde par frottement,
coupure et génération d’électricité statique sur la corde en donnant de la
douceur a la surface de la corde en raison de la chaine posée. Aprés avoir tissé
le tissu, I'amidon est enlevé et le tissu passe au décapage et a la teinture.
L’amidon sur le tissu est généralement éliminé par I’application d’a-amylase

(Afzaljavan et Mobini-Dehkordi, 2013).
11.3.3.4. Détergents

Les amylases sont le deuxieme type d’enzymes utilisé dans la formation
des détergents enzymatiques, et environ de 90% de tous les détergents
liquides contiennent ces enzymes. Les a-amylases sont utilisées dans les
détergents pour dégrader les résidus de féculent tels que les pommes de
terre, les sauces, le chocolat...etc. En fait I’élimination de [I'amidon des
surfaces des tissus est également importante pour procurer un avantage de

blancheur (Roy et al., 2012).
11.3.3.5. Domaine médicale et pharmaceutique:
A. Domaine médical

L'augmentation du taux des a- amylases dans le sang peut témoigner
d'une pancréatite aigué et se rencontre également dans certains cancers
digestifs et dans les oreillons (Lo et al, 2001), elles sont donc employées en

diagnostic médical pour détecter certaines maladies.
B. Domaine pharmaceutique
Les a- amylases fongiques sont utilisées comme:

v Aide digestif pour éviter les dyspepsies et les fermentations

intestinales par exemple: Danilase.

v’ Agent anti-inflammatoire en soutenant le traitement

antibiotique (Nouadri, 2011).
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I1.4. Les aliments fermentés
Il.4.1. Importance de la fermentation des céréales

La fermentation des aliments, dans une grande partie de ['histoire
humaine, a été le moyen le plus commun de conservation des produits
périssables. Elle contribue a plusieurs avantages comme I’ajout de nouveaux
golts, de saveurs, d'arbmes et de textures. Elle permet également
I’lamélioration de la valeur nutritionnelle des aliments, I'augmentation de leur
digestibilité, la production de vitamines, I'élimination de substances toxiques

et la diminution de I’énergie et du temps de cuisson (Kamal-Eldin, 2012b).
11.4.2. La bio préservation

La fermentation joue un réle clé dans la bio préservation des aliments,
grace a une variété de composés et de métabolites produits par le macrobiote
fermentaire, principalement par les BL ; acide organiques, CO2, H202,
diacétyle, acide phenyllacétique, dipépétides  cycliques,  bactériocines,
reutérine et acides gras. lls agissant parfois de maniére synergique dans les
écosystemes alimentaires complexes contre la détérioration des aliments et

les micro- organismes pathogéenes (Corsetti et al., 2015).

A

Des espéces de BL, isolées a partir de céréales fermentées, appartenant
aux genres Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus et Leuconostoc ont été
décrites comme productrices de substances antibactériennes (Zacharof and
Lovitt, 2012) et antifongiques (Crowley et al.,2013;Bianchini, 2015). Les BL sont
connues aussi pour leur aptitude a fixer les mycotoxines et a inhiber Ia
croissance des moisissures toxinogenes, en raison de leur acidification et de la
production de composés de faible poids moléculaire au cours de Ia
fermentation. Les acides organiques diffusent a travers la membrane des
champignons et libérent ainsi les ions hydrogéne qui provoquent une chute

du pH.

En outre, les acides organiques augmentent la perméabilité de Ia
membrane plasmique et neutralisent le gradient électrochimique des protons,

tuant ainsi le microorganisme. La production des acides organiques, seule,
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n’explique pas ['activité antifongique. Plusieurs composés antifongiques ont
été entierement ou partiellement caractérisés mais I'effet synergique reste
mal connu. Les études supposent une sorte d'interaction positive, méme si
cela n'a pas été prouvé pour de nombreux métabolites (Daliéet al.,2010;

Oliveira et al., 2014).

11.4.3. Microbiote des aliments fermentent a base de céréales

Les aliments fermentés, a base de céréales, abritent divers
microorganismes (BL, levures et champignons filamenteux) présents sur les
matrices de fermentation. La composition et la diversité du microbiote des
céréales fermentées dépendent principalement de I’environnement
(végétaux, animaux et ustensiles de fabrication, entres autres) et de
I'adaptation des microorganismes aux conditions de fermentation (substrats,
températures, pH, activité de I'eau) (Jespersen, 2003; Guyot, 2010; Tamang,

2010a).

11.4.4. Flore lactique et céréales fermentées

Les BL sont un groupe de bactéries unies par une multitude de caractéristiques
morphologiques, métaboliques et physiologiques. En général, elles sont décrites
comme des bactéries a Gram positif, non mobiles, en forme de coques ou de
batonnets, non sporulantes, dépourvues de cytochromes et de catalase, anaérobies
micro-aérophiles, strictement fermentatives, aux exigences nutritionnelles complexes
(acides aminés, peptides, vitamines, sels, acides gras, glucides fermentescibles) et qui
produisent de l'acide lactique comme le principal produit final au cours de la
fermentation des carbohydrates. Le terme de BL est intimement associé aux habitas
riches en nutriments (lait, viande, végétaux) et aux aliments fermentés, mais d’autres
sont aussi associées aux différentes surfaces des muqueuses des mammiferes

(Axelsson, 2005).

La classification des BL repose en grande partie sur la morphologie,

I’arrangement, la croissance a des températures différentes, la configuration de l'acide
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lactique produit, la capacité de croitre a des concentrations de sel élevées, et la
tolérance acide ou alcaline. Les marqueurs chimiotaxonomiques, tels que les acides
gras et les constituants de la paroi cellulaire (SDS-PAGE de toutes les protéines de la
cellule), sont également utilisés dans la classification (Axelsson, 2005; Vandamme et

al., 2014).

Le mode de fermentation du glucose, en anaérobiose dans des conditions
standards non limitatives en concentration de glucose et en facteurs de croissance
(acides aminés, vitamines, et des précurseurs d'acides nucléiques), est une
caractéristique importante utilisée dans la différenciation des genres des BL. Dans ces
conditions les BL peuvent é&tre divisées en deux grands groupes : les

homofermentaires et les hétérofermentaires.

Historiquement les genres Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus et
Streptococcus forment le corps du groupe des 20 genres. En technologie alimentaire
les genres Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et
Weissella sont considérés comme les plus importants. Les BL peuvent étre divisées en
batonnets (Lactobacillus spp. Et Carnobacterium spp.) et en coques (tous les autres
genres). Une exception pour le genre Weissella qui, par définition, peut inclure a la fois
des coques et des batonnets (Axelsson, 2005).La classification des BL, décrite ci-
dessus, est largement basée sur les caractéres phénotypiques et biochimiques. En
pratique, dans l'identification de routine des isolats, ces caractéristiques ne peuvent
pas suffire pour attribuer définitivement une souche a une espéce particuliere.
Aujourd'hui, avec la disponibilité de la technologie rapide et automatique de
séquencage de I’ADN, le séquencage direct du gene de ’ARNr 16S est la méthode la

plus puissante pour la classification des BL (Giraffa and Carminati, 2008)
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Figure 10 : Schéma d’un arbre phylogénétique, sans racines, des BL ; les distances
évolutives sont approximative (Axelsson, 2005).

Figure 3 : Schéma d’un arbre phylogénétique, sans racines, des BL ; les distances

évolutives sont approximatives (Axelsson,2005)

11.4.4.1. Bactéries lactiques impliquées dans Ila fermentation des

céréales

Les BL, spécifiquement adaptées, jouent un réle important dans la
fermentation des céréales. Leur dominance dans les écosystémes alimentaires
différe selon les pratiques traditionnelles de préparation. La variation des
technologies de production et des paramétres tels que la nature des céréales,
la température, et la durée de propagation, agissent sur leur diversité et sur
implication d’une fermentation alcoolique, ou non, menée par les levures.

(Hammeset al., 2005).

Les pates aux levains qui sont des écosystemes biologiques tres
complexes, principalement influencés par la composition et les interactions
entre les processus de panification et les ingrédients, représentent des niches
alimentaires trés particulieres dont la majorité des especes isolées
régulierement appartiennent, a quelques exceptions prés, aux genres de

Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, et Weissella(Guyot, 2010).

Le plus grand nombre d'espéces identifiées (> 60 espéces) sont des

lactobacilles, du fait de leur métabolisme des glucides hautement adapté (par
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exemple, la capacité de fermentation du maltose de L. fermentum, L. reuteriet
L. sanfranciscensis), et leur réponse au stress (par exemple, la réponse au
stress acide associée a la production de protéines de stress) (De Vuystet al,
2014).Les  lactobacilles typiques des levains sont représentés par L.
sanfranciscensis, L. pontis, L. panis, L. paralimentarius, L. frumenti, L. spicheri, L.
rossiae, L. zymae, L. acidifarinae, L. hammesii, L. nantensis, et L. mindensis. Alors
que les weissellas (W. cibaria, W. confusa), les pediocoques (P. acidilactici, P.
pentosaceus), et les leuconostoques (Leu. mesenteroides, Leu. citreum) sont

moins prédominants dans les levains.

Les lactocoques, les entérocoques et les streptocoques sont tres

minoritaires (Chavan and Chavan, 2011; De Vuystet al., 2014).

Les BL hétérofermentaires et homofermentataires  généralement
associées aux boissons et aliments fermentés a base de céréales autres que
les pates aux levains traditionnels, appartiennent aux genres Lactobacillus,
Leuconostoc, Weissella, Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus et
Streptococcus. Quelles que soient les méthodes d'investigation utilisées, il
semble qu'il y ait un consensus général pour dire que les BL appartenant aux
genres cités ci-dessus sont souvent isolées, et que L. plantarum et/ou L.
fermentum sont souvent les espéces dominantes (Blandinoet al.,2003; Guyot,

2010).

Les espéces du genre Lactobacillus ont été régulierement isolées des
aliments fermentés a base de céréales tels que bushera en Ouganda
(Muyanjaet al, 2003),togwa en Tanzanie (Mugulaet al., 2003), Pozol au
Mexique (Ampeet al, 1999), Mawé au Togo et au Bénin (Nout, 2009),
hussuwa au Soudan (Yousifet al, 2010), potopoto et degué dans Ia
République du Congo (Abriouelet al., 2006), et koko au Ghana (Lei and

Jakobsen, 2004).

Les lactobacilles forment le groupe dominant en association avec des
coques ou coccobacilles appartenant principalement aux genres Weissella,

Pediococcus et Lactococcus. Cependant, il ya quelques aliments a base de
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céréales fermentées dans lesquels les coques sont dominants ou représentent

une part importante du macrobiote (Guyot, 2010).
11.4.4.2. Flore fongique impliquée dans la fermentation des céréales

Les levures font partie du macrobiote de quelques aliments fermentés a
base de céréales tels que Mawé, idli, putto, Pozol et les pates au levain (Kofi
and Nout, 2010). Le pain au levain San Francisco, en est un exemple, ou la

levure Sacharomycescerevisiaeis joue un réle important dans la fermentation.

La présence et la croissance d'autres especes de levures ont été
rapportées comprenant Kazachstaniaexigua [synonyme (syn.) Saccharomyces
exiguus ; anamorphe Candida (Torulopsis) holmii], Candida humilis (syn.
Candida milleri), Pichiakudriavzevii (syn. Issatchenkia orientalis ; anamorphe
Candida krusei), Torulasporadelbrueckii (anamorphe Candida colliculosa), et
Wickerhamomycesanomalus ~ (syn. Pichia anomala et Hansenula anomala ;

anamorphe Candida pelliculosa).

Ces levures évoluent en présence des BL indigénes précédemment
décrites comme L. sanfranciscensis (unique dans ces écosystémes), L.
plantarum, et diverses autres especes de Lactobacillus, de Leuconostoc, et de

Pediococcus (De Vuystet al., 2014).

Les levures sont aussi intimement impliquées dans la production de
toutes les boissons alcoolisées. Cette association dépend de la capacité de
certaines espéces de levure a fermenter rapidement les sucres en éthanol et

également leur capacité a tolérer une concentration d'éthanol de 15 a 20 %

(v/v).

Les principales levures qui fermentent [I'amidon des  céréales
saccharifiées, en alcool, sont Saccharomyces opsisfibuligera,
Sacharomycesopsisburtonii, =~ Saccharomyces  cerevisiae et Candida lactosa.

D’autres levures des genres Hansenula, Pichia et Torulopsis sont également
détectées dans certains starters amylolytiques et boissons fermentées (Fleet,
1997;Tamang and Fleet, 2009). Par ailleurs, les levures sont fréquemment

associées aux BL, en particulier lorsque le procédé conduit a des boissons
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alcoolisées acides. P. pentosaceus et des especes de Lactobacillus ont été
rapportées comme dominantes dans des boissons alcoolisées en association

avec des levures des espéces de Saccharomyces (Jespersen, 2003).

Les champignons filamenteux dans les aliments fermentés a base de
céréales sont relativement limités et ne semblent pas avoir un réle important
dans le processus de fermentation. lls sont surtout présents dans les aliments
et les boissons fermentés asiatiques traditionnels préparés par des starters
amylolytiques mixtes. Les espéces rapportées appartiennent aux genres

Aspergillus, Mucor et Rhizopus (Tamang, 2010¢).

11.4.5. L'utilisation des bactéries lactiques amylolytiques en

biotechnologie

Environ 3,5 milliards de tonnes des résidus agricoles sont produites par
ans dans le monde qui représente une source d’énergie renouvelables
potentiellement intéressante basées sur le colt et la disponibilité. Malgré que
ces débris soient riches en carbohydrates leur utilisation est limitée (Pandeyet

al., 2001)

Dans I’échelle commerciale [utilisation d’une source de carbones moins
cher, tels que I'amidon qui est un substrat brut le plus abondent et disponible
dans la nature a c6té de la cellulose et d’autre part le glucose est un alternatif

co(teux.

Généralement la production biotechnologique de [l’acide lactique a partir
de matiére amylacée, nécessite un prétraitement pour la gélatinisation et la
liquéfaction, qui est effectuée a des températures élevées de 9o0-130¢°
pendant 15min, puis par saccharification enzymatique dans le résultat est le
glucose qui va é&tre convertir en [lacide lactique par Ila fermentation
(Anuradhaet al., 1999). L’utilisation de Pamidon brut ou polysaccharide
renouvelables en combinaison avec les BL amylolytique en deux étapes
saccharification et fermentation, peuvent aider a diminuer le col(t de

’ensemble de procédé de fermentation, comme illustre.
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Figure 4: La conversion de I'amidon en acide lactique par la voie direct et
indirecte de la fermentation (Reddyet al., 2009)

De Nombreux bactéries inclus Lactobacillus et Lactococcus ont été
employée avec succés pour la production de [Pacide lactique a partir de
matieres premiéres qui contient de I'amidon (Chengeet al., 1991; Naveenaet

al., 2005).
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Tableau 2 : Les bactéries lactique amylolytique (Reddy et al., 2009)

Especes Espece

bactérienne bactérienne

L. OND32T L. acidophilus
manihotivorans LMG18010T L.fermentum L9
L. LMG18o011 L. plantarum A6
manihotivorans
L. plantarum LMG18053
L. plantarum NCIM2084
OgiEl
MwW2
L. fermentum
K9 S. bovis 148
L. fermentum
Lactobacillus TH 165
L. fermentum <
ATCC33622 P St3-28
Leuconostoc
B-4542

L. amylovorus .
L. cellobiosus LEM

L. amylovorus Lactobacillus 220.207.202

L. amylovorus strains

Leuconostoc

ICIM 1125 strains

B 4437 )
L. amylophilus S. macedonicus

GV 6

L. amylophilus L. amylolyticus

L. amylophilus

L’utilisation efficace des BL amylolytique permettra d’éliminer Ila
saccharification, ce qui conduit a la réduction des colts et substrat et le
rendement élevée (Vickroy, 1985; Yumoto et lkeda, 1995; Litchfield, 1996). En

ce sens, une seule fermentation acide lactique par une étape amylolytique
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bactérie L.amylolytique GV6 a haute efficacité de la production (Vishnuset al.,

1998 ; Naveenaet al., 2005 ; Altafet al., 2007).
11.4.6. Les enzymes amylolytiques produits par les bactéries lactiques

Les sucres raffinés ou gélatinisé sont généralement utilisés pour Ia
production de I'acide lactique par la fermentation microbienne qui est une
caractéristique de [I’activité amylolytique de ces microorganismes. La présence
a la fois 'amylase et de la pullulanase caractéristiques la fermentation de L.
amylophilus GV6 qui est efficace pour la conversion directe de substrats
amylacés en lacide lactique. Cette activité amylolytique a été évaluée par
estimation de la production de Ila quantité des enzymes extracellulaires
amylolytiques (amylase et pullulanase) (Naveena, 2004; Vishnu et al, 2006).
Ces enzymes amylolytiques de L. amylophilus GV6 ayant a la fois une activité
d’amylase et de pullulanase qui est une protéine de 9okDa caractérisée par
(Vishnu et al., 2006). L’activité d’amylase et I'activité spécifique de pullulanase
étaient de 0.439 U/g/min et 0.18 U/g/min respectivement dans le son de blé

(Naveena, 2004).

A partir de la photographies au MEB (Figureo4) montrant que L.
amylophilus GV6 hydrolyse de P'amidon des fibres dans le son de blé a sucres
en L(+) acide lactique (Vishnu et al, 2000; Naveenaet al.,2005). La souche GV6
montré a la fois une activité s Iamylase et pullulanase de 0.59 et 0.34
U/mi/min  en fermentation submergée D’ou le maximum  d’activité
amylolytique a été observée avec la suivie 'lamylopectine par I'lamidon soluble

(Vishnu et al., 2006).

L’activité d’alpha-amylase de streptococcus bovis est plus élevée en
présence de I'lamidon brut (1.41 U/ mi) que celle de glucose (0.06 U/ml) (Junya

Narita et al., 2004).

La souche de L. fermentum OGI El peu croitre et produire des amylases a
partir: amidon, le maltose, le glucose, le saccharose, le fructose, mais a partir
du composé de céréales et l[égumes qui sont riche en sucres. Peu de BL

amylolytique sont étudiées pour leurs enzymes amylolytique.
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lll.1. Echantillonnage
lll.1.1. Préparation des échantillons
lll.1.1.1. Blé fermenté

La préparation des échantillons a été faite selon la méthode de (Merabti,
2015). Ou la préparation de blé fermenté été sur des bocaux en verre de 250g;
chaque bocal est rempli par 150g de Blé +10oml d’eau minérale contenant

. . 0 7 ) 7 .
3.75ml de vinaigre de 5°, en scellant les bocaux pour créer I'anaérobiose et en

incubant a I’abri de la lumiére. La température de laboratoires.

Figure 5: Un échantillon de blé fermenté

lll.1.1.2. Légumes fermentés

Carotte, betterave, olives ont été choisi pour la Lacto Fermentation, on a
pesée 200g de chaque produit aprés 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 l'eau est effectuée. Pour
assurer I'anaérobiose des pots a fermeture hermétique (couvercle avec joint
en caoutchouc) été choisi pour mettre les légumes dedans; alors on verse la
saumure a condition qu’ils sont submergés pour créer un environnement sans

0,.

Les pots ont été déposés au laboratoire a une température entre 15-20 °

C. La fermentation a durer 6 semaines.
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Figure 6 : les échantillons des Iégumes fermentés

lll.1.2. Isolement et purification des microorganismes :

Les isolements des microorganismes ont été faits a partir des olives,

betteraves, carottes et blé fermenté sur plusieurs milieux de cultures.

Une solution meére a été préparée par l'ajout de 10g de chaque
échantillon choisi dans 100 ml d'eau physiologique(Annexeo1) stérile (Ulacio
et al, 1997) puis le mélange a été haché par un hachoir plongeant pendants
smin (Figureo7), ensuite une série de dilutions décimales ont été réalisée
jusqu'a 10” (Figureo7), chaque dilution subit une homogénéisation par

agitation (Boulal et al., 2017).

Pour la flore fongique I'ensemencement en surface été réalisée sur les
milieux PDA et OGA (Annexeo1); les boites ont été incubé a 30 °C pendant

5jours

I[solement de Ila flore totale été réalisée par I’ensemencement en

profondeur sur le milieu GN ; les boites été incubé a 30°C pendant 48h.

Le milieu MRS (Annexeo1) a été utilisé pour isolement de la flore
lactiques, I’ensemencement été en profondeur, les boites ont été incubé a 30°

C pendant48h.

La purification des souches a été réalisée par plusieurs repiquages sur
milieux solides approprié de chaque isolat a partir des colonies bien isolées
dans le milieu, puis la vérification a été réalisée par I’étude macroscopique et

microscopique.
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Figure 7 : La préparation de solution mére et dilution décimale La Pré identification des
souches.

lll.1.3. Etude phénotypique
lll.1.3.1. Critéres morphologiques
a) Caractérisation macroscopique

L’examen macroscopique permet de décrire I’aspect des colonies bactériennes
(La forme, la taille, pigmentation, opacité...) mais aussi de vérifier la purification des
colonies ; des isolats considérer comme pure si les colonies de méme boite possedent

le méme aspect (Badis et al., 2004).

La description macroscopique permet d’identifier les champignons grace a
I’étude des caractéres culturaux : La vitesse de croissance, la texture, la couleur du

thalle, la couleur du revers de la culture et "odeur (Harrigan et Mccance, 1976 ; Rinaldi

etal., 1999).

L’étude morphologique du mycélium (absence ou présence de cloisons, couleur,
...) et des spores (forme, couleur, texture des parois, ...) (Harrigan et Mccance, 1976 ;

Oteng-Gyang, 1984 ; Guiraud, 1998).

b) Caractérisation microscopique

La coloration de Gram (Annexeo1) a été utilisée pour classer les bactéries selon
leur Gram, morphologie et leur mode association, mais aussi cette coloration permet

de vérifier la purification.

L’observation microscopique des champignons a est réalisée par la coloration de
bleu de méthylene: Un petit morceau de scotch est appliqué a la face collante sur la

colonie a 'aide d’une pince puis déposé sur une lame, puis on ajoute quelque goutte
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de colorant du bleu de méthylene, I'observation se fait a 'aide d’un microscope

optique (Chabasse et al., 2002).
lll.1.4. Pré identification des bactéries lactiques

Quelques tests été utilisée pour la pré-identification du genre; Trois isolats
possédant une activité amylolytique, susceptible d’étre bactéries lactiques puisqu’ ils

sont bacille, Gram+ et catalase négative
I1.1.4.1. Recherche de catalase

Le test consiste a déposer sur une lame une goutte d’eau oxygénée dans laquelle
sera dissocié un petit prélevement de la colonie. La souche examinée est dite catalase
positive si un dégagement gazeux est observé et le contraire indique I’absence de

’lenzyme catalase (Marchal et al., 1991).
l1l.1.4.2. Teste de type fermentaire :

Ce test permet la distinction entre les bactéries lactiques homofermentaire

ethétérofermentaire, 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 observé dans un délai de 48h en fonction de I’'aspect du milieu

(trouble) et la production de gaz (Garvie, 1984 ; Schilinger et Lucke, 1989).
111.1.4.3. Teste de température 45°C

Ce test est important car il de distinguer les bactéries lactiques mésophiles des
bactéries lactique thermophiles apres inoculation du MRS par les cultures jeunes, les

tubes incubés pendant 24 a 48h a la température 45°C. (Guiraud, 1989)
lll.1.5. Conservation des souches :
lll.1.5.1. Conservation a courte durée

La conservation des isolats purifiés est réalisée par ensemencement sur gélose

inclinée. Aprés incubation a 30°C pendant 18 h. Les tubes sont conservés a + 4°C.
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lll.1.5.2. Conservation a long durée

A partir des cultures jeunes (18 h) sur milieu liquide, les cellules sont récupérées
par centrifugation a 4000 tr / min pendant 10 min. Une fois le surnageant éliminé, on
ajoute le milieu de culture de conservation (70% lait écrémé (annexeo1) et 30% de
glycérol) sur le culot et le vortexé. Les cultures sont conservées en micro tubes «

Eppendorf » a =20 °C.
l1l.1.6. Mise en évidence des activités enzymatiques
l11.1.6.1. La recherche de P’activité amylolytique

25 isolats ont été ensemencés par touche sur le milieu MRS midon €t 04 isolats de
champignons ont été ensemencés sur milieu AAM (Amylase Activity Medium annexe
01) ensuite incubé a 30°C pendant 2-3 jours pour les bactéries et 05 a 07jours pour les

champignons.

La mise en évidence de l'activité de I'amylase est effectuée par I'inondation de la
surface de la gélosé avec une solution de lugol. Une lecture positive de la production
de I'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).

lll.1.6.2. Teste d’application de [la-amylase comme un agent de

désencollage
Que 03 souches du genre lactobacillus ont été utilisée pour ce test d’application;

Chaque flacon a été ensemencé par 1 ml de culture jeune de 18h; le tous été
incubée pendant 3jours a 30°C. Quatre morceaux de tissu de coton blanc de taille égale
(5 cm x 5 ¢cm) ont été amidonnés en utilisant une solution d'amidon a 5 % et séchés,
ensuit 03 morceaux ont été imbibés par la culture bactérienne de chaque souche, puis
laissée pendant 30min a température de laboratoire, la révélation de I’activité
amylasique été grace a l'utilisation de lugol. Dans le cas de témoin le milieu de culture

est remplacé par I’eau distillée.
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Figure 8: application de solution amidonnée sur les morceaux de tissu.
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IV.1. Isolement et purification des microorganismes

IV.1.1. Isolement et purification des microorganismes

Apres 72h d’incubation a Température 30°C, Les boites de pétri des dilutions

décimales, nous a permis de distinguée les différents types de colonies ; grace aux critére

macroscopique on a pu visualisée que la majorité des colonies ont été blanchatre, mate,

petites, opaque (C’est un caractére dominant des colonies aux niveaux des boites de MRS

); colonie rose , orange, marron claire, de taille différente entre 1mm jusqu’a 3mm, et

d’autre colonies de taille moyenne transparente posseéde un aspect brillant visqueux.

Le tableau03montre le caractére macroscopique des colonies des boites

d’isolement et purification.

Tableau 3: Aspect macroscopique des souches isolées sur des milieux MRS,

PDA, OGA.

Echantillons

Milieu culture

CARACTERISTIQUES
MACROSCOPIQUES
Ronde
Grande

Blanchatre

PDA

Petit colonies rond Blanchatre

Grosse colonies Blanchatre

irrégulier

E 2 Blé

MRS

Tres petite

Blanchatre

PDA

Petite

Blanchatre

Grosse rose
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OGA Petite

Blanchatre

Grosse rose

E 3 BIé MRS Petite

Colonie transparentes

C carotte MRS Blanchatre
Crémeuse
OGA Grosse rose

Petite Blanchatre

BT MRS Rond

betterave Blanchatre

Crémeuse
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Les boites possédant un caractéere homogéne des colonies (méme taille, méme
aspect, méme couleur ....) ont été considérée comme pure dans cela, la vérification
été par la coloration de Gram qui représente le premier Clé de classification et puis un

test de catalase.

Tableau 4: les résultats obtenus d’isolement, purification et de coloration de
Gram

Isolement Purification Coloration de Gram

IV.1.2. Isolement et purification des moisissures

Apreés l'isolement et la purification de ces moisissures sur milieu PDA, des
études macroscopiques et microscopiques ont été effectuées pour identifier les

souches mycéliennes isolées.

Les moisissures purifiées sont identifiées par un examen macroscopique qui est
effectué apreés une incubation de o7jours sur le milieu de culture PDA a37°C,
(Figureo9), et I'examen microscopique sur lame avec la technique du ruban au bleu de

méthyléne, donne les résultats suivants :
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Les quatre souches possedent les caractéristiques suivantes :

Revers : jaune, mycélium : blanc, spores : vert, aspect : flamenteuse (Tableau
05)

Grace a I'observation microscopique (Tableauos), ’lhyphe été septé, phialides

en forme de verticilles, présence de métules.

Tableau 5:Observation microscopique et macroscopique des champignons

Souches Observation Macroscopique Observation microscopique
C3B4-4
C2B4 -5
c2B4 (5) oga
CiB4 -5
CiB4 -4

37|Page



Partie IV. Résultats et discussion

Grace a I'isolement on a pu isoler; une levure, quatre souches fongique, et 32

isolats de bactéries ; la répartition des microorganismes été comme suite :

e La population bactérienne est dominante avec un pourcentage de 82.05%, les

champignons avec 10.25% puis les levures avec 2.52%

la dominance des bactéries dans le blé et |égume fermenté par appart aux autre
microorganismes est due aux type respiratoire des bactéries qui peut étre anaérobie
stricte, aérobie anaérobie facultatif et micro aérophile, aux contraire la flore fongique
est une flore aérobie; On constate que cette flore n’été pas éliminé aux cours de
fermentation (ni par le CO, ni par les acides organiques), la présence de cette flore
fongique doit étre expliqué par la contamination des bocaux (type de bocaux qui
n’assure pas l'anaérobiose) ou bien c’est une flore provienne aux cours de

manipulation.

Parmi les 54 isolats on a pu purifier que 32 isolats, 26 isolats ont été bacille isolé,
en diplobacille et en chainette courte. Cette forme représente 81.25% par apport la
forme Cocci qui représente 18.75%, ces Cocci en été soit isolé ou bien en diplococdi, il ya

que o3 isolat posséde le mode d’association de type chainette.
A partir d’histogramme suivant on observe que les isolats de forme bacille et

(Catalase -) été majoritaire avec un pourcentage qui dépasse 70% par apport les Cocci

catalase négative 23.80% .

Ces isolats susceptibles d’étre des bactéries lactiques, et qui ont un réle
effecteur majore dans la fermentation des aliments; la dominance des souches
susceptibles d’étre de genres lactobacillus est claire plus de 70%, ces souches peuvent
d’étre homo ou bien hétéro fermentaire, on suppose qu’un pourcentage important de
I’acide lactique provient de ces souches. BL, pourraient méme exercer un antagonisme
par la production de substances antifongiques, largement démontrée dans de

nombreux travaux de recherche (Mandal et al.,2013; Crowley et al., 2013).
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Autrement, La fermentation lactique est un procédé non thermique permettant
de réduire les pertes nutritionnelles, mérite d’étre exploité pour 'obtention d’aliments
végétaux a haute valeur nutritionnelle par la préservation des minéraux, des vitamines
et des composés phénoliques, préservant ainsi les propriétés antioxydantes de

I’aliment (Duefas M et al., 2005).

I a été démontré que la fermentation lactique d’une légumineuse
(Vignasinensis) permettait d’augmenter la concentration de plusieurs composés
phénoliques (acide gallique, acide vanillique, quercétine, acide férulique, acide
hydroxybenzoique) (Bjorkroth, K.J et al., 2002). Mais aussi de mieux préserver la
teneur en vitamine C, en glutathion, en composés phénoliques ainsi que I'activité
antioxydante de smoothies et de jus de tomate, de jus de grenade (Osimani, A et
al.,2015), de jus de carotte, d’haricot et de courgette (Magnusson, J etal., 2002) et de

lait de soja (Cho, J et al ., 2006).
D’ol on peut citer quelque exemple d’espéce lactique :

e Llactobacillus plantarum a été isolé a partir de Carottes, Concombres,
Abergines, Betteraves rouges, Fenouils, Choux (Sanchez et al., 2000 ;
Tamminen et al., 2004 ; Plenghvidhya et al., 2007 ; Di Cagno et al., 2008b, 20083,

20103, 20113, 2011b ; Pulido et al., 2012)

e Lc. mesenteroides, Pc. cerevisiae, Lb. plantarum, Lb. fermentum, Lb. Buchneri a

partir d’Oignon rouge (Tamang JP et al., 2016)

POURCENTAGE %

Cocci pseudo catalase 14,28571429

Bacilles pseudo catalase 85,71428571

Cocci Cat (-) 23,80952381

Cocci Cat ( +) | 42,85714286
Bacilles cat (-) 76,19047619
Bacilles cat (+) ] 57,14285714

Cocci

Bacilles

Figure9: Pourcentage des bactéries par apport aux Gram, forme et catalase.
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IV.1.3. Mise en évidence des activités enzymatiques

29 isolats ont été testés pour leur pouvoir amylolytique, tableau suivant : illustre

les isolats productifs et non productifs d’alpha amylase.

Tableau6: Résultats de production d’alpha amylase.

Isolats Résultats Isolats Résultats
cB;1 +/- oZ, +-
cB,;3 + cB, 1 -
Cc + cB,6 +[-
cB;2 +/- C,B, -
cB, 2 + C,B, -
cB; 1 + C,B, -
cB, 1 + CB, -
cB,2 +/- C.C -
cB, 4 + C.B, -
cB;2 +/- C,B, -
cB,2 +/- CB, +
cB;3 +/- C.B, +
Bt:, - C.B,(-4) +
Bt - CB,(-5) +
0Z, +[-
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Apreés 10 jours d’incubation, tous les souches fongique été productrice d’alpha
amylase ; les zones d’hydrolyses été plus importante par rapport aux autres bactéries
avec des diamétres de 4mm a 1cm (Figure 12) car les moisissures possedent un

matériel

Enzymatique important, ces résultats sont similaires aux travaux de (Ghrim et

Mokadem ,2018).

16 isolats possédant une activité amylasique dans 11 isolats appartient aux

bactéries lactiques (Figure 11)

Le test de I’activité amylasique nécessite une période de 03 jours dans laquelle

on a observé une faible croissance des colonies par apport aux milieux MRS.

Résultat négative . .
Résultat positive

i
LR
L

Figure 10: la mise en évidence de [lactivité amylasique (résultat positive
[résultat négative)

IV.1.4. Pré identification des souches

Sur la base des résultats obtenus et aussi sur le catalogue les moisissures
d'intérét médical et description of médical Fungi en a obtenu un seul genre de

moisissure : Penicillium qui est caractérisé par:
e Des colonies filamenteuses

e Présence des spores
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e Couleur de colonies généralement vert
e Présence de métules

e Les hyphes sont septé

Téte en forme de pinceau.

D’autre part on a testé le type fermentaire sur trois (03) isolats bacille catalase
négative possédant une activité amylolytique; ces souches ont été de genres
Lactobacillus homofermentaire. Ces isolats: cB, 1, cBs 1, ¢B; 4 subissent un test

d’application.

Zone d’hydrol¥.s <

Figure 11 : Activité amylolytique chez les 03souches
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Zone d’hydrolyse

Zone d’hydrolyse

Figure 12 : Activité amylolytique chez les moisissures.

Penicillium C2B4-5, Penicillium C3B4-4, Penicillium C1B4-4, Penicillium C1B4-5.
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IV.1.5. Testd’apoplication de I'a-amylase comme un agent de

désencollage

Les souches (¢B, 1, cB3 4, ¢B, 4) de genre Lactobacillus était étudier pour pouvoir
éliminer ’lamidon de tissu, la réaction été par 'utilisation de la culture bactérienne,
I’observation de quelque zone d’élimination ( de couleur marron) ; ces résultats ne
sont pas similaire avec les travaux Ghomraniet Boukerrou qui ont obtenu une
élimination remarquable d’amidon, cela peut étre due a la concentration de I’enzyme,
puisque dans notre expérience on a utilisé la culture bactérienne donc souche et

surnageant.

Le désencollage des tissus nécessite un rendement important de production
d’alpha amylase par ces souches : Lactobacillus ¢B, 1,Lactobacillus cB3 ,

etLactobacilluscB, 4.

Couleur violet

Présence amidon

Lactobacillus ¢B, 1,Lactobacillus cB3 ;Lactobacillus cB; 4

Figure 13: Résultats de désencollage par les cultures bactériennes
dessouches : LactobacilluscB, 1,LactobacilluscB3 , etLactobacillus cB; 4.

44|Page



Partie V. Conclusion et perspectives

PARTIEV. CONCLUSION ET
PERSPECTIVES



Partie V. Conclusion et perspectives

Conclusion

L’a-amylase est l'une des hydrolases les plus importantes agissant sur
I'amidon et son application est en constante expansion. Cette enzyme était

produite par certaines bactéries, levures et certains types de moisissures.

Notre étude a montré la dominance des bactéries spécialement les
bactéries lactiques par apport aux microorganismes dont elles jouent un réle
essentiel dans la fermentation des légumes ou bien des produits amylacés;
par la richesse de produit finale; les métabolites issus de différents types de
fermentation tel que I’acide lactique, acétique... qui ont un affect la qualité

nutritionnelle et sensoriel de produit finale.

Le screening des souches amylolytique permet de sélectionner quatre
champignons de genre Penicilium sp avec une activité remarquable par
apport aux bactéries lactiques; parmi 16 isolat susceptible d’étre bactéries
lactiques 11 ont été amylolytique; que 03 souches de genre Lactobacillus ont
été testé pour le pouvoir de désencollage des tissus; les résultats ont été plus

ou moins positive.

Ces tests d’orientation nécessitent d’autre expérience

complémentaire et approfondie dans laquelle on a besoin :

e D’identifier les souches amylolytique; Etudier les conditions optimales
de croissance et de production; La sélection des souches les plus

performantes et Test d’application d’alpha amylase.
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Solutions

VIl.1. Annexes

» Eau physiologique

Chlorure de SOdiUMe... cee e vee vt et e e et e e veeeae eeeenaes

EQU diStill@e... cue v e ettt et e e e e e e e e e

Milieux de culture

Partie VII. Annexes

98

1000ml

> Milieu de Man, Rogosa, Sharpe (MRS)

Peptone....covviiiiiii i
Extrait de viande de beeuf.....
Extraitde levure....cocov e iii i,
GlUCOSE. e ettt et e et et et e et cee e cee ce e e een ea

TWEEN B0ttt it ven it e ieeeenseeeenneeennnneennnsecnnnneons

.10.08

PPN - N o4

.. 4.08
.20g

Aaml

Hydrogénophosphate de potassium.....................2.08

Acétate de sodium 3 H20....ccoveii i
Citrate d’ammonium........c.coovev i i e
Sulfate de magnésium 7 H20.......c.oiviiiiiii e
Sulfate de manganése 4 H20.........coovuvvinniiinninnnns
=2 |

EQu distill@e. .. von et it it et e e e e

pH= 6,2 +/- 0,2

» Milieu Poato Dextrose Agar (PDA)

POMMEe de terme. e e et it e et et e e e et e e
@] [N T l0 1Y =T
=2 | P

Eau distill@e...coe et ie i it et e e e

5.08
.2.08
0.2g
..0.05g
.10.0

.1000ml

.. 2008
20g
20g

.1000ml

Laver la pomme de terre et la couper en petit cubes

- Mettre dans 500 ml

pendant 1 heure.

d’eau distillée et porter a

- Ecraser et filtrer la pomme de terre afin d’obtenir I’extrait

I’ébullition
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- D’autre part, faire fonder lagar dans un petit volume d’eau
distillée

- Ajouter le filtrat a la solution d’agar

- Ajouter le glucose

- Ajuster le volume a 1000 ml

- Agiter le milieu jusqu’a homogénéisation

- Stériliser par autoclavage a 121 °C pendant 20 min

» Gélose nutritive (GN)

Extrait de viande..........cc.ooiiiiiii i e el 108
Extraitdelevure......ccooeviiiiiiiii i 28
Peptone ...l 58

Chlorure de sodium.......c.ccoveviiiiiiiiiiiiiiiiiiee et . 58

= | PP |74

Eau distillée... oo vveeviiriiiiiii i cee i i e e e eeeenn o 1000M|

PH=7,4
» Bouillon nutritif (BN)
Peptone ... vee i i el B

Extrait de viande..........ccooeiii il 3,008

Eaudistillée.......cocoviiiiiiiiii e 1000M]
» Lait écrémé:

Lait écrémé enpoudre ..o veviiiiiiiiiiiiie e e eenal. 108

Extraitdelevure.......ccoviiiii i i 058

Eaudistillée.......ccoviiiiiiiiiiiii e 1M

» Milieu Amylase, Activity, Medium (AAM)

a0 1T [ o PR (014
Eau distillée.......ccovvniiniiiiiiiiiii i i i w 1000m1
Y = | D T 0 ] =4
PH=5
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> Milieu MRS a 1% d’amidon

MRS sans extrait de viande et sans glucose.................. 1000m|

AMIdON....co i e 10l 108

» COLORATION DE GRAM
- Réaliser un frottis sur une lame en verre propre et préalablement
dégraissée.
-Colorer le frottis avec du violet de gentiane durant 2 minutes.
- Rejeter le colorant et ajouter le Lugol 2x 45secondes.
- Rincer a l'eau.
- Décolorer a ’alcool 96° durant 10 secondes.
- Rincer abondamment a I’eau.
- Faire une contre-coloration avec de la fuchsine diluée a 1/10 durant 2
minutes.
- Rincer a ’eau et observer a 'immersion x100.
» Coloration avec le bleu de méthyléne
-Le mode opératoire consiste :
-On prépare une goutte de suspension de la souche avec l'eau
distillée sur une lame
-Réaliser un frottis et le fixer.
-Recouvrir la lame de bleu de méthyléne 1 a 2 minutes.
-Rincer a I’eau distillée.
-Sécher la lame entre 2 feuilles de papier Joseph.

-Observation au microscopique aux différents grossissements
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