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  1- Les bactéries lactiques 

         Depuis l‘antiquité, les bactéries lactiques ont été utilisées pour la fabrication et la 

conservation d’aliments. La découverte de leur action sur le lait fut probablement accidentelle et 

leur première utilisation humaine a été mise en évidence dans des textes archaïques datant de 

plus de 5000 ans retrouvés en Iraq (Teuber, 1993). Leur utilisation fut perpétuée ensuite sous 

forme de levains naturels (Chammas et al., 2006 ; Zamfir et al., 2006). La première culture pure 

était de Bacterium lactis vraisemblablement des Lactococcus lactis, obtenue par Lister en 1873.  

Historiquement, les genres Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus et Streptococcus ont été les 

premiers à être décrits (Klein et al., 1998 ; Guiraud, 2003 ; Limsowtin et al., 2004). Leurs 

caractéristiques métaboliques en font des acteurs indispensables au cours des fermentations 

alimentaires. Elles y sont classiquement impliquées, seules ou avec d’autres micro-organismes 

(transformation du lait, boissons fermentées, salaison, fermentation des végétaux), et sont 

également étroitement associées à l’environnement humain (Tableau I). Le principal atout de ces 

bactéries réside dans leur capacité à acidifier les produits alimentaires. L’acide lactique, qui est 

le produit principal du métabolisme fermentaire, joue un rôle majeur dans la conservation des 

aliments puisqu’il inhibe fortement la croissance des bactéries pathogènes (Stiles, 1996). Il a 

également un rôle direct dans l’industrie laitière puisqu’il permet la formation du caillé à bas pH.  

Les bactéries lactiques participent également à la texture (production 

d’exopolysaccharides) et à la saveur des produits laitiers. Les arômes sont multiples, parfois 

indésirables (amines biogènes) et peuvent provenir d’origines diverses, soit du catabolisme des 

hydrates de carbone présents dans le lait (lactose, citrate), soit du métabolisme des acides aminés 

ou encore des matières grasses. Elles ont été isolées de nombreux milieux naturels végétaux 

(plantes et fruits), animaux et humains (cavité buccale et vaginale, fèces, lait, ...). Certaines 

espèces semblent adaptées à un environnement spécifique et ne sont guère trouvées ailleurs que 

dans leur habitat naturel (De Roissart, 1986).  Le groupe de bactéries lactiques a été défini pour 

la première fois par Orla-jensen (1919).  Ce sont des micro-organismes à Gram positif, non 

sporulant, non mobiles, anaérobies mais aérotolérants et ne possédant aucune catalase.  

Phylogénétiquement, les bactéries lactiques appartiennent à la branche clostridienne des 

bactéries à Gram positif. Possèdent moins de 55 % de bases GC dans leur génome. Ainsi, ces 

caractéristiques les éloignent des bifidobactéries longtemps considérées comme appartenant à ce 

groupe. La compréhension de la physiologie de ces microorganismes contribue ainsi à un 

meilleur contrôle des procédés de même qu’à l’amélioration et à la diversification des qualités 

organoleptiques et texturales des produits laitiers fermentés. 



Tableau I : Utilisations des bactéries lactiques dans l’alimentaire et exemples des espèces impliquées 

prédominantes (McKay et Baldwin, 1990). 

Applications                                                                                      Espèces utilisées 

Fermentations de végétaux                                                             Leuconostoc mesenteroides, 

                                                                                                       Pediococcus pentosaceus,  

                                                                                                        Lactobacillus plantarum 

Fermentations de viandes et poissons                                            Lactobacillus plantarum, 

                                                                                                       Pediococcus acidilactici 

Boissons alcoolisées                                                                        Oenococcus oeni,  

                                                                                                       Lactobacillus delbrueckii 

Café et cacao                                                                                Bactéries lactiques variées 

Sauce de soja                                                                                   Lactobacillus delbrueckii, 

                                                                                                        Pediococcus soyae 

Aliments fermentés 

Indigènes                                                                                    Bactéries lactiques variées 

Ensilage                                                                                          Lactobacillus plantarum 

Probiotiques                                                                                   Lactobacillus acidophilus, 

                                                                                                       Lactobacillus casei 

    Pain au levain                                                                                Lactobacillus sanfranciscensis,  

                                                                                                    Lactobacillus brevis,             

                                                                                                   Lactobacillus   plantarum,  

                                                                                                  Lactobacillus fermentum 

Produits laitiers Fermentés 

        Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. Cremoris, Lactococcus lactis 

subsp. lactis biovar diacetylactis,   Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, Leuconostoc 

lactis, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus 

helveticus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei. 

 

Pour cela diverses stratégies ont été mises en place, il s’agit tout d’abord d’une 

meilleure sélection des souches et leur utilisation en mélanges complexes dans des levains de 

culture. Une optimisation métabolique des souches a également été envisagée afin 

d’augmenter la production d’arômes de polysaccharides, de vitamines ou encore de la 

protéolyse des protéines du lait. (Ferain et al., 1996 ; Hols et al., 1999 ; Hugenholtz et al., 

2000).  

 



2- Biodiversité de la flore lactique chez l’animal laitier 

         Selon Montel et al. (2003) ; Ménard et al. (2004), le trayon est le siège d’implantation 

d’assemblages microbiens d’environnements de ferme et de l’animal. Les investigations de 

Michel et al. (2005)  révèlent que c’est à la surface des trayons de l’animal laitier que l’on 

rencontre la plus grande diversité de groupes microbiens en comparaison avec ce que peux 

apporter l’ambiance ou la machine à traire. Les travaux menés ces dernières années tendent à 

montrer que cette microflore est apportée préférentiellement par les trayons et par l’air au 

cours de la traite. Ainsi, l’environnement en contact avec le trayon est à privilégier (pratiques 

autour du paillage, autour des trayons (Tormo et al., 2006).  

 

              

           

 

 

 

                          Figure 1 : Mode de contamination du trayon de vache laitière (Gourreau, 1995) 

         L’anatomie de la peau du trayon est caractérisée par l'absence de poils, de glandes 

sébacées et de glandes sudoripares, revêtue d’un polysaccharide rendant sa surface propice à 

toute contamination. En effet les recherches de Michel et al. (2001) ; Vacheyroux et al. (2011) 

suggerent que la peau des trayons est le premier réservoir microbien de l’animal. Cependant 

Verdier et al. (2011) estiment que la connaissance des communautés microbiennes de ce 

réservoir potentiel de biodiversité des laits n’est que fragmentaire. Ils affirment que les trayons 

sains et propres sont constitués majoritairement de flores d’intérêts technologiques que ce soit 

pour les vaches ou pour les chèvres et brebis. Beaucoup de travaux démontrent qu’elle est 

composée de bactéries d’affinage (Staphylococcaceae, Micrococcaceae, Microbacteriaceae) et de 

bactéries Gram + non lactiques autres que bactéries d’affinage. Parmi les bactéries d’affinage il’ 

y a dominance de Staphylococci (9 espèces) et de bactéries lactiques (Aerococci et Enterococci). 



                                                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 2 : Anatomie du trayon et de la mamelle chez la vache laitière (Denis et Meyer, 1999)                                
   

Selon les mêmes auteurs, par approche classique de culture dépendante et par diagnostic 

moléculaire direct leur répartition centésimale sur le trayon de vaches laitières est illustrée dans 

la figure 3 (figure 3 A et 3B).  

 

 

  

 

 

Figure 3 : Distribution de la flore de surface du trayon de vaches laitieres par  methode  de 
culture dependante (A) et par biologie moleculaire directe (B).  (Denis et al. 
2006)                  

Une étude réalisée par Denis et al. (2006) sur du lait de vache démontre que les trayons 

seraient un réservoir potentiel de bactéries de surface (microcoques et corynéformes et de 

staphylocoques). Des travaux plus récents menés par Vacheyroux et al. (2011) mettent en 

évidence que cette flore d’intérêt technologique est composée généralement de : 

   - 30% de bactéries lactiques dominés par les Aerococci et les Enterococci 

   - 50% de bactéries d’affinage (Staphylococcaceae, Micrococcaceae, microbacteriaceae) 



            En revanche, le lien entre lactocoques des trayons et lactocoques du lait n’a pas pu être 

établi. Concernant les microorganismes présents dans le canal du trayon, une étude de Gill et al. 

(2006) suggère qu’ils sont plus diversifiés que ce qui avait été décrit précédemment. Sur 

plusieurs échantillons de vaches saines, 45 espèces ont été répertoriées avec une dominance des 

classes des clostridies, bacilliaceae et staphylococcaceae et plus ponctuellement d’entérocoques.  

Les lactocoques et lactobacilles n’ont jamais été retrouvés. Il est probable, également, que 

des flores présentes ponctuellement dans le canal du trayon contribuent à ensemencer le lait au 

cours de la traite.  

L’analyse microbiologique des laits individuels de chèvre prélevés stérilement (trayons 

sains préalablement désinfectés) et mis en culture 24 heures à 30°C révèlent la présence de 

nombreux groupes microbiens avec une dominance de flores d’intérêts.  

Les bactéries qui sont normalement présentes y vivent en symbiose. Cette relation avec 

l'hôte permet aux microorganismes d'occuper les niches microbiologiques et inhibent la 

colonisation par des organismes pathogènes. Les études actuelles tendent à s’orienter vers des 

pratiques plus respectueuses des flores.  

Ainsi, l’absence de lavage des mamelles ou le lavage collectif, les trayons lavés mais non 

essuyés, l’absence de post trempage et d’élimination des premiers jets sont plutôt associées à 

des laits riches en flores d’intérêt technologique (Arnal, 1999 ; Bouton et al., 2005 ; Michel et 

al., 2005). De plus, l’absence de post trempage et de report du lait vont dans le sens d’une bonne 

aptitude fromagère des laits (Bérodier, 2001). Ceci est à considérer en conditions d’hygiène 

maitrisées. 

 Lors de la traite ces assemblages organisés en communautés microbiennes sont 

transférés au lait et constituent son microbiote naturel, reflet caractéristique de la biodiversité de 

cette biosphère. Par contre, le revêtement cutané à ce niveau subit une forte sollicitation lors de 

la traite, ce qui le rend aussi très fragile et propice aux affections.  

En effet l’action mécanique de la traite aurait comme impact une érosion plus ou moins 

intense du biofilm bactérien et des lésions cutanées au niveau du trayon et faciliteront ainsi les 

contaminations secondaires. La flore microbienne du lait cru participe de façon importante à 

l’établissement des caractéristiques organoleptiques des fromages et ce, indépendamment de la 

présence des ferments.  



Des travaux de plus en plus nombreux montrent que les fromages au lait cru ont en 

général des saveurs plus marquées et plus typiques. Cependant, aucune relation n’a pu être 

établie par ces auteurs entre la composition microbienne de ces laits et leurs conditions de 

production (Bonizzi, et al., 2009).  Pour une saison donnée, la stabilité dans la distribution inter-

espèces de cette flore lactique est un indice révélateur du fonctionnement normal de l’animal 

porteur.  

Les variations saisonnières seraient à l’origine de variations structurelles au niveau de 

cette microflore. La persistance ou la non persistance d’espèces lactiques données est en relation 

étroite à des changements dans les ambiances de vie du cheptel laitier. Très peu d’auteurs ont 

cherché à caractériser cette flore et surtout à l’étudier dans sa globalité. 

 Souvent les microorganismes pathogènes ont été essentiellement considérés (Wareing, 

2005). Seuls les travaux de Desmasures et al. (1997) apportent des informations sur les flores des 

laits crus destinés à la fabrication de Camembert de Normandie. Ils montrent que la composition 

microbienne des laits, en particulier pour certains groupes bactériens étroitement impliqués dans 

la fabrication du Camembert, est globalement stable d’année en année.  

Ce n’est que récemment que les chercheurs commencent à s’intéresser à ces aspects et 

font l’objet d’études de biodiversité plus approfondies par utilisation d’outils d’investigation 

moléculaires, les méthodes classiques ne se limitent qu’à la mise en évidence des 

microorganismes cultivables et comme conséquence l'image de la population microbienne est 

déformée par l'étape de mise en culture. 

3 - Les lactocoques : taxonomie et caractéristiques générales 

         Ce sont des bactéries mésophiles, à Gram positif, dépourvu de catalase, non mobiles et 

se présentant sous forme de coques disposés en paires ou en chainettes. Leur métabolisme est 

homofermentaire, produisent via la voie des hexoses de l’acide lactique (L+). Le genre 

Lactococcus comprend 6 espèces :  

- L. garviae, L. piscium, L. plantarum, L. raffinolactis et L. lactis, L. chungangens. Cette 

dernière espèce, L. lactis, est divisée en trois sous espèces :  

- L. lactis subsp. lactis, L .lactis subsp. Cremoris et L .lactis subsp. Hordniae. Les 

lactocoques sont formés d’espèces dont les contenus en G+C varient de 34 % à 43%.  

 

 



Tableau 2 : Principales caractéristiques physiologiques et biochimiques de quelques espèces de 
lactocoques (Dellaglio et al., 1994). 

 

 

Les caractéristiques générales distinctes des différentes espèces et sous-espèces sont 

détaillées dans le tableau 2. Le génome complet de L. lactis subsp. lactis IL 1403 a été séquencé 

par Bolotin et al. (2002).  

L’information génétique de cette souche est stockée sur un chromosome circulaire de 2 

365 589 paires de base (pb) codant pour 2 310 protéines. Les gènes codant pour ces protéines 

représentent 86% du génome. De même, le génome complet de L. lactis subsp. cremoris 

MG1363 a été séquencé par Wegmann et al. (2007). Ce génome de 2 529 478 pb contient 81 

pseudo gènes et code pour 2 436 protéines. 

   Le lait est un habitat privilégié des lactocoques (Dellaglio et al., 1994 ; Corroler et 

al.,1999). Les lactocoques se retrouvent fréquemment dans les laits crus à des niveaux pouvant 

varier de 10 à 103 ufc.ml-1, selon les études et les espèces laitières.  

Les niveaux sont supérieurs dans les laits de chèvre et de brebis, comparés au lait de 

vache (Desmasures et al., 1997a ; 1997b., Michel et al., 2001; Tormo et al., 2006 ; Casalta et al., 

2009 ; Mallet et al., 2010). Il est toutefois difficile de comparer les niveaux des lactocoques 

mentionnés dans les études car les méthodes de dénombrement différent souvent. Parmi les 

lactocoques, Lactococcus lactis est l’espèce la plus étudiée et la plus fréquemment détectée dans 

les laits crus (Corroler et al., 1998 ; Dalmasso et al., 2008).  

 



Tableau 3 : Séquence et taille du génome d’espèce et sous espèces de bactéries lactiques 

(Leeuwenhoek, 2002) 

 



4 - Lactocoques typiques et atypiques 

           Les interactions entre les microorganismes évoluent en fonction des souches qui sont 

associées. De plus, elles sont étroitement dépendantes des conditions de l'environnement, en 

particulier du milieu et des conditions de culture. Cela se comprend aisément, puisque les 

principales causes d'interactions entre les microorganismes dérivent de leurs propriétés 

physiologiques, dont l'expression est étroitement dépendante des conditions de culture. Les 

bactéries lactiques sont des microorganismes exigeants d'un point de vue nutritionnel. (Loubière 

et al., 1996). Parmi les facteurs responsables d'interactions entre souches, les facteurs 

nutritionnels prennent donc une place importante. Plus précisément, la croissance des bactéries 

lactiques dans le lait est principalement régie par leur aptitude à s'approvisionner en acides 

aminés   la nutrition azotée des bactéries lactiques en général, et des lactocoques en particulier, 

est à l'origine de divers phénomènes d'interactions, dont la nature et les effets varient selon les 

associations considérées (Desmazeaud ,1983) 

5 - Potentiels biotechnologiques 

5.1 - Ferments lactiques et utilisations en agro-alimentaire 

         Les souches de starter classique sont choisies en se basant simplement sur leur capacité de 

production forte et rapide des acides organiques et leurs propriétés de formation des substances 

aromatiques (Antara et al., 2004 ; Hughes et al., 2002). Pour les starters de deuxième génération 

l’action bénéfique sur la rhéologie de l’aliment était prise en compte. Récemment, l’utilisation de 

nouveaux starters "fonctionnels", d’un grand intérêt industriel et nutritionnel a été mise au point. 

Ils complètent les apports des starters classiques et concourent à l’amélioration et à 

l’optimisation du processus de fermentation et de la qualité des produits finis. Il s’agit des 

microorganismes permettant de bio-conserver des aliments via la diminution de la charge 

microbienne totale ou pathogène du produit, sous l’effet des bactériocines ou des autres 

substances antimicrobiennes produites (Zdolec et al., 2008 ; Albano et al., 2007). Permettent 

également d’acquérir des avantages organoleptiques, technologiques ou nutritionnels par leurs 

propriétés protéolytiques et/ou lipolytiques, leur capacité de production des molécules health – 

promoting (le cas des cultures starters probiotiques) (Vuyst et al., 2008 ; Pennacchia et al., 2006, 

2004 ; Moreno et al., 2006).  

 Dans le cas des starters fonctionnels, la sélection des souches s’appuie sur les critères 

plus exigeants et approfondis, telles que : la capacité de production des substances health-

promoting (des micronutriments et/ou des substances nutraceutiques, (De Vuyst et al., 2008 ; 

Leroy et al., 2006). De plus, il est nécessaire de démontrer leur non-possibilité à synthétiser des 



amines biogènes et/ou leur absence de résistance aux antibiotiques (Ammor et al., 2007 ; 

Latorre-Moratalla et al., 2007 ; Leroy et al., 2006 ; Simonová et al., 2006 ; Komprda et al., 2004 

; González-Fernández et al., 2003 ; Suzzi G., et Gardini F., 2003; Ansorena et al., 2002 ; Bozkurt 

et al., 2002). 

  Les bactéries lactiques impliquées dans l’industrie alimentaire appartiennent à différents 

genres : Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, 

Pediococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et Weissella (Vandamme et al., 1996). Le genre 

Lactococcus, qui nous intéresse plus particulièrement, était autrefois apparenté aux 

streptocoques. 

5.2 - Fonctions des ferments lactiques 

 Le champ d’application des bactéries lactiques est large et plusieurs de leurs propriétés 

sont importantes et influentes sur la qualité finale des produits alimentaires. Il permet d’assurer 

la qualité sensorielle des produits et de mieux maîtriser le processus de fermentation (Casaburi et 

al., 2007 ; Muthukumarasamy et al., 2006). Certaines souches présentent une activité 

antibactérienne et l’application de souches lactiques bactériocinogéniques peut être considérée 

comme un outil complémentaire pour prévenir le développement des bactéries pathogènes 

(Todorov et al., 2007 ; Du Plessis et al., 2004 ; Nieto-Lozano et al., 2002 ; Erkkilä et al., 2001).   

Les lactocoques sont largement utilisés dans les fermentations lactiques pour la 

production d’une diversité de produits alimentaires fermentés et de molécules d’intérêt. Utilisant 

un métabolisme relativement simple ces bactéries transforment une variété de sucres en lactate et 

autres acides organiques. Les produits finaux ont une action inhibitrice et même destructive des 

germes d’altération et contribuent à la flaveur du produit final.        Ces bactéries lactiques, 

comme tous les micro-organismes, possèdent un métabolisme soumis à des régulations imposées 

par les contraintes environnementales.  L’isolement et la sélection des microorganismes à partir 

des milieux naturels restent toujours la meilleure stratégie d’obtention de cultures d’usage 

commerciale et scientifique pour plusieurs variétés de produits.  

L’industrie laitière utilise des souches de culture starter simple ou mixte bien définie. A 

titre d’exemple au Canada, les ferments utilisés pour fabriquer le fromage Cheddar son 

principalement composés de souches de Lactococcus lactis subsp. cremoris. Celles-ci sont 

préférées aux souches de Lactococcus lactis subsp. lactis grâce à leur grande contribution à la 

production de flaveur (Vedamuthu et al., 1966). Les souches de L. lactis subsp. cremoris sont 

caractérisées par un grand polymorphisme et par une variabilité en ce qui concerne la réponse 



aux stress environnementaux, le comportement et la libération de flaveurs. Chaque souche 

possède un potentiel technologique qui lui est propre, les qualités technologiques et les 

performances étant souche-dépendantes, une des principales problématiques des industriels 

concerne la reproductibilité de la production et la stabilité de la qualité du produit fini. Il est 

aujourd'hui indispensable d'être capable de différencier les souches utilisées dans les ferments 

industriels. Les principaux critères de sélection des souches de ferments sont basés sur les profils 

phénotypiques, à savoir, l'acidification, la protéolyse, la dégradation d'acide aminés, la lipolyse 

et la résistance aux bactériophages. D'autres techniques moléculaires incluant les profils 

plasmidiques et l'électrophorèse en champs puisé (PFGE) ont été utilisées pour la caractérisation 

génotypique et le typage de ces bactéries lactiques. 

5.3 - Activité acidifiante  

 La capacité à produire de l’acide lactique rapidement est suffisamment est essential pour 

des souches à usage fromager (Stadhouders, 1974, 1986 ; Sandine 1979, 1985 ; Farrow, 1980 ; 

NUNEZ et al., 1981 ; Cogan et Daly, 1987 ; Fox et al., 1990 ; Kandarakis et al., 1998).  

L’activité acidifiante de différents microorganismes starters a été largement étudiée à travers le 

monde. Cependant peu de travaux ont été publiés sur les cultures starters destines à l’élaboration 

de fromages à partir de laits de chèvres la majorité des études se référant à la production de 

l’acidité finale et peu se sont intéressées à l’acidification pour une longue période. 

         Les lactocoques constituent la population dominante durant la maturation de plusieurs 

types de même pour les variétés de fromages d’origines caprine (Tornadijo et al., 1995; ZaÂrate 

et al., 1997). Dans le groupe des lactocoques seule Lactococcus lactis subsp. lactis est la sous 

espèce isolée du fromage Valdeteja sur milieux M17 et MSE (Alonso-Calleja, 1991). L’activité 

acidifiante est l’une des principales fonctions des bactéries lactiques. Dans la fabrication des 

produits carnés fermentés, les bactéries lactiques provenant des matières premières ou de 

l’environnement sont responsables de la production d’acide lactique résultant de l’utilisation des 

hydrates de carbone et, par conséquent, de la chute du pH de la viande (Visessanguan et al., 2006 

; Klingberg et al., 2005 ; Papamanoli et al., 2003 ; Bozkurt et al., 2002 ; Hugas et al., 1997). 

Cette acidification provoque la coagulation des protéines musculaires et induit ainsi la fermeté, 

la cohésion et le découpage facilité de la viande. En outre, l’accumulation des acides organiques 

produits inhibe la croissance des bactéries pathogènes et celle de la flore d’altération de la viande 

(Deumier et al., 2003). Enfin, la maturation est favorisée quand la valeur du pH s’approche du 

point isoélectrique des protéines et le développement de la couleur est favorisé dans les 

conditions acides (Hugas et al., 1997). Dans la fermentation homolactique, l’acide lactique est le 



produit prépondérant (plus de 95%). Il provient de la réduction de l’acide pyruvique catalysée 

par la lactate déshydrogénase. Les lactobacilles (Lb. curvatus, Lb. sakei, Lb. plantarum) et les 

pédiocoques (Pe. pentosaceus, Pe. acidilactici) sont les bactéries homolactiques prédominantes 

de la flore lactique naturelle des saucisses séchées fermentées. Parmi ces espèces, les Lb. sakei 

sont plus compétitives que les autres lactobacilles, manifestant une courte phase de latence, un 

fort taux de croissance et une concentration cellulaire finale plus importante (Ruiz-Moyano et 

al., 2008 ; Benito et al., 2008 ; Fontán et al., 2007 ; Baruzzi et al., 2006 ; Ammor et al., 2005 ; 

Papamanoli et al., 2003).  

 Les bactéries hétérolactiques possèdent le système glycéraldéhyde-P déshydrogénase, 

mais sont en général dépourvues des autres enzymes de la glycolyse et en particulier de fructose-

6Pkinase. Par contre, elles ont une phosphocétolase. Parmi les lactobacilles hétérolactiques, 

certains sont dits "obligatoires" : ils produisent 50% d’acide lactique à partir du glucose ; 

d’autres sont dits "facultatifs" : ils produisent 85% d’acide lactique. Les Lb. brevis, les 

Leuconostoc (Le. carnosum, Le. mesenteroïdes) et les Weissella (We. viridescens, We. confusa) 

sont les bactéries hétérolactiques retrouvées dans les produits fermentés à base de la viande 

(Santos et al., 2005 ; Rantsiou et al., 2008 ; Papamanoli et al., 2003).  

Les autres bactéries hétérolactiques (Lb. casei ou Lb. paracasei) y sont, mais à une 

quantité moindre (Ruiz-Moyano et al., 2008 ; Fadda et al., 1998). Dans la sélection des starters 

lactiques pour les produits carnés fermentés, les bactéries homolactiques sont généralement 

préférées aux hétérofermentaires. Ces dernières peuvent causer des défauts au niveau de la 

texture et/ou de la flaveur des saucisses séchées fermentées (les trous, le goût acide piquant) 

(Ammor et al., 2007 ; Lee et al., 2006 ; Buckenhüskes et al., 1993). Cependant, pour certains 

produits, les bactéries hétérolactiques sont utilisées en tant que starters fonctionnels, par exemple 

: les Lb. Reuteri (Muthukumarasamy et al., 2006), les Lb. casei (Cenci-Goga et al., 2008) ou les 

Leuconostoc (Papamanoli et al., 2003). Du fait de l’activité acidifiante, la dose d’adjonction des 

ferments lactiques dépend principalement de leur potentiel à se développer dans le produit cible. 

Pour la plupart des fermentations de saucisses du type européen par exemple, une valeur aux 

alentours de 106ufc.g-1 est recommandée pour les lactobacilles tandis que des quantités plus 

élevées (vers 108 ufc.g-1) sont conseillées dans le cas des Lactococcus lactis (Lücke, 2000). 

 

 

 



 5.4 - Activité protéolytique 

La fermentation, au cours de laquelle plusieurs transformations physiques, biochimiques 

et microbiologiques se déroulent, est une étape cruciale dans le processus de fabrication des 

aliments fermentés. En général, les bactéries lactiques ont une faible propriété protéolytique sur 

par exemple, les protéines myofibrillaires. Toutefois, certaines souches de Lb. casei, Lb. 

plantarum, Lb. curvatus et Lb. sakei participent à l’hydrolyse des protéines sarcoplasmiques et 

par conséquent, contribuent à la décomposition des peptides en acides aminés (Drosinos et al., 

2007, Dalmi  et al., 2008 ; Scannell et al., 2004 ; Larrouture et al., 2000). 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 (Ammor et al., 2005 ; 

Papamanoli et al., 2003 ; Hughes et al., 2002). Par ailleurs les lactocoques possèdent des 

protéases impliquées dans la coagulation du lait. Selon Jeanson (2009) deux types de protéases 

agissant sur les caséines sont synthétisées de type I (protéolyse de la caséine ) et de type II 

(protéolyse des caséines , s1 et s2).  Les lactocoques contribuent ainsi à la protéolyse 

primaire des fromages. Cette action est mineure, la protéolyse primaire étant principalement 

réalisée par les enzymes natives du lait ou celle de la présure (Grappin et al., 1985). D’autre part, 

l’autolyse précoce des lactocoques permet la libération d’autres enzymes intracellulaires telles 

que des protéinases, des peptidases, des lipases ou des estérases. Ces mécanismes d’autolyse 

dépendent des souches de lactocoques. De nombreuses études ont montré l’impact considérable 

de ces enzymes sur le développement de la texture et de l’arôme des fromages pendant l’affinage 

(Carunchia Whetsine et al., 2006 ; Garde et al., 2006 ; Gutierrez-Mendez et al., 2008). L. lactis 

subsp. lactis, subsp. cremoris et biovar. diacetylactis, sont les trois bactéries les plus 

fréquemment citées pour leurs rôles majeurs différents, respectivement pour l’aptitude 

acidifiante (Casalta et al., 1995, Lafarge et al., 2004) et pour leur implication dans la formation 

du goût et de l’arôme pour les deux dernières (Corroler et al., 1999). 

5.5 - Activité lipolytique et formation de substances aromatiques 

       La lipolyse a été largement étudiée dans le domaine alimentaire. Elle joue un rôle 

important dans la formation des substances aromatiques des produits transformés tels les jambons 

secs et les saucissons secs. L'addition des lipases exogènes augmente significativement et 

rapidement la concentration en acide gras libre des produits fermentés, réduisant de ce fait la 

durée de leur maturation mais sans en améliorer systématiquement leur saveur (Zalacain et al., 

1996). Une odeur plus intense a été associée à une augmentation en acides acétique, butyrique et 

propionique après addition de lipases exogènes (Montel et al., 1998). Les recherches 

préliminaires sur les saucisses sèches fermentées ont démontré l’importance de la flore 



microbienne dans la lipolyse.  En effet, il existe une coïncidence entre l'augmentation de la teneur 

en acides gras libres et la forte croissance des microorganismes lipolytiques appartenant 

généralement au genre Micrococcus ou Staphylococcus (St. xylosus ou St. carnosus) (Montel et 

al., 1998). Des travaux antérieurs, montrent que les bactéries lactiques occupent une place 

importante dans l’affinage du Smen (aliment traditionnel fermentée prévalent dans l’Afrique du 

nord), sur les caractéristiques gustatives, aromatiques et rhéologiques de ce produit et leur 

résistance à l’acidité de long affinage, de ce fait, ils sont considérés comme des agents de 

maturation (Sakili et Issaoual, 2003). Parmi les bactéries lactiques aromatiques, Lactococcus 

lactis subsp, diacetylactis et Leuconostoc mesenteoides subsp cremoris produisent le diacetyle et 

l’acétaldéhyde, responsable notamment des flaveurs caractéristiques du beurre, ils sont produits à 

partir du pyruvate , issu de la glycolyse et aussi du métabolisme du citrate et de la dégradation des 

certains acides aminés. Les lactocoques auraient une activité estérasique importante. (Ballesteros 

et al., 2005). 

5.6- Formation des exopolysaccharides 

              La plupart des microorganismes synthétisent les polysaccharides. Certains se 

trouvent à l’intérieur de la cellule. D'autres sont des composants de la paroi. Un troisième 

groupe de polysaccharides est excrété à l'extérieur de la cellule d’où vient le terme 

"exopolysaccharides" (EPS) ou "polysaccharide exo cellulaire". Deux types d’EPS, soit 

excrété dans le milieu environnant, soit lié à la surface de la cellule sous forme de capsule, 

peuvent être produits par certaines bactéries lactiques (Topisirovic et al., 2006 ; Walling et 

al., 2005 ; Macedo et al., 2002). D’après Lin et al. (2007), la production des EPS dépend des 

bactéries lactiques. Les travaux sur les polysaccharides bactériens, leur rôle et les 

conséquences de leur existence ont été d’abord réalisés en recherche médicale. 

  A l’heure actuelle, l’utilisation des EPS couvre de vastes domaines qui vont de 

l’industrie alimentaire (en particulier les produits laitiers) et pharmaceutique, à la 

récupération assistée du pétrole. La capacité des bactéries lactiques à synthétiser des EPS 

joue un rôle important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés (Welman 

et al., 2003 ; Ruas-Madiedo et al., 2002). Ces composés polymères sont généralement 

considérés comme des agents épaississants naturels en industrie alimentaire. Les Lb. 

delbrueckii subsp. bulgaricus et Steptococcus thermophilus produisant des EPS sont utilisés 

en tant que starters fonctionnels dans la fabrication des yaourts, ceci afin d’améliorer la 

texture, éviter la synérèse et augmenter la viscosité des produits finis (Durlu-Özkaya et al., 

2007 ; Amatayakul et al., 2006).  



 L’utilisation des EPS produits par les souches Lactococcus lactis ssp. cremoris est 

très prometteuse pour la structure et la viscosité des produits laitiers fermentés (Ruas-

Madiedo et al., 2005). La production du glucane par Lactococcus lactis et la production d'un 

hétéropolysaccharide par les Lactobacillus curvatus sont rapportées par Van der Meulen et 

al. (2007). 

6 - LES PROBIOTIQUES  

    Le terme "probiotique" est un mot relativement nouveau qui signifie "en faveur de la 

vie". Le concept probiotique est né de la théorie de la longévité de Metchnikoff en 1907. Il 

fut le premier à proposer l'utilisation des Lactobacilles des yaourts pour la restauration du 

microbiote dans le tractus gastro-intestinal. Les probiotiques ont d'abord été développés dans 

les années 1960 pour les élevages d'animaux afin de prévenir les infections et stimuler le gain 

de poids. La première définition officielle a été proposée par Fuller en 1989 qui définit un 

probiotique comme étant « un supplément alimentaire microbien vivant qui affecte 

positivement la santé de l'animal en améliorant sa balance microbienne intestinale ». Cette 

définition a été révisée plusieurs fois, notamment par la FAO (Food and Agriculture 

Organization of the United Nations) et la WHO (World Health Organization). En 2001, leur 

nouvelle définition s'énonce comme suit : « Les probiotiques sont des microorganismes 

vivants qui lorsqu'ils sont administrés en quantité adéquate, produisent un effet bénéfique 

pour la santé de l'hôte ».  

Les bactéries lactiques sont également impliquées dans de nouveaux types de produits 

en tant que « probiotiques ».  Il s’agit de micro-organismes vivants qui une fois possèdent un 

métabolisme fermentaire leur permettant, en utilisant des sucres fermentescibles, de produire 

principalement de l’acide lactique mais aussi d’autres acides organiques (acide acétique, 

acide formique) (Bourgeois et Larpent, 1996).  

         De nos jours, les bactéries lactiques ingérés font l’objet de recherches intensives, vont 

conférer un effet physiologique bénéfique à leur hôte grâce à leurs propriétés microbiennes 

(Fuller, 1992). Les genres Lactobacillus, Bifidobacterium et Enterococcus abritent des 

espèces considérées comme probiotiques (Fuller, 1991 ; Gordin et Gorbach, 1992). D’autres 

bactéries, qui ne colonisent pas naturellement le tractus digestif des mammifères, mais sont 

utilisées comme starters dans l’industrie laitière sont également considérées comme des 

probiotiques, Lb. bulgaricus et St. thermophilus. Leur classification dans les probiotiques 

ainsi que parmi les microorganismes GRAS (Generally Regarded As Safe) fait de ces 

bactéries des acteurs potentiellement important dans les domaines de la médecine, de la 



chimie et de la santé : amélioration de la digestion du lactose, stimulation du système 

immunitaire, vecteurs de molécules à effets thérapeutiques. 

6.1- Critères de sélection  
 
      Les micro-organismes doivent posséder diverses propriétés de survie pour répondre à 

la définition des probiotiques (Gagnon, 2007). Ils doivent présenter une activité positive et 

persister durant leur passage dans le tractus digestif. Ces propriétés sont propres à chaque 

souche et ne peuvent pas être extrapolables d'une souche à l'autre même au sein d'une même 

espèce (Dunne et al., 2001). Plusieurs critères majeurs de sélection ont été établis par 

différents auteurs dans le but de sélectionner les souches potentiellement probiotiques. Ces 

critères, sont répartis en trois catégories à savoir les critères de sécurité, fonctionnels et 

technologiques. Parmi les critères reliés à la sécurité, l'identification taxonomique de la 

souche est une étape importante dans l'établissement de nouvelles souches potentiellement 

probiotiques. Chaque souche doit être identifiée par des techniques moléculaires fiables et 

confrontée à une nomenclature actualisée. Actuellement, le séquençage de la région 16S est 

la méthode moléculaire de référence pour identifier l'espèce d'une souche, mais cette méthode 

est longue et requiert une large collection de souches de référence (FAO/WHO, 2002). Le 

séquençage de l'ARN 16S est une méthode très fiable couramment utilisée pour 

l'identification des souches probiotiques. Dans ce dernier cas, il est recommandé que la 

technique soit combinée avec des tests biochimiques et phénotypiques pour s'assurer de la 

conformité de la souche. L'origine de la souche est également une condition importante car 

l'interaction spécifique avec l'hôte est maximisée lorsqu'elle provient du même habitat 

(Alvarez-Olmos et berhelman, 2001). Parmi l'ensemble des critères, l'aptitude à produire des 

effets bénéfiques sur la santé demeure encore délicat à évaluer dû notamment au fait que les 

modes d'action par lesquels les probiotiques exercent un rôle fonctionnel in vivo sont 

méconnus (Klaenhammer et Kullen, 1999). La compréhension des mécanismes d'action 

représente un des défis scientifiques majeurs dans le domaine des probiotiques. D'un point de 

vue technologique, les souches probiotiques doivent posséder plusieurs critères tels que la 

facilité à être cultivée tout en conservant leurs propriétés biologiques et leur stabilité au cours 

des procédés de production et d'entreposage (Champagne, Gardner et al., 2005).  

 
7 - Les substances antimicrobiennes des bactéries lactiques 

         La propriété des bactéries lactiques à produire des composés antagonistes tels que les 

acides organiques, le peroxyde d’hydrogène et les substances antimicrobiennes, est reconnue 

depuis très longtemps. Par cette capacité, l’utilisation des bactéries lactiques permet de satisfaire 



les besoins au point de vue sanitaire en industrie alimentaire (Klaenhammer et al., 1994). Les 

substances antimicrobiennes produites par les bactéries lactiques peuvent être divisées en deux 

groupes principaux ceux dont le poids moléculaire est inférieur à 1000 Da et ceux à haut poids 

moléculaire supérieur à 1000Da telle que les bactériocines (Collins et al., 2009). Leur utilisation 

dans les aliments dans le but de prévenir les altérations et contrer les pathogènes microbiens soit 

envisageable (Nissen-Meyer et al., 2010).  L’acidité, suite de la formation des acides organiques, 

peut empêcher et même détruire la flore d’altération et de pathogènes des produits fermentées. 

Sous la forme indissociée, l’acide lactique et l’acide acétique traversent passivement la 

membrane cytoplasmique et, pour de fortes concentrations d’acides, le milieu intracellulaire peut 

s’acidifier à un point tel, que les fonctions cellulaires sont inhibées et le potentiel membranaire 

est annulé (Ammor et al., 2007 ; Deumier et al., 2003). Du point de vue sensoriel, seules de 

faibles concentrations en acide acétique sont acceptables dans les produits carnés. Cependant, 

l’effet antimicrobien de celui-ci n’est pas négligeable car pour une même concentration et pour 

un pH identique, il est plus efficace que l’acide lactique. La sensibilité à ces acides dépend des 

bactéries et de l’action simultanée d’autres facteurs tels que : l’activité de l’eau et la présence ou 

non des nitrites (Lücke, 2000). 

 De nombreuses publications font état de production des bactériocines par les bactéries 

lactiques. Ces composés inhibent in vivo la croissance des germes pathogènes rencontrés dans 

les industries agro-alimentaires. Les bactériocines telles que la plantacine (produite de Lb. 

plantarum), la curvacine (de Lb. curvatus), la leucocine (de Leuconostoc), la pediocine (de 

Pediococcus acidilactici) ou la nisine (de Lactococcus) ont démontré leur efficacité vis-à-vis des 

Clostridium subsp (Albano et al., 2007 ; Todorov et al., 2007 ; ; Drosinos et al., 2006 ; Dicks et 

al., 2004 ; Työppönen et al., 2003 ; Nieto-Lozano et al., 2002 ; Scannel et al., 2001 ; Aymerich 

et al., 2000). L’utilisation des ferments producteurs de bactériocines a également été étudiée. 

Dans le domaine des produits carnés, la nisine demeure la seule bactériocine utilisée 

industriellement et elle reste souvent l’outil de choix pour une action préservatrice "naturelle" 

(Topisirovic et al., 2006 ; Morisset et al., 2005). 

7.1 - Substances antimicrobiennes à faible poids moléculaire 

     Les principales molécules actives contre les microorganismes pathogènes et d’altération 

sont les acides lactique et acétique, le peroxyde d’hydrogène et enfin le diacetyle, l’acétaldéhyde 

et l’acetoine. Ces métabolites sont cumulés dans leur environnement à des niveaux et des 

proportions dépendant de l’espèce de bactérie lactique et de la composition chimique du milieu. 

Et de l’environnement physico chimique (Lindgren et Dobrogosz 1990 ; Vanderbergh, 1993 ; 



Lorca et al., 2009). Parmi les bactéries lactiques homofermentaires, les espèces du genre 

Lactococcus fermentent les hexoses et produisent exclusivement de l’acide lactique. Par mole de 

glucose correspondant à un rendement de 0,90g/g de substrat, en condition non limitante les 

lactocoques produisent deux moles d’ATP et deux moles d’acide lactique. En conditions sub-

optimales (limitation en glucose par exemple) le niveau du fructose 1,6 phosphate intracellulaire 

(activateur essentiel de la LDH) baisse et les bactéries empreinte la voie de la fermentation mixte 

produisant simultanément de l’éthanol de l’acide formique, acétique en plus de l’acide lactique 

(Thomas et al., 1979). Les pentoses sont fermentés de la même façon vu que la phosphocetolase 

est généralement inductible par les pentoses. Ils débitent des quantités équimolaires d’acide 

lactique et d’acide acétique. Les quantités et le type d’acides produits en cours de fermentation 

influencent l’activité microbienne ultérieure dans la matière fermentée. L’acide acétique par 

exemple possède un fort antagonisme contre les levures (Daechel et al., 1987). L’effet inhibiteur 

des acides organiques est principalement dû aux formes non dissociées qui diffusent à travers la 

membrane cellulaire en direction du cytosol plus alcalin et interférent avec les fonctions 

métaboliques essentielles. L’effet toxique de l’acide lactique et acétique inclus la réduction du 

pH intracellulaire et la dissipation du potentiel membranaire (Lindgren et Dobrogosz ,1990 ; 

Lorca et al., 2009). L’activité antimicrobienne du peroxyde d’hydrogène est attribuée à sa 

puissance dans l’oxydation des cellules bactériennes et à la destruction des structures de base des 

protéines cellulaires (Lindgren et Dobrogosz, 1990) La sélection ou la production par génie 

génétique des souches hyperproductrices d’H2O2, agent majeur de l’activité antimicrobienne des 

bactéries lactiques, pourrait déboucher vers la bio préservation des aliments notamment dans 

l’inhibition de la croissance des psychrophiles et des pathogènes en cours d’entreposage en 

conditions de réfrigération (Villegas et Gilliland, 1998). Les bactéries lactiques par 

décarboxylation du pyruvate produisent de l’acétaldéhyde actif. Ce dernier se condense avec le 

pyruvate formant de l’  acétolactate qui est ensuite converti en diacetyle par l’acétolactate 

synthétase. Le produit final de la décarboxylation de l’alpha acétolactate et la réduction du 

diacetyle est l’acetoine (Jyoti et al., 2003 ; Collins et al., 2009).   Ces substances sont produites 

in situ dans les produits fermentés et participent avec les autres substances à préserver l’intégrité 

de la matrice alimentaire et assurer son innocuité (Vanderbergh, 1993). 

 

 

 



7.3 - Substances antimicrobiennes à haut poids moléculaire  

Les bactériocines 

         La biosynthèse des bactériocines est un caractère recherché dans la sélection de souches 

de bactéries lactiques comme mécanisme d’exclusion de pathogène dans les aliments fermentés 

et l’environnement gastro-intestinal. Différentes définitions des bactériocines ont été données au 

cours du temps. La plus récente les considère comme étant les substances de nature protéique 

d’origine bactérienne (peptides, protéines, ou complexes de protéines ayant une activité 

bactéricide contre des espèces proches de la souche productrice. (Spectre restreint) ou d’espèces 

éloignées (spectre large) (Mills et al., 2011). Les bactériocines sont secrétées naturellement par 

plusieurs variétés de bactéries dans le but d’éliminer les autres bactéries envahissantes. Ces 

substances biologiquement actives sont synthétisées au niveau du ribosome et les gènes codant 

pour leur structure sont généralement associés à des plasmides, leur sécrétion dans le milieu 

extracellulaire étant conférée par un système de transfert (Gálvez et al., 2007 ; Riley et Chavan, 

2007 ; Khalil et al., 2009 ; Tabasco et al., 2009). On a d'abord attribué aux bactériocines un 

spectre d'activité limité aux bactéries taxinomiquement proches de la bactérie productrice (Tagg 

et al., 1976, Klaenhammer,1988). Nous savons aujourd'hui que certaines bactériocines possèdent 

un large spectre d'activité qui inclut des bactéries éloignées au point de vue phylogénétique 

(Baliarda ,2003 ; Mami et al., 2008 ; Dortu et Thonard, 2009 ; Gong et al., 2010 ; Naghmouchi 

et al., 2010). 

7.4 - Classification 

     Quatre classes de bactériocines ont été définies chez les bactéries lactiques on se basant 

sur des caractéristiques communes, principalement sur leur structure primaire, leur poids 

moléculaire, leur mode d’action, leur stabilité thermique et leurs propriétés génétiques 

(Klaenhammer, 1993 ; Drider et al., 2006).  

 Classe 1 : Lantibiotiques (<5 kDa), Petits peptides thermostables résultant de la formation de 

contenant de la lanthionine, formées d’un ou deux peptides, secrétés sous la forme 

biologiquement inactive de pré-peptide qui subissent une modification post-translationelle pour 

être actifs.  

Classe II : Non-Lantibiotiques (<10 kDa), petits peptides thermostables ne contenant pas de 

lanthionine, incluant pediocine like ou Listeria-active bactériocines (classe IIa), bactériocines a 

deux-peptides (class IIb) et bactériocines circulaires (classe IIc). Les bactériocines de la Classe 

IIa sont caractérisées par l’occurrence de région N-terminal hydrophile et chargée hautement 



conservée ayant des jonctions par liaison disulphide. Ces molécules montrent un grand intérêt 

très prometteur et sont des candidats attractifs pour leur utilisation comme bio conservateurs 

dans l’industrie alimentaire. 

Classe III (sup a 30 kDa) ou Bactériolysines ou grosses protéines lytiques thermolabiles, 

souvent des mureines hydrolases (classe III).  

Classe IV bactériocines qui requirent une fraction non protéique (lipide, carbohydrate) pour 

leurs activités.  

 
 7.5 - Mode d’action 

         La plupart des bactériocines des bactéries lactiques appartiennent à la classe I et II. Ce 

sont des peptides cationiques (dû à la présence de lysine, arginine et histidine) hydrophobique à 

pH neutre, (par la présence des acides aminées suivants : alanines, valine, leucine, isoleucine, 

proline, méthionine, phénylalanine et tryptophane) et amphiphiliques, par la contenance de 20 à 

60 aminoacides (Diep, 2002). L’activité des bactériocines est liée à leurs propriétés pendant leur 

action sur la membrane cytoplasmique. Les charges positives des protéines se lient aux charges 

négatives des phospholipides mettant une partie de la membrane cellulaire sensible. Cette 

distribution des bactériocines au travers la membrane est favorisée par leur nature amphipathique 

(Riley, 2011).  

La majorité des bactériocines inhibent les bactéries par formation de pores dans la 

membrane cellulaire et la dissipation de la force proton motrice. Les bactéries à Gram-négatif 

sont protégées de l’effet létal des bactériocines par la présence membrane externe. Au contact de 

la membrane cible, que la moitié de leur N terminal cationique forme une structure ressemblant 

au feuillet se lie à la surface de la cellule cible, pendant que la partie hélicoïdale plus 

hydrophobique contenant le C-terminal pénètre à moitié dans le noyau hydrophobique de des 

membranes la cellule cible et apparemment se lie à la perméase mannose phosphotransferase 

créant des fuites dans la membrane. Des analyses structurales récentes de bactériocines à deux 

peptides indiquent qu’elles forment une structure hélice- hélice qui pénètre dans les membranes 

cellulaires. Aussi ces bactériocines peut être agissent en se liant à l’intégrité des protéines de la 

membrane. Certaines bactériocines de la Classe I ont montré qu’elles possèdent un mode 

d’action double et ont la capacité de se lier au lipide II causant de ce fait la mort cellulaire 

résultant du blocage de la synthèse paroi cellulaire. En outré elles sont capables de causer la mort 

rapide des cellules quand elles utilisent le lipide II, et forment des pores dans la membrane.  La 

nature amphiphilique des bactériocines de la Classe II créent une facile insertion dans la 



membrane des microorganismes sensibles causant la dépolarisation et la mort (Riley, 2011). La 

puissance de la bactériocine sur la cellule cible hôte dépendra de différents facteurs :  

1. La charge microbienne du contaminant, plus elle est élevée et plus la concentration 

nécessaire en bactériocine pour tuer les cellules cibles est élevée.  

2. les cellules non actives en croissance peuvent être plus résistantes aux bactériocines.  

3. Changement du microorganisme cible en réponse aux facteurs du stress environnemental 

qui peut être aussi à l’ origine d’une baisse de sensibilité aux bactériocines. Les formes inactives 

de la bactérie (endospores) pourraient résister aux bactériocines. Les traitements technologiques 

peuvent provoquer la germination sporale et une excroissance, et suite à cela une augmentation 

de la sensibilité à la bactériocine. Vu que la production est associée à la croissance cellulaire, 

tout facteur affectant la croissance peut affecter également la sensibilité à la bactériocine à sa 

production comme les substances inhibitrices (sels, nitrites ou la carence en nutriments 

biodisponibles (comme le manganèse dans le cas de plusieurs cas de bactéries lactiques). 

Comme exemple la production d’enterocines A et B par Enterococcus faecium CTC492 est 

significativement inhibée par les ingrédients de la sauce et des additives, à l’exception des 

nitrates (Riley, 2011). 

7.6- Propriétés 

   La température, le pH, la digestion enzymatique et les agents dissociant sont les 

principaux facteurs qui affectent la stabilité des bactériocines. La plupart des bactériocines 

peuvent être lyophilisées sans perte importante dans leur activité mais des exceptions sont 

connues (Houlihan et Russell, 2006). Certaines bactériocines sont thermolabiles (Oh et al., 2000 

; Moghaddam et al., 2006 ; El-Shouny, 2006). D’autres sont thermostables montrant une stabilité 

remarquable a des traitements thermiques élevés même en conditions d’autoclavage (Vingt 

minutes/121°C) (Khalid et al., 1999 ; Ogunbanwo et al., 2003 ; Sarika et al., 2010). Les 

variations de pH ont un effet marquant sur la stabilité des préparations bactériocinogéniques.  La 

température, le pH, la digestion enzymatique et les agents dissociant sont les principaux facteurs 

qui affectent la stabilité des bactériocines. La plupart des bactériocines peuvent être lyophilisées 

sans perte importante dans leur activité mais des exceptions sont connues (Houlihan et Russell, 

2006). Certaines bactériocines sont thermolabiles (Oh et al., 2000 ; Moghaddam et al., 2006 ; El-

Shouny, 2006).  

D’autres sont thermostables montrant une stabilité remarquable a des traitements 

thermiques élevés même en conditions d’autoclavage (Vingt minutes/121°C) (Khalid et al., 1999 



; Ogunbanwo et al., 2003 ; Sarika et al., 2010). Les variations de pH ont un effet marquant sur la 

stabilité des préparations bactériocinogéniques. Les Bactériocines et les bactériocines like sont 

stables a pH neutre et tolèrent mieux les conditions acides que les conditions alcalines extrêmes 

(Gwiazdowska et Trojanowska, 2006 ; Joshi et al., 2006).   

A titre d’exemple la plantaricine ASM1 de Lactobacillus plantarum A-1 (Hata et al., 

2010) et la bactériocine G2 produite par Lactobacillus plantarum G2 (Šeatovi  et al., 2011) les 

deux montrent une stabilité élevée de pH 2 à 9. Ogunbanwo et al. (2003) et Hernandez et al. 

(2005) rapportent que les agents dissociant tel que le Sodium dodecyl sulphate, le tween 80, le 

Triton X-100 et l’urée affectent la stabilité de plusieurs bactériocines. Les enzymes 

protéolytiques comme la Trypsine, la Pronase, la pepsine et la papaïne détruisent l’activité de 

différentes bactériocines (Dündar, 2006 ; Pascual et al., 2008).  Les bactériocines se fixent 

spécifiquement aux récepteurs à la surface des cellules cibles et les tuent par altération des 

liaisons membranes - enzymes, destruction du potentiel membranaire par la formation de pores 

ou par digestion enzymatique du RNA et/ou DNA. La nature protéique de ces molécules ainsi 

que leur naturelle occurrence dans la nature ont fait ces peptides bactériens possèdent une 

activité spécifique à l’encontre d’espèces compétitive et miment les carbohydrates et/ou les 

lipides (Venugopal et al., 2011).  

Figure 4 : Mode d’action des bactériocines des bactéries lactiques (Aymerich et al., 2000 ;   

Martínez et al., 2000 ; Breukink et al., 2006 ; Alvarez et al., 2011).  



 

 8 - Production biotechnologique de métabolites de bactéries lactiques 

8.1- L’acide lactique  

            L’acide Lactique est un acide organique qui fut mis en évidence pour la première fois 

dans le lait par Scheele en 1789 et dénommé «acide lactique» par Lavoisier en 1847. 

Blondeau (1847) et ensuite Pasteur (1857), découvrent son origine fermentaire par certaines 

bactéries. En 1881 commence aux états unis pour la première fois la production industrielle 

de l’acide lactique par voie de synthèse chimique pour les besoins essentiels de l’industrie du 

cuir et du textile.  

L’acide lactique ou acide 2-hydroxypropionique, (CH3CHOHCOOH) existe sous 

deux formes d’isomères optiques le L(+) acide lactique et le D(–) acide lactique. L’isomère 

L(+) est classée comme GRAS et utilisée comme additif alimentaire par contre l’isomère D(–

) est considéré comme nuisible au métabolisme humain, peut provoquer acidose et 

décalcification.  Les deux formes L(+) ou D(–) optiquement pures peuvent être obtenues par 

voie de fermentation microbienne sur substrats naturels quand le microorganisme approprié 

est capable de biosynthetiser uniquement l’une des formes isomérique recherchée. La 

production biotechnologique de l’acide lactique, connait actuellement un fort regain d’intérêt, 

puisqu’elle offre une alternative à la pollution environnementale causée par l’industrie 

pétrochimique ainsi qu’aux ressources limitées de cette industrie.   

L’acide lactique est maintenant considéré comme la substance chimique la plus 

utilisée ; dans l’industrie alimentaire comme conservateur, acidulant, agent de flaveur, dans 

les industries du textile, du pharmaceutique et chimique comme matière première pour la 

production d’esters de lactates, de propylène glycol, de 2,3 pentanedione, d’acide acrylique, 

d’acide propanoique, de dilactide et d’acétaldéhyde. La demande en acide lactique a 

augmenté considérablement à cause de son utilisation comme monomère dans l’industrie du 

polylactate (PLA) bioplastique biodégradable (Young et al., 2006 ; Panesar et al., 2010). La 

demande mondiale est estimée autour de 130 000 à 150 000 tonnes (métrique) par an. De plus 

la consommation globale en acide lactique croit rapidement, en effet les fabricants du PLA 

enregistrent une demande au environ de 500 000 tonnes (métrique) depuis l’année 2010 

(Ilmen et al., 2007 ; Majid et al., 2010). Le procédé Biotechnologique de production de 

l’acide lactique inclue souvent la fermentation lactique et la récupération et/ou la purification.  



Beaucoup de recherches sont orientées dans le développement de bioprocédés plus 

efficients et plus économiques. Les microorganismes capables de produire l’acide lactique 

sont les bactéries et des champignons. L’essentiel des recherches récentes s’intéressent à 

l’utilisation de bactéries lactiques les champignons filamenteux. Ces deniers présentent 

l’avantage de nécessiter des milieux simples et des activités enzymatiques qui les rendent 

capables de transformer directement les substrats complexes tels l’amidon en L (+) acide 

lactique c’est le cas de Rhizopus, qui utilise par voie aérobie le glucose pour produire l’acide 

lactique (Miura et al., 2003) et les espèces de Rhizopus comme R. oryzae et R. arrhizus 

possèdent des enzymes amylolytiques. 

 L‘inconvénient majeure des fermentations fongiques est qu’elles requirent des 

aérations vigoureuses liées au métabolisme exclusivement oxydatif.  De plus les 

fermentations lactiques fongiques sont caractérisées par des productivités en acide lactique 

faibles (inferieures à 3 g/ L·h), probablement dû aux faibles vitesses des réactions à cause des 

limitations de transfert de masse. Les faibles rendements sont également partiellement 

attribuées à la formation de sous-produits tel que l’acide fumarique et de l’éthanol (Yin et al., 

1997 ; Oda et al., 2002).  

8.2 - Les technologies de fermentation par cellules immobilisées 

      La technologie des cellules immobilisées n’est pas récente. C'est un procédé traditionnel 

utilisé, par exemple, dans la production du vinaigre par des bactéries acétiques immobilisées sur 

des copeaux de bois (Ramakrishna et Prakasham, 1999) ou dans la production du Kéfir avec des 

levures co-immobilisées avec des bactéries lactiques (Champagne et al., 1994). L'immobilisation 

permet de retenir les cellules microbiennes dans un système de fermentation et d'obtenir des 

hautes densités de biomasse.  

Cette technique comporte de nombreux avantages, mais aussi des inconvénients, 

comparés à des procédés utilisant des cellules libres. Les avantages majeurs sont, sans doute, une 

productivité augmentée de la fermentation et une rétention des cellules, même à de hauts taux de 

dilution (Champagne et al., 1994). D'autres avantages sont une réutilisation possible des cellules, 

une protection contre des forces de cisaillement et une stabilité biologique élevée, lors de 

fermentations en continu (Lamboley et al., 1999). De plus, il est possible que les systèmes avec 

des cellules immobilisées soient moins susceptibles aux attaques des bactériophages 

(Champagne et al., 1994) et à la contamination microbienne (Navrátil et Sturdíc, 1999). 



                La haute densité cellulaire et un microenvironnement différent des conditions dans le 

milieu de culture résultent souvent en un changement morphologique et physiologique de la 

culture. Ceci peut représenter un avantage, par exemple en augmentant la tolérance de la souche 

envers des substances inhibitrices ou en découplant la croissance bactérienne de la production de 

métabolites (Norton et al., 1994), ou un désavantage car le métabolisme pourrait être modifié de 

façon non voulue. En raison des avantages importants de cette technologie, comparée avec des 

cultures utilisant des cellules planctoniques, plusieurs techniques d'immobilisation ont été 

développées. Toutes ces techniques imitent ce qui se passe dans la nature, où les cellules des 

microorganismes croissent presque toujours dans un biofilm, associées entre elles et avec des 

surfaces (Dunne, 2002).  

Afin d'immobiliser des cellules, on peut les attacher à des surfaces, les inclure dans des 

matrices poreuses, les retenir derrière des barrières ou les faire floculer. Un autre moyen 

’immobilisation est l’inclusion des cellules dans une matrice poreuse qui peut être soit un gel, 

soit un support préformé. Dans le premier cas, la matrice poreuse est formée in situ autour de la 

cellule. Avec cette technique, les cellules sont incluses dans un polymère. Ensemble, ils forment 

le biocatalyseur avec lequel la fermentation est exécutée. Ce biocatalyseur est souvent obtenu par 

dispersion d'une solution de polysaccharides et/ou de protéines contenant les cellules et ensuite 

par solidification de cette solution. La dispersion peut être réalisée par extrusion ou par 

émulsification. Une bonne vue d’ensemble de ces procédés est donnée par Groboillot et al. 

(1994), Champagne et al. (1994), Prenosil et al. (1995).  

Dans le cas d’un support poreux préformé, on ajoute la matrice d'immobilisation au début 

d’une fermentation. On laisse diffuser les cellules dans les espaces libres du support où elles 

commencent à proliférer. Puisque la croissance des colonies est rapidement limitée par le support 

et les colonies voisines, elles sont alors retenues dans le biocatalyseur (Karel et al., 1985) 

L’intérêt porté  récemment à l’immobilisation naturelle des cellules sous forme de biofilm  dans 

le domaine des fermentation a vue de considérables développements.  

Beaucoup d’études ont rapportées l’effet bénéfique d’associer les biofilms comme 

méthode industrielle dans la production d’aliments, le traitement des eaux usées par exemple. La 

formation des biofilms est un phénomène naturel dans lequel les cellules microbiennes 

s’adsorbent sur le support sans faire intervenir de molécules chimiques ou de polymères pour 

fixer les cellules.  



L’attachement ou l’adhésion cellulaire sera uniquement dépendante de l’environnement 

du réacteur, du microorganisme et des caractéristiques du support. L’immobilisation et 

l’accumulation des cellules microbiennes sur le support poreux seront principalement dues à la 

rétention stérique (Suzanne et al., 2010). Les forces participant à l'adhésion d'une cellule au 

support sont la force de Van der Waals, les liaisons ioniques, les ponts hydrogènes et les 

interactions covalentes. 

Pour comprendre les mécanismes de l’adsorption microbienne, la structure de la paroi 

cellulaire doit être connue. La distribution des groupes carboxyliques et aminés dans les 

composantes de la paroi déterminent la charge de la cellule. En général, la plupart des 

microorganismes sont chargés négativement. Également, un grand nombre d'EPS et ainsi de 

capsules portent une charge légèrement négative. Pour cette raison, il est préférable d’utiliser des 

supports chargés positivement.  

Afin d'obtenir des biomasses immobilisées élevées, les surfaces intérieures ainsi 

qu'extérieures doivent être accessibles pour les cellules et les supports avec une porosité élevée 

sont les plus appropriés. Au début, les forces d'adhésion décrites précédemment, déterminent la 

vitesse de la colonisation du support. Quand les premières cellules sont adhérées et les colonies 

se sont formées, le diamètre des pores du support devient important.  

Il existe une grandeur idéale de pores qui est déterminée par un équilibre entre deux 

effets : les pores doivent être assez grands pour permettre la pénétration et la croissance des 

cellules à l’intérieur de la matrice, mais ils doivent être assez petits pour empêcher la perte des 

cellules en croissance (Prenosil et al., 1995). La grandeur optimale des pores pour plusieurs 

microorganismes ont déterminés par Messing et al. (1979). Ils ont trouvé un rapport optimal 

pour les bactéries de 4 à 5 entre la taille du pore et celle de la cellule.  

L'utilisation des supports avec des pores plus grands que 100 m représente une forme 

d'immobilisation se situant entre la floculation et l'inclusion (Karel et al., 1985). La matrice du 

support protège les cellules contre les forces de cisaillement à l’extérieur du biocatalyseur tout en 

permettant une bonne diffusion des nutriments et des produits métaboliques (De Backer, 1996). 

 

 

 

 



Tableau 4 : Avantages et désavantages de la technologie des cellules immobilisées. 

       AVANTAGES         DÉSAVANTAGES 

• Productivité augmentée à cause d’une 

densité de biomasse plus élevée 

• Lavage de la biomasse du réacteur 

empêché pendant la fermentation 

continue, même avec un taux de 

dilution élevé 

• Stabilité biologique et physique des 

cellules plus élevée en raison de la 

protection par le support 

• Découplage de la croissance et de la 

production de métabolites 

• Coût réduit pour le traitement en aval 

du milieu 

• Rendements plus élevés pour la 

production de métabolites secondaires 

• Rétention élevée des plasmides chez 

les cellules qui en possèdent 

• Protection contre certains effets 

inhibiteurs dans le milieu 

• Susceptibilité diminuée contre 

l'attaque des phages et des 

contaminants 

• Métabolisme peut être modifié par 

l’immobilisation 

• Cellules peuvent se séparer du support 

et ainsi contaminer le produit 

• Stabilité mécanique et chimique de 

certains supports peuvent être insuffisants 

(cisaillement, dissolution, décomposition 

par le produit) 

• Prolifération cellulaire peut détruire la 

matrice du support et les cellules se 

libèrent par la suite 

• Limitations de diffusion peuvent 

restreindre la bioconversion 

• ICT peut être trop chère pour une 

utilisation à grande échelle 

• Métabolisme peut être modifié par 

l’immobilisation 

• Nécessite d'ajouter une étape de 

production des cultures immobilisées 

au procédé 

• Nécessite d'entreposer les cellules ou 

de prévenir leur mortalité lors des 

périodes d'arrêt de production 

• Complexité de l'assainissement du 

bioréacteur si des contaminations se 

produisent 

 

    Ce procédé d'immobilisation n’est pas nuisible pour la prolifération des cellules, comme 

ça peut être le cas pour certaines techniques d’inclusion dans des billes de polymères formées in 

situ. Cependant, les densités de cellules sont en général moins élevées qu’avec l’inclusion in situ 

(Klein et Vorlop, 1985). En raison de la forte résistance du support à la compression, cette 

méthode d’immobilisation est adéquate pour l’utilisation dans des réacteurs comme le réacteur 



agité ou le réacteur de type lit fixe. Les supports solides sont en général physiquement et 

chimiquement résistants envers l'usure par la croissance des microorganismes, ils sont souvent 

stérilisable par la vapeur et réutilisable. Il existe des exigences concernant la nature du support 

quant à l’utilisation de la technologie de cellules immobilisées dans l'industrie agroalimentaire. 

Premièrement il ne doit pas être toxique ni pour l’homme ni pour les bactéries et son utilisation 

dans le domaine alimentaire doit être permis. En outre, il doit montrer des propriétés physiques 

et chimiques favorisant l’immobilisation.  

Un support caractérisé par sa densité, sa taille et sa forme, sa résistance à la friction, sa 

capacité de rétention des cellules (diamètre des pores et porosité) et sa charge de surface. De 

plus, il doit être bien sur stérilisable. La simplicité du procédé et le faible coût rendent 

l'immobilisation par adsorption sur des supports solides poreux très intéressante pour 

l’application industrielle (Goncalves et al., 1992 ; Kourkoutas et koutines, 2006 ; Mirdamadi et 

al., 2008). Par exemple Senthuran et al. (1997) ont choisi des billes de verre (foam-glass-

particles, Pora-bact A®) pour immobiliser Lb. casei. Ils ont comparé ce matériel avec les mêmes 

billes prétraitées avec du polyéthylène imine et ont constaté, d’une part, un rallongement de la 

phase de latence et, d’autre part, une rétention des cellules améliorée. Gonçalves et al. (1992) ont 

comparé des supports inertes en verre et en céramique en utilisant un réacteur en régime 

turbulent en continu avec recyclage.  

Les supports se sont distingués quant à la densité, au diamètre des particules, et des pores 

et à la porosité. Les auteurs ont observé un meilleur attachement en conduisant des fermentations 

en continu, comparé avec un procédé en batch et ont identifié un support en verre aggloméré 

(Sikug) et un support en céramique (Bi86) comme étant les supports avec la capacité de rétention 

de biomasse la plus élevée.  

8.3 - Effets physiologiques et morphologiques de l'immobilisation 

         L'immobilisation cellulaire résulte pour les bactéries immobilisées en des conditions 

environnantes différentes de celles des cellules planctoniques. Une limitation du transfert de 

masse crée un microenvironnement autour des cellules affectant la diffusion de nutriments vers 

la cellule mais aussi l'élimination des produits comme l'acide lactique (Champagne et al., 1994). 

Les propriétés du support, les conditions hydrodynamiques dans le fermenteur, mais aussi la 

production et l’excrétion de substances extracellulaires, en particulier des EPS, sont des facteurs 

qui affectent la résistance à la diffusion (Karel et al., 1985). L'accumulation des produits 

métaboliques peut diminuer le taux de croissance et changer la physiologie et la morphologie des 



bactéries lactiques immobilisées (Cachon et al., 1998 ; Champagne et al., 1994 ; Krishnan et al. 

(2001). Karel et al. (1985) ont déjà constaté que la voie métabolique des cellules attachées à des 

surfaces peut être différente de celle des cellules libres. Des travaux plus récents ont démontré 

l'existence de mécanismes de reconnaissance de surface pour les bactéries (Prigent-Combaret et 

al., 1999 ; Wen et Burne (2002) et des changements physiologiques dus à la présence de surfaces 

(O'Toole et al. 2000a ; 2000b ; Parsek et Greenberg, 2000 ; Rashid et al., 2002). Entre-temps, 

plusieurs travaux ont rapporté de tels changements lors des fermentations avec des cellules 

immobilisées, notamment une tolérance accrue envers l'inhibition par le produit (Fortin et 

Vuillemard, 1989 ; Krisch et Szajani, 1997 ; Teixeira de Mattos et al., 1994) ou même envers 

d'autres facteurs de stress environnementaux (Doleyres et al., 2002a ; Jouenne et al., 1994 ; 

Keweloh et al., 1990 ; Trauth et al., 2001). 

 On peut citer des travaux de Norton et al. (1994a) dans la production d’acide lactique ou 

des productivités élevées et une stabilité à long terme (plus de 100 jours ont été obtenu durant la 

fermentation continue du lactosérum supplémenté en extrait de levures par Lb. helveticus 

immobilisé dans le lit de -carrageenan en billes en conduite mono étagée, avec une conversion 

limitée du lactose.  

En double étage des productivités en acide lactique dépassant 13.5 g l-1 h-1 ont été 

atteintes avec un très faible taux de sures résiduels au taux de dilution de 0,27 h-1. Schepers et 

al. (2006) obtiennent des productivités allant de 19-22 g/l.h par conduite en réacteur à lit fixe à 

deux étages avec apport périodique d’extrait de levures. 

 Le facteur limitant majeur dans l’usage des bactériocines comme bio conservateurs est 

leur faible rendement durant la production. La technologie d’immobilisation cellulaire a été 

utilisée toujours par culture sur lactosérum enrichi. Une production très élevée en nisine Z de 

l’ordre de 8200 UI ml-1A, avec 1 UI = 1 international unit de nisine = 0.025 g nisine pure) a été 

détermine dans le bouillon après un cycle de une heure en cycle répété en batch a pH contrôlé 

(RCB) par les cultures de Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. Diacetylactis UL719 

immobilisées en -carrageenan/LBG lit de gel en billes correspondant à une productivité 

volumétrique de 5730 UI ml-1 h-1 ou approximativement 150 mg l-1 h-1 (Bertrand et al,. 2001). 

Cette productivité est plus élevée que le maximum de productivités en nisine rapporté en 

littérature (approximativement 500 UI ml-1 h-1) ou le maximum de productivités obtenues à 

l’aide de la même souche UL719 en mode de cultures a cellules libres en batch (850 UI ml-1 h-1), 

et cellules libres en continu (460 IU ml-1 h-1) ou mode de culture immobilisée en continu (1760 

IU ml-1 h-1). La stabilité des cultures en RCB a été maintenue durant 25 et 36 cycles pendant des 



périodes allant de trois à six jours, respectivement. Des modes de conduites de fermentations 

similaires en IC-RCB ont été utilisées avec succès pour la production de concentration élevées 

en pediocine par P. acidilactici UL5 (Naghmouchi, 2003). 



 

Matériels et méthodes  

1- Matériels biologiques 

    1.1- Le lait    

       Les exploitations sélectionnées sont localisées dans les trois étages bioclimatiques du 

bassin laitier, les populations animales sont retenues après confirmation de leur état de santé. 

Elles sont constituées de la population ovine ARABYA qui tire son origine d’OULED 

DJELLAL, de la population caprine AMAZIGH ou KABYLE et enfin de la population bovine. 

1.2- Prélèvement et contrôle  

     Les échantillons de laits ont été aseptiquement prélevés. La traite est réalisée après lavage 

soigné des mains et aseptisation. La fréquence et les lieux de prélèvement sont indiqués dans le 

tableau 15. Le lait a été recueilli dans un flacon en verre de 250 ml stérile après avoir éliminé la 

première dizaine de jets, conservé à 4 °C et acheminé directement au laboratoire pour analyse. 

Les laits prélevés correspondent aux laits d’une seule traite, celle du matin. Les échantillons ont 

été soigneusement étiquetés (population, lieu, date de prélèvement, état physiologique de 

l’animal, période de traite, saison…). 

1.3-Technique de prélèvement 

   Les échantillons de lait ont été aseptiquement prélevés. Pour ce faire, le pis et la mamelle 

de l’animale ont été nettoyés à l’eau savonneuse, rincées à l’eau distillée stérile et essuyés à 

l’aide d’une serviette de papier stérile.  

La traite est réalisée après un lavage soigné et aseptisation des mains. Le lait a été 

recueilli dans des flacons stériles de 250 ml soigneusement étiquetés, après avoir éliminé les 

premiers jets, et immédiatement conservé à 4°C et analysés dans la journée. Les laits prélevés 

correspondent aux laits d’une seule traite, celle du matin. Les laits contaminés ou mammités ont 

été écartés. Seuls les laits sains sont retenus pour la recherche des lactocoques.  

2- Souches de lactocoques 

     Les souches présumées lactocoques ont été isolées à partir des laits de vache, de chèvre et 

de brebis de différentes fermes du périmètre du moyen Chéliff en différentes saisons de l’année 

(hiver, printemps et été) de l’année 2006. Elles ont été cultivées sur milieux sélectifs et 

conservées en vue d’être étudiées. Des souches industrielles fournies par l’ORLAC des ARRIBS 

(Arib, W-Ain Defla) sont utilisées comme souches de référence. 

2.1 - Origine des souches  

   Les souches ont été isolées à partir des laits de vache, chèvre et brebis de différentes 

fermes du périmètre du moyen Chéliff durant les saisons de l’hiver, printemps et été de l’année 



2006. Le tableau 05 présente les principaux sites de prélèvement ainsi que le nombre 

d’échantillons de laits collectés. 

2.2 - Choix des laits  

      Les laits sont choisis selon leur état sanitaire et hygiénique. Les prélèvements sont faits à 

partir d’animaux sains et ne présentant pas de signes de mammites.  Les éventuelles mammites 

subcliniques au niveau des quartiers des trayons et/ou de mamelles sont détectées par le papier 

test mammite. Le virage du papier du jaune au bleu au contact du lait est un indice de mammite 

et l’échantillon est écarté. Le contrôle microbiologique au laboratoire concerne la recherche et le 

dénombrement des coliformes fécaux et des staphylocoques à coagulase positif. Une numération 

cellulaire. 

2.3 - Prélèvement et conditionnement     

     Les échantillons des laits sont collectés chacun dans des flacons stériles en verre de 250 

ml de capacité et remplis à 220 ml juste à la sortie de la mamelle. Rapidement conditionnés à 

4°C, et acheminés vers le laboratoire. Les laits sains sont la source d’isolements sélectifs des 

lactocoques et subissent parallèlement une caractérisation physicochimique et biochimique.  

2.4 - Isolement et purification des lactocoques  

     Les souches présumées lactocoques ont été isolées à partir des laits de vache, de chèvre et 

de brebis de différentes fermes du périmètre du moyen Chéliff en différentes saisons de l’année 

(hiver, printemps et été) de l’année 2006.  

Elles ont été cultivées sur milieux sélectifs et conservées en vue d’être étudiées. Des 

souches industrielles fournies par l’ORLAC des ARRIBS (Arib, Wilaya de Ain Defla) sont 

utilisées comme souches de référence. Les techniques citées sont celles décrites par Guiraud 

(2003). 

Techniques d’isolement : 

L’isolement a été effectué à partir des échantillons le jour même de leur réception. Une 

série de dilutions décimales jusqu’à 10-5 dans l’eau physiologique stérile a été réalisée à partir de 

l’échantillon homogénéisé par agitation. Les trois dernières dilutions ont été ensemencées en 

masse dans la gélose M17 en boites de Pétri. Les boites sont incubées couvercles en bas à 30°C 

pendant 24 à 48 h. 

 

 

 

 



        Tableau 5 : Lieu, origine animale et nombre de prélèvement du lait cru. 

Périmètre du moyen 

Chélif 

Lieu Origine animale 
Nombre de 

prélèvement 
Oued 

Fodda 
Vache + Brebis 4 

El-Karimia Vache + Brebis 3 
Bir Saf-Saf Vache + Brebis 4 
Oum Drou Vache 3 

Ouled 
Abbes 

Vache +Brebis + 
Chèvre 

4 

Chlef 
centre 

Vache 3 

Chettia Vache +Chèvre 3 

Ouled farés Vache +Chèvre+ 
Brebis 

4 

Boukadir 
Vache+ Chèvre+ 

Brebis 
4 

Oued -Sly Vache 4 

Medjadja 
Vache +Chèvre+ 

Brebis 
5 

         
  Techniques de purification : 

    La purification consiste à effectuer des repiquages successifs sur les bouillons M17, MRS 

et Elliker jusqu’à l’obtention de colonies pures bien distinctes. La purification des souches sur 

milieu gélosé se fait par la méthode des stries. La pureté des souches est confirmée par 

prélèvement de colonies représentatives du genre lactococcus, par observation microscopique 

après coloration de Gram et le test de la catalase à chaque repiquage. Seules les bactéries Gram 

positif et catalase négative et de forme coccique sont retenues et conservées pour une 

identification ultérieure. 

         Conservation des souches  

  Les cultures pures sont stockées à +4 pour l’usage de routine dans les milieux gélosés 

M17, MRS et Elliker (en boite de Pétri et en tube), à -20°C comme stock de deuxième utilisation 

et a - 80°C comme stock stratégique. Dans ce cas le culot d’une culture de 24 heures (dans les 

différents bouillons en tube) est centrifugé à 6000 trs.mn/15mn/4°C le culot dans des tubes 

Eppendorf est additionné d’un bouillon de culture neuf glycérolé à la concentration de 15% v/v 

(autoclavé à 121°C/20mn). 

3 - Identification des isolats 

    Une batterie de tests portant sur les caractéristiques culturales, morphologiques et 

biochimiques sur les cultures pures a été conduite en vue de leur identification. 

3.1- Etude des caractères culturaux et morphologiques  

      Les colonies des cultures pures sur milieu gélosé sont examinées selon leur 

caractéristiques relatives à leur taille, contour, forme, couleur, aspect (brillant, mat, muqueux) 



ainsi que leur consistance. Cet examen peut être effectué à l’œil nu ou à l’aide d’une loupe 

binoculaire. Par examen microscopique en immersion d’un frottis on distingue la morphologie, 

la taille et l’arrangement des cellules. La coloration différentielle de Gram permet une 

distinction, selon la coloration finale des cellules, les Gram positifs (de coloration violette) sont 

retenus pour la suite des investigations.    

  

3.2 - Etude des caractères physiologiques et biochimiques :  

3.2.1 - Caractères physiologiques  

              Type respiratoire :  

     Le comportement vis à vis de l’oxygène a été étudié par ensemencement d’une gélose 

profonde VF (viande-foie) répartie en tubes en culot de 10 à 15cm. L’ensemencement est 

effectué par piqure centrale à l’aide d’une pipette Pasteur jusqu’au fond du tube et que l’on 

remonte ensuite en décrivant une spirale de façon à répartir uniformément la suspension sur toute 

la hauteur du culot. Les tubes sont incubés 24 à 48 heures à 30°C.  

             Température de croissance :   

La croissance à 10°C et à 45°C est déterminée en ensemençant des tubes de bouillons de 

cultures ou lait écrémé stérile. Les tubes incubés à 45 °C sont examinés après 24 à 48 heures, 

alors que ceux incubés à 10°C sont examinés après 7 à 10 jours. L’apparition d’un trouble est 

synonyme de croissance.  

           Croissance en conditions hostiles : 

           Halophilie  

    Pour étudier l’halophilie des lactocoques, on cultive les souches pures sur milieu 

hypertonique (bouillon additionné de NaCl à 2,4 et 6,5 %). L’incubation est réalisée durant une 

période de 24 à 48 heures à 30°C. La croissance est appréciée par l’apparition de troubles. 

             Croissance à pH 9,6 : 

     Le bouillon réparti en tubes et ajusté à pH 9,6 par ajout de NaOH 1N stérile est inoculé 

par des souches pures ensuite incubés à 30°C pendant 24 à 48 heures. La mise en évidence de la 

croissance est traduite par le développement d’un trouble. 

             Croissance en présence de la bile : 

     La tolérance aux sels biliaires des lactocoques a été étudiée par ensemencement par une 

suspension jeune de souches isolées d’une série de tubes de bouillon M17 additionnés de 0,3 % 

de bile. Après 24 heures d’incubation à 30°C, la croissance de ces souches est appréciée par la 

détermination de la densité optique à 620 nm (Tanaka et al., 1999). 

 



           Thermorésistance : 

   Les bouillons en tubes sont inoculés par des cultures jeunes de souches pures puis 

chauffés à 60°C pendant 30 minutes. Apres rapide refroidissement, ils sont incubés 24 à 48 

heures à 30°C. Les souches mésophiles sont incapables de se développer dans ces conditions. 

          Croissance sur lait bleu de Sherman :  

    L’activité réductasique du bleu de méthylène est une caractéristique des espèces lactiques 

mésophiles. Du lait écrémé stérile à 1 % (p /v) de bleu de méthylène est ensemencé et incubé 24 

à 48 heures à 30°C. Le test est positif s il ‘y a décoloration du lait. 

           Tolérance au tellurite :  

    La tolérance au tellurite est recherchée par ensemencement du milieu gélosé contenant 

0,4 % de tellurite de potassium. Les coccis résistants donnent des colonies noires ; ceux qui 

poussent mal donnent de petites colonies grises après une période d’incubation de 24 à 48 heures 

à 30°C.  

3.2.2 - Caractères biochimiques  

            Mise en évidence des enzymes de respiration catalase et oxydase :  

       La présence de la catalase consiste à déposer une goutte d’H2O2, dilué au 1/dixième, sur 

une lame de verre et à l’aide d’une pipette Pasteur une colonie jeune est prélevée ensuite délayée 

dans la goutte. Un dégagement gazeux (O2) indique la présence de la catalase. La présence 

d’oxydase est mise en évidence par la technique de Kovacs. Un disque « OX » est placé sur une 

lame et imbibé d’une goutte d’eau distillée stérile puis un fragment d’une colonie jeune est  

déposé à la surface. Une coloration rose apparait en quelques minutes signe d’une réaction 

positive. 

            Culture sur lait tournesolé :  

    Ce test a pour objectif de mettre en évidence la présence de la réductase. Un 

ensemencement à 1 % dans un lait écrémé à partir d’une culture jeune sur bouillon. L’activité au 

cours de culture à 30°C est notée. Le tournesol est un indicateur du potentiel d’oxydoréduction et 

de pH.  Un virage du mauve au rose indique une acidification (A) due à l’attaque du lactose, une 

décoloration de l’indicateur depuis le fond du tube traduit une réduction (R), la souche peut 

ensuite coaguler le lait (C). Les lactocoques réduisent le tournesol avant de coaguler le lait. 

            Activité hémolytique :  

    Le caractère hémolytique est étudié par culture sur gélose au sang. Une base gélosée est 

fondue, ramenée à 45°C, additionnée de 5 % de sang défibriné de cheval et coulée en boites de 



pétri. Le milieu est ensemencé par les souches isolées par stries, après incubation et culture, 

l’aspect de la gélose autour des colonies est examiné : 

-  Zone verdâtre : hémolyse α 
-  Auréole claire : hémolyse β 
-  Pas de modification : pas d’hémolyse ou hémolyse γ 

 

             Recherche de la citratase :  

    Elle est mise en évidence par culture sur gélose semi-solide au lait écrémé citraté. La 

gélose est ensemencée dans la masse et incubée à 30°C pendant 2 à 7 jours. La fermentation se 

traduit par la production de gaz. Cette enzyme n’est présente que chez Lactococcus lactis subsp 

lactis biovar diacetylactis. Elle conduit à la formation d’acetoine. 

           Hydrolyse de l’amidon:  

    Elle est testée par une culture sur milieu gélosé additionné de 0,3 % d’amidon soluble de 

pomme de terre en boites de Pétri. Après incubation 24 à 72 heures à 30°C, l’hydrolyse est  

caractérisée par pulvérisation d’une solution iodo-iodurée à la surface de la boite. Les zones 

claires autour des colonies traduisent une activité amylolytique. 

3.2.3 - Caractérisation du métabolisme carboné  

             Recherche du type fermentaire :  

    Le test de Gibson et Abd El Malek permet d’apprécier le type de métabolisme par lequel 

le substrat carboné est utilisé. Il est homofermentaire si l’acide lactique est le seul produit formé 

et hétérofermentaire si d’autres composés sont aussi présents tel que l’acide acétique, l’éthanol et 

le CO2.  Les tubes sont incubés à 30°C pendant 24 à 48 heures. 

            Fermentation des sucres 

L’eau peptonée en tubes contenant du pourpre de Bromocrésol BCP comme indicateur de 

pH sont additionnés de sucres à la concentration finale de 0,5% sont ensemencés par une culture 

jeune. Après 24 à 48 heures d’incubation à 30°C, le développement de la culture se traduit par le 

virage de l’indicateur coloré dû à l’acidification. Les sucres suivants sont testés : maltose, 

tréhalose, Mélibiose, raffinose, inuline, sorbitol, arabinose, mannitol, lactose, xylose, Inositol, 

cellobiose, rhamnose, ribose et galactose.  

3.2.4 - Etude du métabolisme azoté   

      L’activité de l’arginine dihydrolase (ADH) est mise en évidence par la méthode classique 

sur bouillon de Moeller en tube. Chaque tube est ensemencé par 3 ou 4 gouttes d’une suspension 

dense d’une culture jeune. Après incubation 24 à 48 heures à 30°C, l’activité enzymatique se 

traduit par le virage de l’indicateur par alcalinisation du milieu.  

 



4 - Caractérisation technologique des souches 

4.1 - Comportement vis avis des substances protéiques 

                 Production d’amines biogènes  

        La décarboxylation de l’histidine est étudiée selon la méthode décrite par Joosten (1989). 

Elle consisté à comparer le pH de 02 échantillons : l’un contenant la souche à tester, incubé à 

30°C en présence de L-Histidine, l’autre ne contenant que la souche préparée dans les mêmes 

conditions. Si le pH de la première est supérieur à celui de l’autre, on peut penser qu’il y a 

décarboxylation de l’histidine, l’histamine étant plus basique. 

             Hydrolyse de la gélatine   

Un milieu à la gélatine est préparé (gélatine nutritive), réparti en culot et ensemencé dans la 

masse.  Après refroidissement, les tubes sont incubés à l’étuve. Ensuite mis au réfrigérateur ; la 

persistance d’une liquéfaction à 4 °C traduit la protéolyse 

Hydrolyse de la caséine :  

Cette recherche est réalisée sur lait tournesolé. On peut observer après ensemencement et 

incubation à 30 °C : 

- Acidification du milieu avec souvent coagulation (lactose+) 

- Alcalinisation simple (attaque de la caséine) 

Alcalinisation et peptonisation (éclaircissement progressif du milieu débutant vers la surface) 

- Réduction du colorant au fond du tube. 
 
4.2- Etude du pouvoir acidifiant   

    L’activité acidifiante est mesurée par titrage acide-base en présence de Phénolphtaléine à 

1 %. L’acidité lactique générée est exprimée en degrés Dornic (°D) qui correspond à 0,1 ml de 

soude de 0,1 N. soit à un 0,1 g d’acide lactique/ L de lait. (Bradly et al., 1992).       

4.3 – Etude de la croissance   

  L’évolution de la biomasse en fonction du temps a été déterminée par la mesure de la 

densité optique à 600 nm, les cellules viables et cultivables par dénombrement sur gélose M17. 

     4.4 - Mesure du diacetyle 
   Un volume de lait est inoculé par une suspension jeune d’une souche productrice de 

diacetyle. La culture est incubée à 21°C dans une enceinte thermostatée. A intervalle de temps 

régulier 1 ml de culture est prélevé, déféqué au CARREZ ensuite filtré cette aliquote est mélangé 

à 0,4 ml d’α- naphtol à 0,5 % dans 4,6 ml d’eau distillée, homogénéisé et mise à l’abri de la 

lumière pendant au moins 20 minutes. L’intensité de la coloration développée est mesurée à 420 

nm à l’aide d’un spectrophotomètre (Shimadzu double canaux) et comparée à celle obtenue par 



une courbe étalon établie dans les mêmes conditions par utilisation du diacetyle pure (de 0 à 3 

ppm de concentration) (King, 1948). 

5 - Classement des souches par outil statistique 

    L’approche statistique en vue de classifier les souches est basée sur la vitesse 

d’acidification. Le pouvoir acidifiant de ces souches est étudié en utilisant quelques paramètres 

dérivés des courbes d’acidification. Les données sont traitées par une méthode appelée l’analyse 

en composantes principales A.C.P. Le logiciel SPAD utilisé pour le traitement statistique des 

données, permettra de mettre en évidence une grande diversité et une répartition de souches en 

groupes et la comparaison entre elles. 

5.1 - Principe de l’ACP 

    L’analyse en Composantes Principales (ACP) est une méthode statistique 

essentiellement descriptive ; son objectif est de présenter, sous une forme graphique, le 

maximum de l’information contenue dans un tableau de données (Diday et al., 1982 ; Philipeau, 

1992). Ce tableau doit être constitué, en ligne par des individus (n) et en colonne  

par des variables quantitatives (p) sur lesquels sont mesurées des variables quantitatives 

(Dervin, 1992). L’ACP permet de savoir : 

- Comment se structurent les variables (convergentes ou divergentes) 

- Comment se répartissent les individus ; quels sont ceux qui se ressemblent quels 

sont ceux qui sont dissemblables.  Ce tableau définit alors deux espaces :  

                  -  l'espace des individus ou chacun d'eux (i) est représenté par un point de 

coordonnées (Ai1, Ai2,….. Aip).    

                  -    l'espace des variables ou chacune d'elles (j) est représentée par le point de 

coordonnées (A1j, A2j,…Anj).  

  -   de visualiser les observations dans un espace à deux ou trois dimensions. 
     
Pour faciliter la visualisation des individus, l'ACP réduit les dimensions de cet espace à une 

dimension (axe principal) où a deux dimensions (plan à deux axes). Les axes issus de cette 

réduction ne sont pas réalisés avec les variables initiales mais avec des indices synthétiques 

obtenus par combinaison linéaire des variables initiales. Ces axes sont appelés composantes 

principales ou axes principaux. Les individus sont alors représentés dans un espace à p 

dimensions. Parmi tous les indices possibles, L’ACP recherche d’abord celui qui permet de 

« voir au mieux » les individus, c’est à dire celui pour lequel « la variance des individus est 

maximale » ; cet indice est appelé « première composante principale » ou « premier axe 

principal ». Une certaine proportion de la variation est expliquée par cette composante 

principale. Une deuxième composante principale est recherchée à condition qu’elle soit non 



corrélée avec la première et qu’elle soit à son tour la plus grande variance (Dervin, 1992). Cette 

deuxième composante principale ou « deuxième axe principal » fournit la plus grande 

information possible complémentaire de la première. Le processus se poursuit jusqu’à 

l’obtention de la dernière composante principale, la part d’information expliquée par chacune 

d’elles devenant de plus en plus faibles. Pour mieux observer les individus, il ne reste plus qu'à 

construire le plan à partir de deux composantes principales qui sont des variances maximales 

sous contrainte de non corrélation entre elles. La méthode de l'ACP repose sur la diagonalisation 

de l'une des deux matrices : 

- Matrices des corrélations (on utilise des données centrées réduites lorsque les 

tableaux seront constitués de variables de différentes natures ou caractérisées par des 

unités différentes, c'est le cas le plus général). dans ce travail nous allons utiliser les 

données centrées réduites (normées) afin de donner le même poids aux différentes 

variables. 

- Matrices des variances – covariances (on utilise les données centrées lorsque 

toutes les variables seront exprimées dans les mêmes unités, sans oublier que ce sont les 

variables les plus dispersées qui auront le plus de poids). 

-  

6 - Etude du potentiel probiotique 

6.1 - Tolérance à l’acidité 

L’aptitude des cultures pures à résister à l’acidité gastrique a été déterminée selon la 

technique décrite par Hydrominus et al. (2000). Apres croissance sur bouillon M17 pendant 24 

heures, le culot cellulaire est récupéré après centrifugation a 10 000 tours minute à 4°C. Ensuite 

réparti dans trois tubes contenant chacun 10 ml de bouillon M17 et ajustés respectivement a pH 

de 2,5 contenant 1 ml de pepsine (Sigma Aldrich) (0,3g/l en solution saline), simulant les 

conditions stomacal, a pH 4.5 (duodénum) et enfin à 6,5 (intestin). La charge cellulaire initiale 

est de l’ordre de 107 cfu/ml. Les temps d’incubation sont dans l’ordre 1 heure et demie 

(estomac), 2heures et demie (Duodénum) et 3 heures (intestin) à la température de 37 °C. La 

lecture de la densité optique à 660 nm permet de mesurer les variations dans la charge cellulaire 

lors de l’incubation a pH de 2,5 des dénombrements sur M17 gélosé à 37°C sont effectués pour 

les pH respectifs de 4,4 et 6.5 (Dilmibouras et Sadoun, 2002). 

 6.2 - Tolérance aux sels biliaires 

 La résistance à la bile est également déterminée par la méthode décrite par Hydrominus et 

al. (2000). Les suspensions cellulaires préparée comme précédemment sont incubées en présence 



de 0,3% de bile à pH de 6,5. Les cellules viables sont déterminées après croissance sur gélose 

M17 à 37°C. 

6.3 - Assimilation du Cholestérol 

20µl du bouillon M17 (3%d’inoculum) est mis en contact avec 2ml de cholestérol pure le 

mélangé est incubé à 37°C pendant 144h. La densité optique a été mesurée à des intervalles de 

temps différents (24h, 48h, 72h, 144h) à une longueur d’onde de 500 nm.  La concentration 

initiale en cholestérol (considérée comme témoin) est mesurée en utilisant 20ul étalon de 

cholestérol (RE : biosystème S.A 11728) (annexe3) et 2ml de réactif (tableau 6).Le cholestérol 

libre ainsi que le cholestérol estérifié présent dans l’échantillon, donnent selon les réactions 

couplées décrites ci –dessous, un complexe coloré quantifiable par spectrophotométrie. 

(Biosystems S .A, RE : 11506) (Kimoto et al., 2002)  

6.4 - Assimilation du triglycéride total  

20 µl de l’échantillon et 2 ml de réactif sont déposés dans une cuve après incubation à 

37°C, et de la même manière, une autre cuve a été préparée pour l’étalon (triglycéride résiduel) 

contient 2 ml de réactif et 20 µl d’étalon de triglycéride (RE : 11729) dont la densité optique  

est utilisée comme un témoin. Enfin les cuves d’étalon et du dosage ont été déposées dans le 

spectrophotomètre, la densité optique a été lue à la longueur d’onde de 500 nm. Les triglycérides  

présents dans l’échantillon donnent, selon les réactions décrites ci – dessous, un complexe coloré 

quantifiable par spectrophotométrie (Biosystems S.A, RE : 11528) 

6.5 - Dégradation du lactose 

        La capacité d’hydrolyser le lactose est mesurée par la méthode enzymatique au 

colorimètre. Le lactose résiduel est quantitativement déterminé par utilisation du kit 

EnzyChromTM Lactose BioAssay (ELAC-100). L’enzyme est une lactase qui hydrolyse le lactose 

et libère le galactose sous forme coloré. L’intensité de la couleur proportionnelle à la 

concentration du lactose dans la prise d’essai de 20µl est quantifiée au spectrophotomètre à 570 

nm. Une culture pure de la souche est inoculée sur lait stérile sans matière grasse a raison de 

107cfu/ml, incubation à 37°C durant 144heures. 

6.6 - Adhésion et colonisation  

6.6.1 - L’hydrophobicité  

l’hydrophobicité des cellules était déterminé en fonction de la capacité des souches 

sélectionnés à s’adhérer au KNO3 (Ouwehand et al., 1999) .avant de réaliser ce test, chaque 

ferment a été préparé par culture sur bouillon M17 . Le culot bactérien des cultures jeunes a été 

récupéré après centrifugation à 13000 rpm / 4min les cellules ont été lavées deux fois avec PBS 

et la densité optique à 450 nanomètre ajusté sur 0,5 0,01, 1ml de suspension bactérienne été 



mélangée avec 60 µl de KNO 3 puis le mélange et agité par vortex pourcentage de l’ 

hydrophobicité a été calculé salon la formule Savage (1992). 

                        % hydrophobicité = (A1 après / A0 avant) x 100  

A1 ET A0 : valeur d’absorbance de la phase aqueuse avant et après le contact avec le KNO3. 

6.6.2 - Adhésion microbienne aux solvants (MATS) 
 
            L’adhésion aux solvants a été mesurée selon la méthode originellement proposée par 

Rosenberg et al., (1980) et modifiée par Bellon-Fontaine et al., (1996). Trois solvants sont testés 

sur la souche Lc C’ et LcL9 : l’Hexadecane, apolaire ; le chloroforme, monopolaire et un solvant 

acide l’acétate d’éthyle, monopolaire (Geertsema et al., 1993). La lyse éventuelle des cellules en 

présence du solvant a été vérifiée avant son usage et aucune délétion n’a été observée.  

6.6.3 - L’autoaggregation  

Le test d’autoaggregation est effectué selon Del Re et al. (2000). Les bactéries sont 

cultivées 18h à 37°C en milieu M17 liquide les cellules sont centrifugées 5000 tours/minute 

pendant 15 min, lavées deux fois par une solution saline tamponnées d’environ 108 ufc ml-1. 

4ml de suspension cellulaires ont été mélangés au vortex pendant 10 secondes et l’auto- 

agrégation est déterminée pendant cinq heures par mesure spectrophotométrique de la DO600  

6.6.4 - La coaggregation 

Cette technique permet d’évaluer la capacité de bio élimination de pathogènes présumés 

en condition intestinale. La souche cible testé est E. coli CIP 35218. Deux volumes égaux (2 ml) 

de culture jeunes sur bouillons appropriés sont mélangés au vortex pendant 10 secondes par 

mesure spectrophotométrique de la DO600  

6.7 - Comportement vis-à-vis d’antibiotiques  

    Pour étudier le comportement des souches locales isolées de Lactococcus lactis vis à vis 

de certains antibiotiques les plus prescrits dans les soins vétérinaires, nous avons utilisé la 

méthode de diffusion en milieu solide. Des disques imprégnés de l’antibiotique à tester, sont 

déposés sur la surface de la gélose M17 ensemencée de souches isolées dont veut étudier la 

sensibilité. L’antibiotique contenu dans le disque diffuse dans le milieu et y détermine des 

concentrations inversement proportionnelles à la distance du disque. Il s’agit donc de mesurer le 

diamètre de la zone d’inhibition de la croissance microbienne autour du disque après 24 heures 

d’incubation. Les antibiotiques étudiés sont : la pénicilline, oxacilline, ampicilline et 

l’érythromycine et la vancomycine. 

 

 

 



6.8 - Détermination de l’activité anti radicalaire (test au DPPH)  

           Cette activité a été mesurée sur le surnageant des cultures sur bouillon Elliker de 24 

heures pour chaque souche.  Pour évaluer l’activité antioxydant d’un composant, il faut que 

celui-ci réagisse avec un radical stable, 2,2-Diphenyl-picrylhydrazyl (DPPH) solubilisé dans 

l’éthanol absolu. La réduction du DPPH est suivie par un contrôle de la diminution de 

l’absorbance. Sous sa forme radicalaire, le DPPH absorbe à 517 nm mais la réaction avec un 

antioxydant (AH) ou une espèce radicalaire (R°) fait disparaître cette absorption.             

             DPPH° + AH  DPPH-H + A° ou DPPH° + R°  DPPH-R     

 L’activité anti radicalaire est mesurée selon la méthode décrite par Bersuder et al. (1998). 

Différentes concentrations de peptides ont été préparées à partir d’une solution mère de 20 

mg/ml de chaque surnageant. 500µl de la solution peptidique sont mélangés avec 500µl 

d’éthanol 99.5% et 125 µl d’éthanol contenant 0.02% de DPPH, le mélange est incubé à 

l’obscurité et après 60 min l’absorbance est mesurée à 517 nm.  L’activité anti-radicalaire est 

calculée comme suit : 

             Pouvoir d’inhibition de DPPH (%)=  * 100 

C : absorbance du contrôle, 500 µl eau distillée + 500 µl éthanol (99.5%) + 125 µl DPPH 

(0.02%) ; B : absorbance du blanc, 500 µl solution surnageant + 500 µl éthanol (99.5%) + 125 µl 

éthanol (99.5%) ; E : absorbance de l’échantillon, 500 µl solution surnageant + 500 µl éthanol 

(99.5%) + 125 µl DPPH (0.02%). 

6.9 - Détection de l’activité antimicrobienne  

La culture d’une nuit sur bouillon Elliker de la souche test pour la production de la 

bactériocine est centrifugée (10 minutes à 10000 rpm, 4°C). Le surnageant est filtré sur filtre 

d’acétate de cellulose (0.2 m) afin d’éliminer les cellules résiduelles. La culture d’une nuit 

(37°C) sur bouillon LB de la souche cible diluée dans la gélose Muller Hinton stérile en 

surfusion (au environ de 50°C) (2ml dans 50 ml correspondant à 106 CFUmL−1), rapidement 

étalée sur boites de Pétri est laissée se solidifier à 4°C. Des puits de 7 mm de diamètre sont 

réalisés dans la gélose MH et 20 µl du surnageant de la culture sont introduits dans chaque puit. 

Les boites ainsi préparées sont laissées une heure sur paillasse et deux heures à 4°C afin de 

faciliter la diffusion du surnageant sans croissance notable de la souche cible. Les boites sont 

étuvées à 37°C pendant 24 heures. Les résultats sont observés par l’apparition ou non de zones 

d’inhibition.  

 

 

 



Les souches cibles testées sont : 

-  Listeria innocua ATCC 51742 

- Micrococcus luteus  

- Bacillus subtilis ATCC 6633  

- Enterococcus faecalis CIP 29212  

- Salmonella typhimurium CIP 5858,  

- Staphylococcus aureus CIP 29213,  

- Staphylococcus epidermitidis ATCC 14990.  

- Escherichia coli CIP 35218  

- Bacillus cereus CIP 6624 

- Candida albicans ATCC 10231 

 

6.9.1 - Sensibilité de la bactériocine aux enzymes, pH et aux traitements thermiques  

L’étude de la nature biochimique de l’agent antimicrobien a été réalisé sur le surnageant 

brute, concentré et purifié. Tous les échantillons sont incubés une heure à 37°C avant le test anti 

listeria. Le pH du surnageant est ajusté a 6.5 par NaOH (1N) ensuite traité à la catalase (Sigma ; 

500IUmL−1). Soumis également à des traitements thermiques (de 60 à 120 C) et à différents pH 

(2 à 14). Les enzymes utilisées sont -amylase (Sigma ; 1mgmL−1 100 mM tampon phosphate, 

pH 6.9), -chymotrypsine (Sigma, 1mg mL−1, 0.05M tampon Tris– HCl (pH 8.0) –0.01M 

CaCl2), La Pronase E (Sigma; 1mgmL−1 in 100mM tampon Tris–HCl , pH3), la protéinase K 

(Sigma; 1mg mL−1 in 100mM tampon Tris–HCl , pH 7.5), et la trypsine (Sigma, 1mg.mL−1 

50mM tampon Tris–HCl  pH 8.0).  Les tests anti listeria sont effectués comme décrit 

précédemment et 20µl de chaque préparation sont introduits dans chaque puit (dans le cas de la 

Pronase E la préparation est ajustée a pH de 6,5 avant la mise en puit).  Les enzymes sont 

inactivées pendant trois minutes à 100°C. Des préparations témoins (solutions enzymatiques 

seules, tampon seules bactériocine plus tampon (brute, concentré et purifiée) et solutions brute, 

concentrée ou purifiée sont réalisées en parallèle dans les mêmes conditions) (cherif et al., 2008 ; 

Lyon et Glatz, 1991). 

6.9.2 - Cinétique de croissance et de production de la bactériocine  

Les expériences de croissance ont été conduits dans des flacons de 250 ml contenant 100 

ml de bouillon de culture (Elliker, jus de dattes, lactosérum, et enfin leur mélange) (pH 6.5) at 

30°C sans agitation. Une pré culture d’une nuit de la souche productrice est effectuée sur milieu 

approprié afin d’inoculer le milieu correspondant à la densité cellulaire initiale de 103 CFU 

mL−1. A di érents intervalles de temps, des prélèvements sont effectués, La densité optique à 



600 nm, le dénombrement de la charge viable et cultivable (CFU mL−1), le pH extracellulaire et 

la production de la bactériocine sont déterminés. La concentration de la bactériocine est mesurée 

sur chaque prise d’essai, par la méthode de dilutions critiques (Mayr et al., 1972). La 

concentration exprimée en unité arbitraire par ml de la bactériocine (AUmL−1) est calculée 

comme étant l’inverse de la plus grande dilution induisant une inhibition de listeria innocua 

ATCC 51742. Toutes les expériences sont répétées trois fois.  

6.9.3- Extraction de la Bactériocine  

  L’extraction a été réalisé à partir du surnageant de culture de 24 heures de Lactococcus 

lactis subsp cremoris C’obtenu après centrifugation Durant 20 minutes à 10000 rpm à 4 C).  

6.9.4- Précipitation au sulphate ammonium 

La bactériocine a été concentrée par précipitation au sulphate d’ammonium comme décrit 

par Nieto-Lozano et al, (1992).  400 g/l sont ajoutées au surnageant de la culture d’une nuit sur 

bouillon Elliker avec agitation magnétique à 4°C Le précipité est récupéré par centrifugation a 

10 000 rpm/ 4°C pendant 10 minutes ensuite dissout dans le tampon phosphate 20 mM (pH 6) 

6.9.4 -Extraction au chloroforme  

    Cette extraction est effectuée selon les recommandations de Burianek et Yousef 

(Burianek et Yousef, 2000). 100 ml de surnageant de la culture d’une nuit sont énergiquement 

 agités Durant 20 minutes en présence de chloroforme (v/v) ensuite transférés dans une ampoule 

à décanté, à l’interface entre la phase aqueuse et organique contenant des vésicules de 

bactériocine sont récupérées. Le chloroforme résiduel est éliminé par le speed vacuum (50 

heures, Unique, Martinsried, Germany). L’activité de la bactériocine est recherchée dans 

l’interface et la phase aqueuse. 

6.9.5- Extraction par adsorption - désorption 

Cette technique consiste à extraire la bactériocine adsorbée aux cellules productrices. La 

souche Lcc C’est mise à croitre sur milieu Elliker comme décrit plus haut. Le milieu de culture 

est chauffé à 70°C pendant 25 minutes (pour inactiver les cellules et les protéases) ensuite après 

refroidissement ajusté à pH 6,5. Les cellules sont collectées après centrifugation a 10 000 rpm 

/4°C pendant 15 minutes.  

Le culot cellulaire est lavé au tampon de phosphate de sodium 5 mM (pH 6.5) centrifugé 

puis lavé une deuxième fois avec le même tampon (Le volume utilisé est le 1/5 du volume de 

culture). Les cellules ainsi lavées sont suspendues dans 50 ml d’une solution de NaCl l M a pH 

2.5 après (ajustée à l’aide de 5% d’acide phosphorique) ensuite agitées pendant une heure à 4°C 

(dans la glace) à l’aide d’un agitateur magnétique).  



La suspension cellulaire est ensuite centrifugée a 10 000 rpm /4°C/20 mn.  La suspension 

cellulaire est resuspendue dans une solution tampon phosphate de sodium a pH de 6,5 est 

résiduel en bactériocine est déterminé. Sur le surnageant la matière sèche, la teneur en protéines 

et le titre en bactériocine sont déterminés. Ce processus est répété deux fois dans le cas de la 

bactériocine. (Yang et al. (1994) ; Yang et Ray (1994). 

6.9.6- Purification HPLC des extraits  

  Le système de chromatographie liquide haute pression en phase inverse (Waters 600E 

avec contrôle automatique du gradient et module de pompe Waters Wisp 717 à échantillonnage 

automatique et détecteur a photodiode Array Waters 996 détecteur sont utilisés pour l’acquisition 

des données chromatographiques.  

Tout le processus chromatographique est effectué sur une colonne C18 Uptisphere 

(150mm×4.6mm, UP5ODB615QS, Interchim, Montlucon, France). Les données spectrales et 

chromatographiques sont stockées sur ordinateur NEC image. La phase mobile suivante au débit 

de 1mL/min−1 est utilisée 

  A : Eau/ acide trifluoroacetique (1000 : 1, v/v)  

  B : l’Acétonitrile/acide trifluoroacetique (1000: 1, v/v)  

Les échantillons avant d’être injectés sont filtrés à travers des filtres de 0.22 m. Le 

gradient suivant est appliqué 0–50% (v/v) A jusqu’à 80 minutes ensuite 50%–100% (v/v) B plus 

de 5 minutes. Un balayage en ligne de l’absorbance UV est utilisé entre 200 et 300 nm  

raison de un spectre par seconde avec une résolution de 1,2 nm. Les analyses chromatographique 

sont gérées par le logiciel Millennium (Zhao et al,. 1997). 

7 -Technique d’immobilisation  

      30g/l de support (pouzzolane) sont immergées dans 100 ml de milieu de culture dans un 

Erlenmeyer de 250 ml ensuite inoculés à 1% à l’aide d’une préculture développée sur le même 

milieu ( agité a 80 rpm 24 heures à 30°C) de lactococcus lactis (OD 600 = 0.5 approximativement 

108CFU/ml. Avant le processus d’immobilisation la pouzzolane est incinérée au four à 405°C 

pendant 24 heures ensuite rincée à l’eau distillée, séchée à 105°C jusqu’à poids constant. La 

détermination de la biomasse adsorbée à la pouzzolane est mesurée par la différence de la pesée 

avant et après incinération et lavage comme décrit précédemment. 

8 -Conduite de la Fermentation       

    L’inoculum est constitué de 10 ml de milieu de culture (jus de datte ou lactosérum) 

ensemencé par 0,1 ml d’une culture fraiche de 12 heures de lactococcus lactis incubée à 30°C 1 

ml de cette culture est additionnée à 100 ml de milieu neuf ensuite incubé à 30°C pendant 18 

heures. Cette pré culture est utilisée pour la fermentation en batch et en mode continu. La 



fermentation à cellule libres ou immobilisée est conduite dans une série de colonnes en verre à 

double paroi de 200 ml de volume total contenant 100 ml de milieu de culture. En condition de 

d’immobilisation 30% (p/v) de pouzzolane sont ajoutées aux colonnes avant la stérilisation. La 

taille granulométrique étudiée est respectivement 1,25, 4 et 6,25 mm.  

Le milieu est homogénéisé par agitation magnétique à 80 rpm. Les particules 

pouzzolaniques sont supportées par une grille en acier inoxydable à 2cm de la base de la colonne 

séparant le barreau magnétique d’agitation.  Des prises de 3 ml sont prélevées à intervalles de 

temps régulier durant 192 heures de fermentation.  

Le dispositif utilisé dans le cas de la fermentation en mode continu en vue de la 

production d’acide lactique (système ouvert avec flacon collecteur) ou en mode batch recyclé 

dans le cas de la production de la bactériocine (système fermé sans flacon collecteur) est illustré 

dans la figure X. Un flacon de deux litres contenant 1,5 litre de milieu de culture stérile 

légèrement agité est aspiré vers la colonne (diamètre intérieur de 5 cm et 15 cm de hauteur) par 

une pompe péristaltique. La température est maintenue à 30°C entre les parois de la colonne par 

circulation d’eau à l’aide d’un bain marie.  

Au début le support dans le bioréacteur est immergé dans le milieu (à pH6.5) contenant 

une culture d’une nuit de souche lactococcus lactis à 1% (V/V) (108 cfu/ml) sans agitation. 

Après 24h le liquide est éliminé et le support est lave à l’eau distillée stérile jusqu’à ce que la 

densité optique à 600 nm soit égale à celle de l’eau ensuite un milieu neuf est introduit dans le 

bioréacteur. La fermentation continue a été conduite à six temps de séjours correspondant aux 

taux de dilution de : 0,21- 0,26 - 0,31- 0,36 - 0,41- 0,46. 

 

 

 

 
 
 
  
 
 
                     
 
                
 
                                         Figure 5 : Dispositif du bioréacteur de fermentation en continu. 
 
 

 



9-Milieux de Culture  

9.1 -Les milieux synthétiques  

Les milieux synthétiques (M17, MRS et Elliker) sont des milieux en poudre et délayés 

selon besoin dans l’eau et stérilisés à 121°C/20minutes dans des flacons en verre  

9.2 -Les milieux naturels 

9.2.1 -Le lait 

Dans les différentes expériences du lait écrémé stérile du commerce a été utilisé.  

9.2.2 -Le Jus de datte 

La méthode d'Al-Farsi (2002) a été utilisé avec certaines modifications .Les dattes (de la 

variété Ghars) ont été obtenus à partir de marché de Biskra dans le sud de l'Algérie. Après avoir 

nettoyé et dénoyautés manuellement, la pâte obtenue a été mélangée avec de l'eau désionisée 

dans un rapport 1: 1 (p / v), chauffé à 80 ° C pendant 90 minutes avec agitation continue. Le jus a 

été filtré sur filtre de mousseline, le résidu de la pulpe a été ensuite mélangée avec de l'eau 

comme précédemment et subi une deuxième extraction. L'opération a été répétée trois fois 

jusqu'à ce qu’aucune trace de sucre n’a été détectée dans l'extrait aqueux. Le jus extrait est 

ensuite soumis à une clarification enzymatique par des pectinases et des cellulases pendant une 

heure sous agitation à 50°C afin de solubiliser les fibres. Les surnageants après centrifugation à 

11000 rpm / 10 mn, sont stérilisés par microfiltration sur 0,2 µm filtre Millipore et conservé à -

20°C jusqu’à utilisation. 

9.2.3 - Le lactosérum   

100 g de poudre de lactosérum sont délayés dans un lite d’eau distillée /l après ajustement 

du pH a 4.5 à l’aide d’HCl 5N ensuite chauffé à 121°C pendant 15min dans le but  

de dénaturer qui précipitent qui sont éliminée par centrifugation à l0 000 rpm/mn pendant 15 

min. Le surnageant est ajusté a pH 6.5 à l’aide de NaOH 1N, stérilisé à 121°C /15 min. EGhaly 

et al. (2003). Dans le cas de la production de l’acide lactique il est supplémenté en extrait de 

levures (5 g/l) en Mg SO4.5H2O (3g/L). (Ces concentrations sont obtenues après des travaux 

d’optimisation non décrites dans ce document). 

10 - Méthodes d’analyses 

10.1 -Détermination de la teneur en eau 

 La teneur en matière sèche est déterminée par la dessiccation d’une prise d’essai à une 

température voisine de 103°C dans une étuve à la pression atmosphérique jusqu’à masse 

pratiquement constante (Lecoq, 1965). 

             %MS= Y/X.10 

 



X : Poids de l’échantillon humide ; 

Y : Poids de l’échantillon après dessiccation 

10.2 -Détermination de la teneur en cendres 

 Son principe consiste à l’incinération d’une prise d’essai à 550 ±15°C dans un four à 

moufle, jusqu’à l’obtention d’un résidu blanchâtre de poids constant. Dans le cas des jus, on 

ajoute quelques gouttes d’huile végétale pour éviter la formation de mousse, et on maintient la 

température à 200°C pendant 1 à 2h puis on passe à 500±15°C durant 5 à 6h. 

                                 %TC =  

M0 : poids de la capsule vide ; 

M1 : poids de la capsule et le poids de l’échantillon avant incinération ; 

M2 : poids de la capsule et le poids de l’échantillon après incinération. 

10.3 -Détermination de la densité 

Le principe c’est de peser à l’aide d’une éprouvette de volume connu un volume de l’échantillon 

par rapport à la masse du même volume d’eau distillée. 

                           D =  

m : masse du volume de l’échantillon       m* : masse du même volume en eau. 

10.4 -Détermination de l’acidité titrable  

 Le dosage de l’acide lactique a été effectué par la détermination du l’acidité Dornic. 1°D 

correspond à 0.1g d’acide lactique par litre d’échantillon. Le principe consiste à neutraliser 

l’acide par une base NaOH (N/9) en présence de la phénolphtaléine à 1% comme indicateur de 

couleur.  

10.5 -Evaluation de la biomasse par densité optique  

La biomasse et évaluer par spectrophotométrie ou la mesure de la lumière absorbée par 

une suspension bactérienne à 600 nm est proportionnelle au nombre de cellules (Carip, 2008). 

La relation n’est valable que pour des troubles de faible importance, au-delà de 0.8 nm les 

dilutions sont nécessaire puis la valeur obtenue est multipliée par le facteur de la dilution. 

10.6 - Evaluation de la biomasse par numération sur milieu gélosé 

Les numérations ont lieu par étalement de dilutions de fermentation sur boite de pétri 

dans lesquelles est coulé du milieu Elliker gélosé. Les prélèvements de milieu de fermentation 

sont dilués en cascade dans l’eau physiologique stérile. Pour chaque dilution, 0.1 ml de 

suspension est déposé est étalé sur la surface de la gélose. Trois étalements sont réalisés pour 

chaque dilution. L’ensemble est incubé à 30°C pendant 48h après lesquels un comptage est 



effectué. Cette méthode offre un avantage considérable ; elle permet de mesurer le nombre de 

bactéries viables (Tortora et al., 2003). 

 10.7 -Dosage des sucres  

Le principe est basé sur le dosage de tous les glucides après leurs hydrolyses en sucres 

réducteurs. Les sucres réducteurs sont dosés par une méthode colorimétrique avec le réactif 

l’acide 3,5-Dinitrosalycilique (DNS). Pour réaliser le dosage, on effectue dans un tube à essai le 

mélange de 1ml de réactif DNSA dont la préparation est annexée (annexe 04) avec 1ml 

d’échantillon à analyser. Après homogénéisation du mélange, on porte le tout à 100°C pendant 

10 min. A la sortie du bain marie, le refroidissement dans un bain à glace et l’ajout de 20ml 

d’eau distillée arrête la réaction (Akin, 2008). La lecture de l’absorbance à 530 nm permet de 

déterminer, à partir de la gamme étalon et en tenant compte des dilutions. 

10.8 -Dosage des protéines 

La méthode de Bradford (1976) a été utilisée pour doser les protéines. Elle est basée sur 

l'adsorption du colorant bleu de Coomassie G250 (0,060 g, acide perchlorique 3 g, chlorure de 

sodium, 2,92 g dans 100 ml d'eau distillée) sur les protéines et cette complexation provoque un 

transfert de son pic d'adsorption qui passe du rouge au bleu. Cette adsorption se fait 

principalement par des liens ioniques avec des acides aminés basiques (arg, his, et lys) et des 

interactions hydrophobes (acides aminés hydrophobes). Elle permet de doser des quantités de 

protéine de l'ordre du microgramme. L'extrait protéique a été dilué dans le réactif de Bradford 

selon le rapport (1:1, v/v). Après le mélange, l'intensité de la coloration a été déterminée au 

spectrophotomètre à 595 nm. La sérum albumine bovine a été utilisé pour établir la droite 

d'étalonnage dans les mêmes conditions. L’acide lactique, l’acetoine, l’acétate, le glucose, le 

galactose et le fructose ont été dosé par HPLC couplée à un détecteur UV à 210 nm 210 nm. Une 

colonne d’exclusion ionique Aminex HPX-87H est éluée à l’aide d’une solution de 5 mM 

d’acide sulfurique à 0.6 ml/min, maintenue à la température de 35 °C (Zhao et al,. 1997).  

11-Mesures physiques 

  La minéralogie de la pouzzolane, support d’immobilisation de souches de lactococcus, a 

été effectuée par diffraction aux rayons X. Les données de la diffraction sont fournis par le 

diffractomètre de marque Philips PW3710 de géométrie Bragg- Brentano en utilisant des filtres 

en Nickel pour les radiations alpha de Cu et K. Le voltage utilisé est de 30KV avec un ampérage 

de 20mA et un angle de balayage du scan allant de 0 à 60° chaque intervalle du scan couvre 

0,02°. L’imagerie électronique de la surface de la pouzzolane a été déterminée par un 

microscope électronique d’imagerie de surface SEM-FED model (JEOL-JSM-6301F). Le 

voltage d’accélération a été réglé à 7KV et la distance de travail à 15mm.  



                    Porosité  

Un milieu poreux est un matériau constitué des particules solides cimentées entres elles 

et formant un squelette autour du quels subsistent des espaces vides. L'autre phase qui est fluide, 

occupe le volume poreux constitué par les espaces vides de la phase solide. La porosité (degré 

de vide) c'est la fraction volumique occupée par le fluide entre les grains (Menoret, 2001). 

 

                                                                                           Φ : Porosité totale du matériau. 

             

Densité et masse volumique  

     

La masse volumique apparente d’un matériau est mesurée en effectuant le rapport masse 

sèche sur volume. Cette mesure prend en compte dans l’estimation du volume, les vides 

ménagés par la porosité du matériau. La masse volumique s’exprime en Kg.m-3.L’augmentation 

de volume et de masse provoquée par l’introduction du matériau dans une éprouvette d’eau 

permet d’estimer sa masse volumique réelle, c’est à dire le rapport entre masse de matériau sec 

et le volume qu’il occupe sans prise en compte des vides. La densité s’obtient en faisant le 

rapport entre la masse volumique réelle du matériau et celle de l’eau (Menoret, 2001). 
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matériauρ  : Masse volumique du matériau (Kg.m-3). 
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d : Densité du matériau, le cas de pouzzolane la densité est égale à 1,02 (Menoret, 2001). 

             Aire spécifique 

L’aire spécifique As d’un matériau correspond à la surface totale des particules par unité 

de volume. L’hypothèse de la sphéricité des particules est couramment admise pour estimer As. 

Le cas de pouzzolane, la surface spécifique est estimée à > 5900 cm2 / g (Menoret, 2001). 

Le pH 

Le potentiel hydrogène a été déterminé par méthode électrochimique après étalonnage de 

l’électrode à l’aide de solution tampon appropriées et compensation de la température. Le model 

Hanna instrument a été utilisé. Les valeurs trouvées sont exprimées en unité pH. 

 

 

           

Volume d’eau nécessaire à la saturation 

Φ

                   Volume du matériau saturé 



  La conductivité électrique  

Mesuré par voie électrochimique à l’aide d’un appareil de type Hanna. Les valeurs 

trouvées sont exprimées en micro siemens par centimètre carrée.  

12 - Analyses Statistiques    

      Toutes les expériences ont été effectuées en double avec un plan en blocs aléatoires 

complets, et les données ont été analysées par analyse de la variance (ANOVA) avec 

détermination de la plus petite différence significative (ppds) à p <0,05. 



-Aperçu sur le bassin laitier du moyen Cheliff 

       La région de plaine de moyen Cheliff qui peut être qualifiée de bassin laitier est 

représentative de la problématique nationale où l’on enregistre un taux moyen de près de 50% de 

couverture des besoins en lait par la production annuelle du lait cru (Belhadia et al., 2014) Cette 

plaine se positionne au nord du bassin du Chélif (nord-ouest de l’Algérie) à environ 150 km à 

l’ouest d’Alger et à 35 km à vol d’oiseau de la méditerranée. 

         

                 Figure 6 : Localisation de la zone d’étude (source Atlas mondial, année 2005) 

          
La zone d’étude couvre la vallée du Cheliff, depuis 11 Km de l’amont d’Oum Drou, jusqu’à 

10 km en aval de Boukadir. Elle s’étend dans la partie centrale jusqu’à Ouled Fares dans la 

vallée de l’affluent dit Oued Ouahrane. Ce secteur est limité au Nord par les monts de Medjadja 

(flanc sud du Dahra) d’altitude moyenne de 600 met au Sud par le massif de L’Ouarsenis 

d’altitude moyenne de 1200 m. Ce bassin laitier s’étend sur les communes d’Ouled Abbes, Oum 

Drou, L’abiodh Medjadja, Chlef, Chettia, Ouled Fares, Sobha, Oued fodda, Oued Sly et 

Boukadir. Trois étages bioclimatiques caractérisent le bassin sur le plan morphologique ; les 

collines de Medjadja de 400 à 500 m d’altitude, les montagnes rouges et leur prolongement 

oriental de 160 à 200m, les plateaux situés au sud est et au sud-ouest du chef-lieu de 200 à 350 m 

de hauteur, La plaine forme une étroite bande dans sa partie orientale d’une dizaine de 

kilomètres de largeur qui draine le Cheliff. Le climat du périmètre est rude et contrasté par des 

étés chauds et des températures basses en hiver, avec des précipitations moyennes annuelles de 

l'ordre de 250 mm Les études pédologiques effectuées dans cette région et citées par Douaoui et 



al. (2004) montrent que les sols de la plaine sont globalement formés de sols peu évolués 

caractérisés par une teneur en limon élevée et une structure faiblement développée surtout en 

profondeur sur le plan physico chimique se sont des sols calcimagnésiques plus argileux avec 

accumulation de calcaire en profondeur. L’agriculture est la principale activité elle constitue 

45% du revenu du périmètre dont la composante principale est l’arboriculture secondée par le 

maraichage puis la céréaliculture. 

 
2- Caractéristiques des laits de vaches, de chèvres et de brebis et élaboration du souchier  

        Au total deux cent échantillons de laits ont été collectés à partir de différentes origines 

animales dont cent (100) échantillons d’origine bovine, cinquante (50) caprine et cinquante (50) 

ovine. Une caractérisation physicochimique et biochimique globale a été réalisée et les résultats 

trouvés sont consignés respectivement dans les tableaux 6 et 7.  

 
          Tableau 6 : Caractéristiques physico chimiques des laits de prélèvements (Saison printanière valeurs 

moyennes de deux années successives 2005/2006) 
 
 
 

 

 

            
Tableau 7 : Caractéristiques biochimiques des laits de prélèvements (Saison printanière valeurs 

moyennes de deux années successives 2005/2006). 
 

 

 

  

                  

 

Les laits retenus pour l’isolation microbiologique des espèces appartenant au genre 

lactococcus sont sur le plan physico-chimique et biochimique des laits normaux. Toute 

modification à ce niveau serait signe de pathologie. La mesure des variations du potentiel 

électrique (ou de la conductivité) du lait des premiers jets peut révéler d’éventuelles mammites. 

Selon Biggadike et al. (2002) la conductivité électrique dans les premiers jets serait directement 

proportionnelle à la gravité de l’infection du pis. D’après Norberg et al. (2004) la conductivité 

du lait d’un quartier sain est en général comprise entre 400 et 550µS/cm à 25°C. Cependant de 

nombreux facteurs de variation existent entre autre la « race » qui peut avoir une influence sur la 

Paramètre        Vache                     Chèvre                         Brebis 
 

Densité 15°C g/l 
CE 20°C    µS /cm 

pH 20°C 

         
1,033 ± 0,044 
  600 ± 54 
  6,6 ± 0,4 

        
    1,032 ± ,012 
       560 ± 2 
       6,5 ± 0,2      

             
       1,034 ± 0,05 
           40 ± 10 
           6,7 ± 0,25 

Paramètre g/l Vaches                           chèvres                                   Brebis 
Extrait sec total 
Matière grasse 

Lactose 
Protéines 
Chlorures 
Cendres 

138,5 ± 1,2 
50 ± 2 

48,02 ± 2,5 
34,59 ± 0,4 
1,49 ± 0,75 

7,1 ± 0,2 

134 ± 0.5 
41 ± 3 

45 ± 2,6 
34 ± 0,6 

1,11 ± 0.5 
8,4 ± 0,3 

183 ± 1,2 
65 ± 2 

51 ±1,4 
57 ± 1,2 

3,12 ± 0.5 
9,5 ± 0,4 



conductivité du lait (Jacquinet, 2009). Un taux de chlorures anormalement élevé peut être un 

signe très révélateur de mammite. Selon Bradley et Greent (2000) une composition normale d’un 

lait n’est pas une garantie suffisante d’absence de pathologie chez l’animal surtout dans le cas 

des mammites subcliniques. La réponse immunitaire de l’animale envers une invasion par un 

agent de mammite est l’envoi de leucocytes dans le lait pour neutraliser l’attaque du pathogène 

(Duval, 1995). 

De plus la production d’acide lactique par les bactéries lactiques pendant la fermentation 

est responsable d’une réduction du pH du milieu de culture et d’une augmentation de sa 

conductivité électrique, due à l’accumulation des ions lactate (Latrille et al., 1992). Selon ces 

auteurs, la mesure de la conductivité électrique du milieu permet, indirectement, d’estimer les 

concentrations cellulaires, en substrat et en produits. Carvalho et al. (2003) ont ainsi montré que 

le suivi de la conductivité électrique au cours de la fermentation est une méthode rapide et 

reproductible, qui permet de vérifier l’effet des conditions de production.  Suite à cela nous 

avons entrepris une recherche de bioindicateurs associés  à la présence de mammites 

particulièrement  les staphylocoques a coagulase positive qui sont très fréquents et très 

persistants que ce soit dans le cas de mammites cliniques ou subcliniques ainsi que la 

numération des globules blancs (Cervinkova et al., 2013).  

Les laits de composition normale et n’abritant pas de staphylocoques a coagulase positive 

et dont la numération en globules blancs ne dépassant le niveau de 250 .103 cellules 

leucocytaires ont été retenus pour l’isolation sélective des lactocoques. En final nous avons pu 

collecter vingt et une souches persistantes par culture sur milieu M17 appartenant à l’espèce 

Lactococcus lactis dans le bassin laitier du moyen Chélif et dont les tentatives d’identification 

montrent la distribution suivante : 

    - 14 isolats de souches de Lactococcus lactis subsp lactis ; représentent 66,66 % 

    - 03 isolats de souches de Lactococcus lactis subsp cremoris ; représentent 14,30 % 

    - 04 isolats de souches de Lactococcus lactis subsp diacetylactis. représentent19, 04 % 

     Les résultats trouvés révèlent que globalement les souches isolées de Lactococcus lactis 

représentent 66,66 % pour la sous espèce lactis, 14,30 % pour la sous espèce cremoris et 19,04 

% pour la sous espèce lactis Diacetylactis. La distribution centésimale des sous espèces par type 

de lait est reportée dans la figure 7.  Le profil de distribution des sous espèces par type de lait 

montre une dominance de la sous espèce lactis dans le lait de vache et de chèvre, par contre dans 

le lait de brebis la sous espèce cremoris semble être la plus présente. 



               
       Figure 7 : Distribution annuelle moyenne en pourcent des sous espèces de lactococcus lactis dans le lait de 

vache, de brebis et de chèvre dans le bassin laitier du moyen Chellif. 
 

3- Persistance saisonnière des souches de Lactococcus lactis dans les trois types de lait 

La répartition moyenne par sous espèce dans les différents type de lait en fonction des 

saisons de prélèvement est représentée par les histogrammes des figures 9 et 10. Les taux de 

présence sont calculés par rapport au total de la microflore. Dans le tableau 7 sont mentionnés les 

sous espèces de Lactococcus lactis selon leur appartenance animale. 

 

                             

 

 

 

 

 

 

 

 

           Figure 8 : Carte représentant les sites de prélèvements et de persistance de sous espèces de lactococcus 

lactis selon l’appartenance animale. 
 
 

                       
                Figure 9 : Prévalence de la sous espèces Lactococcus lactis subsp lactis en fonction des saisons et de l’origine 

animale dans le bassin laitier du moyen Chellif. 



 
 

                 
           Figure 10 : Prévalence de la sous espèces Lactococcus lactis subsp cremoris en fonction des saisons et de 

l’origine animale dans le bassin laitier du moyen Chellif. 
 

Le profil de distribution des sous espèces par type de lait montre une : 

          -   Dominance de la sous espèce lactis dans le lait de vache et de chèvre. 

          -   Dominance de la sous espèce cremoris dans le lait de Brebis. 

          -   Absence de la sous espèce cremoris dans le lait de chèvre. 

 
4- Caractéristiques phénotypiques des isolats 

      Sur le plan morpho-culturale et microscopique toutes les colonies prélevées à partir du 

milieu M17 sont rondes ou lenticulaires, à contour régulier, d’un blanc opaque. Les cellules sont 

sous forme de coques isolées, en paires ou en chaînettes à Gram + et catalase négatif, non 

motiles et asporulées, anaérobies facultatives.  

Toutes sont capables de croitre à 10 et 30°C et à 2% et 6% de NaCl faiblement à 45°C et 

pas à pH 9,6.  Selon Petranxiene et Lapied (1981), ces souches peuvent être des 

lactocoques. Les critères utilisés pour déterminer l’espèce et la sous espèce et les résultats 

obtenus sont consignés dans les tableaux 9, 10, 11, 12 ,13 et 14. Les souches des isolats 

ont été identifiées en se basant sur leurs caractéristiques physiologiques et biochimiques 

données par Dellaglio et al. (1994) ; Stiles et Holzapfel (1997), Schleifer et al. (1985) et 

Guiraud (1998). Le caractère homofermentaire du glucose est confirmé par l’absence de 

production de CO2 et exclusivement de l’isomère L+ lactate. A ce stade les isolats ont été 

confondus avec les espèces du genre Enterococcus habituellement décrites dans la 

littérature. 

 

 

 

 

 



         Tableau 8 : Répartition saisonnière des souches de lactococcus selon l’origine animale 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’utilisation des galeries API 50CHL (Bio Mérieux) nous a permis la confirmation de 

leur appartenance au genre lactococcus. Ces caractères de résistance à 6% de NaCl, et de 

capacité de cultiver en présence de 40% de sels biliaires, d’hydrolyse de l’esculine et de croitre à 

45°C (faiblement) font la particularité de ces souches et déterminent leur atypicité.  

Ce phénomène a été également décrit par Karam et Karam (2006) dans leurs travaux sur 

la microflore des laits de chamelles du sud algérien. Ces auteurs expliquent ce comportement par 

l’adaptation physiologique de ces souches à un environnement riche en NaCl. Le bassin laitier du 

moyen Chellif, comme il a été décrit précédemment est un écosystème de climat aride et de sols 

plus ou moins fortement salinisés, la biocénose subit ces contraintes et fini par s’adapter. Doui et 

al. (2009) rapportent également que certaines souches du genre Lactococcus isolées à partir du 

beurre de brebis présentaient les mêmes caractéristiques.  

Ce comportement particulier d’halo-résistance et de thermotolérance peut présenter un 

intérêt technologique car elles pourraient en effet être testées dans l’élaboration de produits 

lactofermentés salés (fromages, viandes, végétaux, …). Par ailleurs Schleifer (1998) signale que 

les sous espèces lactis et diacetylactis résistent à 40% de sels biliaires par contre ce 

comportement est variable chez la sous espèce cremoris. Les souches qui se cultivent sur lait 

bleu de Sherman (réductase +) et fermentent le maltose, possédant une arginase et produisent de 

l’acetoine, possèdent une citratase sont présumés être des Lactococcus lactis subsp Diacetylactis.  

Origine du lait                    Espèce Code Saison d’apparition 
Vache Lc lactis subsp. cremoris 1 

Lc lactis subsp.lactis biovar 
diacétylactis 1 

Lc lactis subsp. lactis biovar 
diacétylactis 4 

Lc lactis subsp. Lactis1 

Lc lactis subsp. Lactis2 

Lc lactis subsp. Lactis7 
Lc lactis subsp. Lactis10 

Lc lactis subsp. Lactis11 

Lc lactis subsp. Lactis 5 
Lc lactis subsp. Lactis 6 
Lc lactis subsp. Lactis 8 

Lcc1 
 
Lcd1 
 
Lcd4 
Lcl1 
Lcl2 
Lcl7 
Lcl10 
Lcl11 
Lcl5 
Lcl6 
Lcl8 

              Hiver 
             
           Printemps 
               
               Hiver 
               Hiver 
               Hiver 
           Printemps 
               Eté 
               Eté 

   Eté 
   Eté 
   Eté 

Chèvre  

 

Lc lactis subsp.lactis3 
Lc lactis subsp.lactis 4 

Lc lactis subsp.lactis9 

Lc lactis subsp.lactis12 
Lc lactis subsp.lactis13 

Lc lactis subsp.lactis biovar 
diacétylactis2 

Lcll3 
Lcl4 
Lcl9 
Lcl12 
Lcl13 
Lcd2 

Hiver 
         Printemps 

Eté 
Eté 
Eté 

 
         Printemps 

Brebis Lc lactis subsp. cremoris2 

Lc lactis subsp.lactis biovar 
diacétylactis3 

Lc lactis subsp.lactis14 

Lc lactis subsp. cremoris C’ 

Lclc2 
Lcd3 
Lcl14 
 
lcC’ 

                     
             Hiver 
          Printemps 
             Eté 
             Eté 



Celles qui sont incapables de produire de l’acetoine sont des lactococcus lactis subsp 

lactis. Les sous espèces de lactococcus lactis subsp cremoris par contre ne peuvent fermenter le 

maltose et ne produisent pas d’arginase. Habituellement, les lactocoques croissent dans 0,5 à 4% 

de NaCl, voire 6,5% de NaCl pour certaines espèces telle que L. lactis subsp. lactis (Hamasaki et 

al., 2003). Leur croissance est inhibée à des pH inférieurs à 4,4. La plupart des espèces sont 

mésophiles leur température optimale étant voisine de 30°C, mais elles se développent 

généralement à 10°C. 

      Tableau 9 : Caractéristiques des souches de lactococcus lactis originaires du lait de vaches. 

 

                          
 
 
 
 
 

Origine du lait                                                         Lait de vache 

Saisons            Hivers                             Printemps               Eté 

Caractère/ Souches V1 V2 V3 V1 V2 V3 V4 V5 V1 V2 V3 

Gram + + + + + + + + + + + 
Oxydase - - - - - - - - - - - 
Catalase - - - - - - - - - - - 

Hémolyse γ γ γ γ γ γ γ γ γ γ γ 
Croissance à : 

10°C 

30°C 

45°C 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 pH 9,6     - - - - - - - - - - - 
Type respiratoire µA µA µA µA µA µA µA µA µA µA µA 
Type fermentaire Ho Ho Ho Ho Ho Ho Ho Ho Ho Ho Ho 
Croissance à : 

2% 

4% 

6,5% de NaCl 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 sur milieu bilié + + + + + + + + + + + 
Résistance 30 mn à 

63°C 

- - + - - - + - - - + 

Croissance sur lait 

Sherman 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

Hydrolyse de 

l’arginine 

+ + - + + + + + + + + 

Résistance au tellurite + - - - - - - - - - + 
Gélatinase - - - - - - - - - - - 
Citratase 

Acetoine 

- 
- 

- + - 
- 

- 
- 

+ 
+ 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 

Lait tournesolé 

Hydrolyse esculine 

ARC 
+ 

ARC 
+ 

ARC 
+ 

ARC 
+ 

ARC 
+ 

ARC 
+ 

ARC 
+ 

ARC 
+ 

ARC 
+ 

ARC 
+ 

ARC 
+ 

Hydrolyse de 

l’amidon 

- - - - - - - - - - - 

Espèce LcL1 LcL2 LcC1 LcL5 LcL6 LcD1 LcL7 LcL8 LcL10 LcL11 LcD4 



Tableau 10 : Profil de fermentation des sucres des isolats du lait de vaches. 

 

Tableau 11 : Caractéristiques des souches de lactococcus lactis originaires du lait de chèvres. 

                                                                                    Lait de vaches 

Lactose + + + + + + + + + + + 

Glucose + + + + + + + + + + + 

Galactose + + + + + + + + + - - 

Maltose + + + + + + + + - + + 

Mélibiose - - - - - - - - - - - 

Sorbitol - - - - - - - - - - - 

Raffinose - - - - - - - - - + + 

Xylose + - - + + + - - - + + 

Mannitol - - - - - - - - - - - 

Arabinose - - - - - - - - - - - 

Tréhalose + + + + + + + + - + + 

Cellobiose + + + + + + + + + + + 

  Inositol + + + + + + + + - + + 

  Espèce Lc.L1 Lc.L2 Lc.L5 Lc.L6 Lc.L7 Lc.L8 Lc.L10 Lc.L11 Lc.C1 Lc.D1 Lc.D4 

Origine du lait Lait de chèvre 

Saisons Hivers Printemps Eté 
Caractère/ Souches C1 C2 C1 C2 C1 C2 

Gram + + + + + + 
Oxydase - - - - - - 
Catalase - - - - - - 
Hémolyse γ γ γ γ γ γ 
Croissance à : 

10°C 

30°C 

45°C 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

Croissance à pH 9,6 - - - - - - 
Type respiratoire µA µA µA µA µA µA 
Type fermentaire Ho Ho Ho Ho Ho Ho 
Croissance à : 

2% 

4% 

6,5% de NaCl 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 sur milieu bilié + + + + + + 
Résistance 30 mn à 63°C - - - + - - 

lait de Sherman + + + + + + 
Hydrolyse de l’arginine 

Acetoine 

+ 
- 

+ 
- 

+ 
+ 

+ 
- 

+ 
- 

+ 
- 

Résistance au tellurite + - - - + - 
Gélatinase - - - - - - 
Citratase - - + - - - 
Lait tournesolé ARC ARC ARC ARC ARC ARC 
Hydrolyse de l’amidon 

Hydrolyse esculine 

- 
+ 

- 
+ 

- 
+ 

- 
+ 

- 
+ 

- 
+ 

Espèce LcL3 LcL4 LcD2 LcL9 LcL12 LcL13 



             Tableau 12 : Profil de fermentation des sucres des isolats du lait de chèvres 
                       
 
                    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 13 : Caractéristiques des souches de lactococcus lactis originaires du lait de brebis. 

 
 
 
         
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lait de chèvre 
Lactose + + + + + + 
Glucose + + + + + + 

Galactose + + + - + + 
Maltose + + + + + + 

Mélibiose - - - - - - 
Sorbitol - - - - - - 

Raffinose - - - + - - 
Xylose - - + + + + 

Mannitol - - - - - - 
Arabinose - - - - - - 
Tréhalose + + + + + + 
Cellobiose + + + + + + 

Inositol + + + + + + 
Espèce Lc.L3 Lc.L4 Lc.L9 Lc.D2 Lc.L12 Lc.L13 

Origine du lait Lait de brebis 
Saisons Hivers Printemps Eté 
Caractère/ Souches B1 B1 B2 B1 SI1 SI2 

Gram + + + + + + 
Oxydase - - - - - - 
Catalase - - - - - - 
Hémolyse γ γ γ γ γ γ 
Croissance à : 

10°C 

30°C 

45°C 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

Croissance à pH 9,6 - - - - + + 
Type respiratoire A-A A-A A-A A-A A-A A-A 
Type fermentaire Ho Ho Ho Ho Ho Ho 
Croissance à : 

2% 

4% 

6,5% de NaCl 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

Croissance sur milieu bilié + + + + + + 
Résistance 30 mn à 63°C - - - + - - 
sur lait de Sherman + + + + + + 
Hydrolyse de l’arginine 

Acetoine 

  - 
        - 

- 
- 

+ 
+ 

+ 
- 

+ 
- 

- 
- 

Résistance au tellurite - - - - - - 
Gélatinase - - - - - - 
Citratase + + + - - + 
Lait tournesolé ARC ARC ARC ARC ARC ARC 
Hydrolyse de l’amidon 

Hydrolyse esculine 

- 
+ 

- 
+ 

- 
+ 

- 
+ 

- 
+ 

- 
+ 

Espèce Lc.C2 Lc.C’ Lc.D3 Lc.L14 Lc.L* Lc.C*
.
 



Tableau 14 : Profil de fermentation des sucres des souches des isolats du lait de brebis 

 

 
                       

 
          . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   + : Réaction positive ; - : réaction négative ;       A : acidification ; R : réduction ; C :     

coagulation ;         µA : micro-aérobie ;  

Ho : homofermentaire. V : isolat à partir du lait de vache.     B : isolat à partir du lait de 
brebis. C : isolat à partir du lait de    chèvre. S1 et S2 : bactéries lactiques présumées 
lactocoques isolées à partir de ferments lyophilisés. 

    

5- Discussion  

      Le développement des connaissances sur la population microbienne du lait cru est d'un 

grand intérêt. Avant les travaux de Desmasures (1995) aucune étude ne mettait en relation la 

composition globale de la flore de laits crus (flore d’intérêt technologique et flore indésirable) 

avec l’ensemble de leurs conditions de productions, c’est-à-dire avec l’ensemble des pratiques 

des producteurs. Julien et al. (2008) montrent dans leurs étude que les bactéries présentes dans 

les mamelles sont composées principalement de bactéries lactiques et leur nombre est limité par 

le système immunitaire de l'animal et les agents antimicrobiens sécrétés dans le lait. Le nombre 

et les types de microorganismes présents dans le lait sont influencés par la saison, la ferme, 

l'hygiène, l'alimentation. Le nombre de bactéries dans le lait varie de quelques centaines à 

plusieurs milliers par millilitre de lait fraîchement tiré des vaches saines (Michel et al., 2001). 

Peu d’études ont été publiées sur ce sujet.  

Une synthèse des données disponibles permet d’estimer ce niveau de la flore 

halotolérante à 10
3 

unités ufc.ml-1 de lait, la variabilité entre laits peut être très importante 

(Salama et al., 1995). Si l’on s’intéresse à l’exemple des lactocoques, les valeurs extrêmes du 

pourcentage de lactocoques dans la flore « totale » semblent être comparables entre laits 

fortement chargés (1 à 50% de lactocoques pour 178 laits refroidis ou non contenant 10
5 

à 10
8 

Sucre                                                Lait de brebis 
           Souches de 
référence 

Lactose + + + + + + 
Glucose + + + + + + 

Galactose + + - + + + 
Maltose + + + - - + 

Mélibiose - - - - - - 
Sorbitol - - - - - - 

Raffinose - - + - - - 
Xylose - - + - + - 

Mannitol - - - - - - 
Arabinose - - - - - - 
Tréhalose - - + + + - 
Cellobiose + + + + + + 

Inositol - - + + + - 
Espèce Lc.C2 Lc.C’ Lc.D3 Lc.L14 Lc.L* Lc.C* 



ufc.ml-1) et laits peu chargés (2 à 50% pour 69 laits réfrigérés de charge allant de 7.10
2 

à 7,9.10
4 

ufc.ml-1). Les valeurs moyennes publiées pour le pourcentage de lactocoques dans la flore « 

totale » varient d’environ 6 à 30% pour des laits fortement chargés, dans le cas de deux études 

portant sur des laits pauci-microbiens, elles sont de 7 à 13%. En valeur relative, le pourcentage 

des lactocoques dans la flore est donc au mieux équivalent voire plus faible dans les laits pauci-

microbiens. Par ailleurs il faut signaler que les méthodes de culture dépendantes ne permettent 

que la mise en évidence d’espèces cultivables dominantes et sont particulièrement inadéquates 

pour les microorganismes viables et non cultivables (Klijn et al., 1995).  

 En Algérie peu d’études sur les bactéries lactiques ont été entreprises que soit celles 

d’origines bovine, caprine ou ovine c‘est aussi l’avis de Karam (1995). le peu existant n’est que 

fragmentaire. Cependant nous citerons ceux de Sellami et al. (2007) sur la flore lactique 

endémique du lait caprin dans la région de la kabylie (populations kabyle et Arabia) montrent 

que les lactocoques viennent en seconde position âpres les lactobacilles et représentent une 

moyenne de 22,9% de la flore lactique totale résidente chez la population de kabyle. Ce taux est 

constant chez la population Arabia et varie dans l’intervalle de 31,02 à 32,64% avec une faible 

variabilité inter-espèces. La répartition des genres dans les deux populations caprines semble 

montrer que le genre Lactobacillus est nettement prédominant dans la population Kabyle (61.48 

%); suivi de Lactococcus (22.9%). Les deux genres Leuconostoc et Lactococcus sont 

représentés de façon presque similaire dans la race Arabia (32.64 % et 31.02 % respectivement). 

Les auteurs soulignent que les espèces Lc subsp lactis, Lc subsp cremoris, diacetylactis et Lc 

plantarum sont les composantes de la flore lactococcique de la race Arabia par contre les 

espèces Lc. garviae, Lc. raffinolactis Lc hordeniae, Lc subsp cremoris Lcl subsp lactis et Lc 

plantarum sont retrouvées dans les laits de la race Kabyle. Cheriguene et al. (2007) dans leurs 

travaux sur les bactéries lactiques caprines à l’ouest algérien trouvent que les lactocoques sont 

les plus dominants et représentent 38% des isolats lactiques dont 60% sont Lactococcus lactis 

subsp lactis. Dans leur étude sur la diversité et la densité des bactéries lactiques caprines des 

zones arides du sud algérien Guessas et Kihal (2004) trouvent que (76.16%) des isolats 

cocciques sont des lactocoques avec une dominance  de Lactococcus lactis subsp. Lactis.  Les 

résultats des travaux de Moulay et al. (2013) montrent que le lait cru caprin des hauts plateaux 

contient une grande variété de bactéries lactiques. 

 Les lactocoques sont présents au premier plan et sont constitués de deux sous espèces 

lactis et cremoris. Dans le lait cru de vache à l’est algérien dans ses travaux, Bekhouche (2006) 

trouve que les coques (diplocoques et en chaînette) constituent 80,3 % de l‘effectif total des 

isolats dont le genre Lactococcus est représenté. De proches résultats ont été rapportés par Saidi 



et al. (2002) sur la caractérisation de 206 isolats de bactéries lactiques à partir de lait cru de la 

population caprine des régions arides, où ils ont montré une nette dominance des lactocoques 

(76.16%), et de l’espèce Lc. lactis subsp. Lactis particulièrement. Cette diversité, en relation 

avec la composition du lait cru de chaque population de chèvre, peut-être dû à l’aridité de 

l'environnement où vivent ces animaux comme signalé par Jenness (1979) ; Rameuf et al.  

(1991) ; Picque et al.(1992) et enfin Gomes et Malcata (1998). La structure du microbiote 

lactique peut être une résultante de la composition chimique et biochimique du lait. Ainsi la 

répartition des souches et aussi leur aptitude à croître dans ces laits ne sont pas identiques 

(Desmazeaud, 1994). Les souches de Lc. lactis subsp. lactis sont dominantes dans le lait cru.  

La présence d’une di/tripeptidase fixée à leur paroi leur permettent d’être non exigeantes 

sur le plan nutritionnel (Law, 1979 ; De Roissart, 1986 ; Sandine, 1988) d’où leur existence en 

plus grand nombre. Les souches de Lc. lactis subsp. cremoris en sont dépourvues et leur 

isolement est plus difficile, leur concentration y étant faible (Sandine, 1985).  Exterkate et De 

Veer (1987) montrent que c’est la caséine ß en association avec une faible concentration de 

caséine κ qui permet une croissance optimale de cette sous-espèce.  Ceci explique sa présence 

dans le lait de brebis qui se distingue des deux autres laits (de vache et de chèvre) par une 

richesse supérieure en matières grasses, en caséines S, ß et κ  et en minéraux (calcium et 

phosphore) ( Juillard et al., 1995). 

 Aptitudes technologiques des isolats  
 
6-1- Croissance et pouvoir acidifiant 
  
6-1.1- La croissance 

            La présente étude (macro et micro-cinétique) comparative des comportements de sous 

espèces des souches de Lactococcus lactis, appuyée par une analyse statistique, a permis de 

mettre en évidence l’hétérogénéité des comportements acidifiants inter-souches. En absence de 

limitation nutritionnelle et a pH non contrôlé la croissance détermine la cinétique d’acidification, 

et les phénotypes nutritionnels peuvent être distingués. Le milieu M17 lactose est 

potentiellement approprié à cette expérience puisque le panel de mesures qu‘il permet est plus 

important, cependant il est indispensable de vérifier que le comportement bactérien y est bien 

similaire à celui observé en milieu laitier. La mesure de la vitesse spécifique de croissance est un 

critère important dans l’appréciation des performances d’une souche microbienne. Ce paramètre 

est mesuré lors de la phase exponentielle de croissance tant que n’intervient pas un facteur 

limitant. Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 15. Un taux de croissance de 0,43 

h–1 est atteint par la souche Lc.L9 il est relativement supérieure à celui enregistré par la souche 



de référence Lc. L* (0,40 h-1). Les autres souches de Lc .lactis subsp lactis   montrent des taux de 

croissance allant de 0,34 à 0,38 h –1.  Les souches de Lactococcus Lactis subsp cremoris et Lc. 

Lactis biovar diacetylactis présentent des niveaux de croissance plus faibles (respectivement de 

0,35 h –1 et 0,33 h –1). 

Tableau 15 : Taux de croissance µ des souches appartenant à l’espèce Lactococcus lactis cultivées sur milieu M17 
à 30 °C. 

     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.1.2 - Pouvoir acidifiant :  

La détermination du pouvoir acidifiant de nos souches est suivie par la mesure du pH et 

de l’acidité Dornic en culture pure dans les intervalles de temps de 2, 4, 6, 8 et 24 h à 30°C. Les 

vitesses d’acidification mesurées pour chacune après 4, 8 et 24 h d’incubation à 30°C serviront à 

l’analyse statistique. Les résultats obtenus de l’évolution de l’abaissement de pH sont illustrées 

dans les figures respectives 11, 12,13 et 14. Comparativement à la souche de référence qui atteint 

une acidité de 86°D après 24 h d’incubation, les souches Lc. L9 et Lc. L13 sont légèrement plus 

acidifiantes. Elles atteignent des valeurs d’acidité respectives de 89°D et 87°D correspondant 

aux valeurs de pH 4 et 4,10 respectivement avec des vitesses d’acidification différentes. Ceci 

n’exclut pas l’importance des valeurs d’acidité atteintes par le reste des isolats de lactococcus 

lactis subsp lactis dont les valeurs d’acidité oscillent entre 69 °D et 85 °D. Par ailleurs les 

souches de Lc. Lactis subsp cremoris : lc.C1, Lc.C2, Lc C’ et Lc.C* présentent des valeurs 

d’acidité de 57°D, 60 °D, 58 °D et 58°D respectivement. Tandis que les souches de L.lactis 

subsp diacetylactis sont faiblement acidifiantes et leurs valeurs d’acidité ne dépassent pas 44 °D. 

Les souches de Lc. lactis subsp. Lactis sont plus acidifiantes que celles des sous espèces 

Cremoris et Diacetylactis. 

 

Souches µ h-1  Souches µ h-1 Souches µ h-1 
Lc.L1 0,38 ± 0,20 Lc.L9 0,43 ± 0,14 Lc.C’ 0,33 ± 0,12 

Lc.L2 0,38 ± 0,10 Lc.L10 0,38 ± 0,14 Lc.C* 0,35 ± 0,14 

Lc.L3 0,34 ± 0,15 Lc.L11 0,33 ± 0,12 Lc.d1 0,30 ± 0.12 

Lc.L4 0,37 ± 0, 17 Lc.L12 0,34 ± 0,17 Lcd2 0,28 ± 0,14 

Lc.L5 0,36 ± 0,12 Lc.L13 0,35 ± 0,13 Lcd3 0,27 ± 0,15 
Lc.L6 0,35 ± 0,14 Lc.L14 0,34 ± 0,13 Lcd4 0,28 ± 0,10 
Lc.L7 0,38 ± 0,13 Lc.C1 0,35 ± 0,15   
Lc.L8 0,36 ± 0,14 Lc.C2 0,38 ± 0,16   



 
 Figure 11 : Evolution du pH à 30°C, en fonction du temps des cultures pures de souches d’origine bovine  Lc.C1, 

Lc.D1, Lc.D4, Lc.L1, Lc.L2 , Lc.L7.LcL10 et LcL11. 

 

              
 

Figure 12 : Evolution du pH à 30°C, en fonction du temps des cultures pures de souches    d’origine bovine Lc.L5, 

Lc.L6, Lc.L8 (suite). 
 

Figure 13 : Evolution du pH à 30°C, en fonction du temps des cultures pures de souches d’origine caprine Lcl3,  Lcl4, 
Lcl9, Lcl12, Lcl13, Lcd2. 

                          
La production du lactate commence pendant la phase exponentielle et se poursuit durant 

la phase stationnaire. Ceci est confirmé par les travaux d’Eck (1987) où la quantité d’acide 

lactique produite par des souches industrielles de Lactococcus lactis à la fin de la phase 

exponentielle était de 0,37% et qui atteint 0,57 % pendant la phase stationnaire. 

 



                      
           Figure14 : Evolution du pH à 30°C, en fonction du temps des cultures pures de souches d’origine ovine 

Lcc2, Lcd3, Lcl14. 
         
  Le découplage entre la multiplication et la production d’acide semble lié à une sensibilité 

différente des réactions intervenant dans la croissance et dans la glycolyse vis à vis des 

conditions du milieu. En cours de fermentation, la multiplication des cellules est bloquée par 

l’acidité développée. Les lactocoques ont un pH optimal d’action de 6,5 et un pH minimal de 4,5 

(De Roissart, 1986). Au-dessous de pH 4,5, l’activité et la stabilité de nombreuses enzymes est 

fortement réduite (Choisy et al., 1987). Des pH plus inférieurs provoquent des dommages 

cellulaires (Novel,1993). Une acidification trop lente ou trop faible est également à l’origine des 

défauts de qualités de certains produits fermentés. Elles provoquent notamment pour les 

fromages un égouttage insuffisant, un risque de contamination par d’autres flores ou un excès de 

lactose avec risque de post–acidification, entraînant des conséquences sur les qualités 

technologiques, sanitaires et organoleptiques du produit fini. L’acidité du lait étant comprise 

entre 15 °D et 20 °D. Après 2h d’incubation, elle reste presque inchangée pour la totalité des 

souches. Ceci correspond à la phase de latence nécessaire à leur adaptation aux conditions de 

culture. Au-delà de cette phase, les souches présentent des niveaux d’acidité variables et c’est au 

cours de cette étape qu’on peut distinguer des différences entre les espèces et entre les souches 

de la même espèce. Ceci est en parfaite concordance avec les résultats de Cogan (1980). La 

caractérisation des valeurs cardinales enregistrés durant l’acidification exprimés en unité pH et 

de temps sont enregistrés dans le tableau 17. L’analyse en composantes principales (ACP) a été 

effectuée à l’aide du logiciel stat-Itcf. Cette technique de traitement des données, permettant de 

représenter visuellement les proximités entre les individus et entre les variables. Elle permet 

d’évaluer le comportement d’une variable par rapport aux autres variables et d’établir des 

corrélations entre elles. 



  6.1.3 - Analyse statistique  

Dans une première étape, les variables représentant la plus grande variance sont groupées 

pour former le premier axe. Le deuxième axe représente la prochaine plus grande variance et 

ainsi de suite, jusqu'au moment où toute la variance des données est représentée. L’analyse des 

valeurs propres de chaque axe permet d’identifier le nombre d’axes nécessaires pour bien 

expliquer la variance des données étudiées. Une fois les axes d’études choisis, les variables sont 

positionnées dans un espace bidimensionnel, selon le comportement de leur variance par rapport 

aux axes en question. Lorsque des variables sont représentées par deux points proches, cela 

signifie qu’elles se comportent de façon similaire.  

Dans une deuxième phase, les individus sont positionnés par rapport aux variables. Des 

individus caractérisés par des valeurs de coordonnées proches d’une variable sont caractérisés 

par un comportement similaire à la variable en question, et aussi entre eux. Pendant l’analyse des 

résultats d’une ACP, il est nécessaire de faire attention à la position des variables et des individus 

par rapport aux axes pour pouvoir bien expliquer les différences de comportements observés.  Le 

classement des souches s’est fait en tenant compte de tous les caractères étudiés. La mesure du 

pH remplace de plus en plus celle de l’acidité titrable. En effet, elle est facile à exécuter et ne 

s’affecte que par un très faible coefficient de variation. Dans le cadre de notre travail, quatre 

différents descripteurs caractéristiques de l’activité acidifiante ont été calculés dans le but de 

caractériser le pouvoir acidifiant nécessaire à la comparaison des performances des souches 

étudiées (Pique et al., 1992 ; Zarata et Basso, 1992). Les descripteurs calculés sont : 

Vm : Vitesse maximale d’acidification  

Tm : Temps ou intervient Vm 

pHm : pH maximum 

pHf : pH final 

               Cette approche généralise la description du comportement d’acidification d’un large 

nombre de souches par l’application des techniques basées sur l’analyse statistique multivariée. 

De ce fait un quatrième descripteur est ajouté aux quatre précédant ; il s’agit de la vitesse 

spécifique de croissance ou taux de croissance µ. Une analyse exploratrice des données obtenues 

est appliquée, elle est basée sur différentes représentations graphiques qui tiennent comptent des 

paramètres estimées dans le tableau16. Nous avons introduit cinq variables et avant d’entamer 

l’analyse des résultats, nous avons déterminé les liens entre ces variables par études des 

corrélations deux à deux (Tableau17). Le degré de dispersion des variables (valeur propre ou 

variance) par rapport à leur point d'origine sur l'axe des composantes principales est déterminé. 

Ceci permet définir pour chaque axe le pourcentage par rapport à la variance totale 



                              Tableau 16 : Valeurs cardinales pour l’ensemble des isolats. 

 
                  V : Vitesse d’acidification (pH/ T).       pHm : pH maximum  Tm : Temps ou intervient Vm 

              Lc.L : Lactococcus lactis subsp lactis   Lc.D : Lactococcus Lactis subsp lactis biovar diacetylactis   pHf : 
pH final 
            Vm : Vitesse maximale d’acidification   Lc.C : Lactococcus lactis subsp cremoris      Lc.L*, lcc*: ferment 
industriel    
 
                             Tableau 17 : Corrélations entre les variables vm, pHm , pHf, Tm et µ 
 

                                    

     
          

 
Les axes 1 et 2 contribuent à représenter nos variables à 64,49 et 19,95 % 

respectivement. Ce pourcentage est beaucoup plus faible pour les axes 3 ,4 et 5 (10,29, 3,74 et 

1,53 respectivement). Les différentes composantes principales étant non corrélées entre elles. La 

part de l'information expliquée par deux axes du même plan est égale à une simple addition des 

parts des variances expliquées par chacun d'eux. Ainsi, le plan formé par les deux premiers axes 

explique 84,44 %, de la variance totale. 

Paramètre  pH  4 h 8 h 24 h Vm pHm Tm pHf 
Souches  0 h 4 h 8 h 24 h ∆pH V ∆p

H 
V ∆pH V     

 Lc.L1    1 6,61 6,01 5,41 4,21 0,6 2,50 0,6 1,25 1,2 0,83 2,5 6,01 4 4,21 
 Lc.L2       2 6,6 6,1 5,92 4,3 0,5 2,08 0,18 0,37 1,62 1,12 2,08 6,1 4 4,3 
 Lc.L3     3 6,6 6,51 5,2 4,35 0,09 0,37 1,31 2,73 0,85 0,59 2,73 5,2 8 4,35 
 Lc.L4     4 6,62 6,2 5,46 4,24 0,42 1,75 0,74 1,54 1,22 0,84 1,75 6,2 4 4,24 
  Lc.L5  5 6,56 6,09 4,75 4,42 0,47 1,95 1,84 3,83 0,33 0,22 3,83 4,75 8 4,42 
 Lc.L6        6 6,54 6,2 5,15 4,46 0,34 1,41 1,05 2,18 0,69 0,47 2,18 5,15 8 4,46 
 Lc.L7       7 6,63 5,98 4,7 4,15 0,65 2,70 1,28 2,66 0,55 0,38 2,7 5,98 4 4,15 
 Lc.L8     8 6,55 6,19 5,12 4,45 0,36 1,50 1,07 2,23 0,67 0,46 2,23 5,12 8 4,45 
 Lc.L9       9 6,65 6 5,8 4 0,15 2,70 0,70 1,45 0,80 0,55 2,7 6 4 4 
 Lc.L10     10 6,54 6,2 5,15 4,46 0,34 1,41 1,05 2,18 0,69 0,47 2,18 5,15 8 4,46 
 Lc.L11    11 6,4 5,5 4,75 4,25 0,9 3,75 0,75 1,56 0,5 0,34 3,75 5,5 4 4,25 
Lc.L12    12 6,6 5,98 5 4,21 0,62 2,58 0,98 2,04 0,79 0,54 2,58 5,98 4 4,21 
 Lc.L13   13 6,3 5,3 4,5 4,1 1,0 4,16 0,8 1,66 0,4 0,27 4,16 5,3 4 4,1 
  Lc.L*     14 6,6 6,02 5,4 4,2 0,58 2,41 1,2 2,5 2,4 1,66 2,5 5,4 8 4,2 
 Lc.C1       15 6,55 6,3 5,4 4,37 0,25 1,04 0,9 1,87 1,03 0,71 1,87 5,4 8 4,37 
 Lc.C2  16 6,56 6,2 5,4 4,32 0,36 1,50 0,80 1,66 1,08 0,75 1,66 5,4 8 4,32 
 Lc.C’   17 6,5 6,23 5,64 4,35 0,27 1,12 0,59 1,23 1,29 0,89 1,23 5,64 8 4,35 
 Lc.C*    18 6,64 6,4 5,8 4,38 0,24 1,00 0,84 1,75 2,26 1,57 1,75 5,8 8 4,38 
Lc.D1     19 6,58 6,5 6,41 5,15 0,08 0,33 0,09 0,18 1,26 0,87 0,87 5,15 24 5,15 

 Lc.D2    20 6,48 6,08 5,08 4,88 0,40 1,66 1,00 2,08 0,20 0,13 2,08 5,08 8 4,88 
 Lc.D3    21 6,58 6,51 6,18 5,1 0,07 0,29 0,33 0,68 1,08 0,75 0,75 5,1 24 5,1 
 Lc.D4  22 6,57 6,49 6,37 5,2 0,08 0,33 0,12 0,25 1,17 0,81 0,812 5,2 24 5,2 
 Lc.L14   23 6,6 5,8 5,1 4,5 0,80 3,33 0,70 1,45 0,60 0,41 3,33 5,8 4 4,5 

Variables Vm pHm Tm pHf µ 
Vm 1     

pHm 0,04 1    
Tm - 0,69 - 0,52 1   
pHf - 0,63 - 0,54 0,90 1  
µ 0,35 0,46 - 0,54 - 0,67 1 



       

                                    

   

Figure 15 : Cercle de variabilité en fonction des facteurs. 

L'information donnée par les trois premiers axes est de 94,73 %, à partir du quatrième 

axe, l'information obtenue devient assez faible pour être prise en compte. Les pourcentages de 

variation sont assez élevés pour les deux premiers axes avec un pourcentage cumulé de 84,44 %. 

Nous allons donc nous limiter à ces deux axes, où les variables sont mieux représentées 

(Tableau 19) pour nos interprétations. 

 
 6.1.4 - Etude des variables             

La contribution de chaque variable dans la formation d’une composante principale est 

donnée par le coefficient de corrélation entre la variable et l’axe considéré ; autant que ce 

coefficient est important autant que cette variable contribue dans la formation de l’axe. L'ACP, 

par son traitement multiparamétrique, permet de mettre en évidence les interactions entre les 

variables étudiées. En effet, la projection de toutes les variables dans l'espace factoriel décrit par 

l'ACP est exprimée par la coordonnée de la variable sur l'axe correspondant. Dans le cas d'une 

ACP normée, les coordonnées des variables sur les axes sont égales aux coefficients de 

corrélation de ces variables sur les axes. La description de la relation entre les variables est faite 

selon leurs directions dans le plan formé par deux composantes principales. Cette relation nous 

permet de voir comment les variables sont structurées. La part de variation d'une variable dans 

un plan peut être également expliquée en faisant la somme des r2 (cosinus carrés d'angles) ou 

coefficient de corrélation au carré, correspondant aux axes qui le composent (Tableau 19). Alors 

il apparaît que toutes les variables, sont bien représentées dans le plan principal. 

 

 

 

 



                            Tableau 18 : Corrélations des variables avec les axes principaux. 

Vm -0,70 0,49 -0,66 0,43 0,05 0,0025 -0,27 0,73 -0,03  
pHm -0,62 0,38 0,70 0,49 0,29 0,95 -0,20 0,04 -0,02 0,0004 
Tm 0,93 0,86 0,12 0,0144 -0,23 0,53 -0,15 0,0225 -0,19 0,036 
pHf 0,96 0,92 0,03 0,0009 -0,03 0,0009 -0,22 0,0484 0,19 0,036 
µ -0,75 0,56 0,23 0,53 -0,61 0,37 -0,05 0,0025 0,05 0,0025 

 
1ère colonne : Corrélations entre les variables et les axes principaux 
2ème colonne : Corrélations au carré. 

 
Le cercle de corrélation (Figure18) établi entre les deux premières composantes 

principales ne montre pas d'oppositions claires entre les groupes de variables et qu’elles sont 

proche de la périphérie du cercle, cela confirme qu’elles sont bien représentées (De La Garde, 

1983). Les coefficients de corrélations entre les axes principaux et les variables, montre que les 

descripteurs Tm et pHf sont fortement corrélés à l’axe 1 avec des corrélations au carré 0,86 et 

0,92 chacun. Les variables Vm, pHm et µ ayant des corrélations au carré de 0,43, 0,49 et 0,53 

respectivement et sont beaucoup mieux corrélés à l’axe 2. Sur la base de ces données l’axe 1 

sera représenté par les variables Tm et pHf, et l’axe 2 par les variables Vm, pHf et µ. 

 
Etude des individus  

Nous avons en définitif recherché une représentation des données facilitant la 

comparaison rapide des souches par l’ensemble de leurs caractères et leur regroupements. 

L’intérêt pratique par comportement similaire, le remplacement d’une souche par une autre ayant 

un caractère analogue devient facile et utile à la suite d'une attaque phagique par exemple. La 

projection des 23 individus sur le plan et en se rapportant aux distances de rapprochement entre 

ceux-ci. Grâce à cette notion de distance le repérage d’éventuels groupements devient possible.  

 
Groupe 1 : Ce groupe comporte 08 souches qui représentent 34,78 % du total de l’isolat, 

de vitesse d’acidification de 2,34. Ce groupe renferme toutes les souches des différents laits de 

vache, chèvre et brebis les plus acidifiantes (vitesse d’acidité élevée en un temps court (Tm = 4)) 

avec des pH maximum très faibles. Sur le plan défini par les axes 1 et 2 nous pourrons distinguer 

clairement 03 groupes de souches : 

   Groupe 2 : Ce groupe comporte 12 souches qui représentent 52,18 % du total de l’isolat 

ayant des vitesses d’acidification moyenne, où Vm moyenne = 2,20 ; inférieure à celle du premier 

groupe. Ces souches sont caractérisées par des pH m faible mais en un temps maximum Tm 

relativement supérieur à celui du premier groupe (Tm = 8). Toutefois, on remarque que l’individu 

5 se comporte d’une manière différente de celle des autres individus du groupe 2. Ceci dit qu’on 

peut le traiter comme un individu à part ; ayant une V m = 3,83 comparé à l’individu 3 du même 



groupe et qui a une V m = 2,73 et ayant en commun un Tm = 8, la souche 5, malgré sa vitesse 

élevée atteint un pH plus élevé que celui atteint par la souche 3 et est considérée comme une 

souche faiblement acidifiante par rapport à la majorité des souches du même groupe. 

 
Groupe 3 : Ce groupe comporte 03 souches   qui représentent 13,04 % de l’ensemble des 

souches étudiées, caractérisé par une vitesse d’acidification moyenne très faible par rapport à 

celle des deux premiers groupes Vm moyenne est égale à 0,810 et des Tm très lents (Tm = 24 h).  

Nous avons établit les profils de pH des souches isolées à 30°C et à 21°C car cette dernière est 

très utilisée pour la préparation des levains mésophiles dans les cuves de fabrication afin de 

maintenir les bactéries lactiques dans un pH optimal à leur activité et d’éviter leur dommage 

cellulaire et de reprendre leur croissance. L’examen des courbes représentées par les figures 

20,21, 22 pour 30°C et 23, 24 et 25 pour 21°C montre en général, que le pouvoir acidifiant est 

plus important à 30 °C qu’à 21 °C. Les écarts dans les valeurs du pH deviennent plus importants 

après les deux heures de culture, correspondant à la fin de la phase de latence. Après 24 heures 

d’incubation, les niveaux d’acidité sont les plus élevés pour s’estomper par la suite au-delà des 

48 heures.  

 

           
        

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 16 : Cercle de corrélation des variables A et Projection des individus sur le plan formé par entre les deux      

premiers axes B.   
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      Figure 17 : Allures d’acidification (°D) du lait à 30°C en fonction du temps par les souches d’origine bovine. 
 

      
 

Figure 18 : Allures d’acidification (°D) du lait à 30°C en fonction du temps par les souches d’origine bovine (suite). 
 

 

 
Figure 19 : Allure d’acidification (°D) du lait à 30°C en fonction du temps par les souches d’origine 

caprine.  

 
 

          Figure 20 : Allures d’acidification (°D) du lait à 30°C en fonction du temps par les souches d’origine ovine.  



Les résultats illustrés dans les figures 174,18, 19 et 20 pour la température de 30°C et 

21,22 23 et 24 pour la température de 21°C montrent que l’allure générale de la cinétique 

d’acidification exprimée en degré Dornic est similaire pour les souches locales ainsi que pour les 

souches industrielles. D’autre part, les profils des pH représentant chaque groupe de souches 

mettent en évidence l’incidence de la température d’incubation sur l’acidification. Les cellules 

cultivées à 30°C atteignent plus rapidement des pH acides et séjournent donc plus longtemps 

dans cet environnement acide ; ceci entraînerait une baisse de leur viabilité. C’est ainsi que 

Lucas et Reyrolle (1989) ; Boquien et al. (1988) ont constaté que les souches de Lactococcus 

lactis subsp lactis semblent peu atteintes alors que la sous espèce Diacetylactis et surtout 

Cremoris sont sensibles à ce maintien à des acidités élevées et leur viabilités se voit donc 

diminuée. Il en ressort qu’afin d’assurer un équilibre constant entre les différentes espèces d’un 

levain multiple, il faut particulièrement veiller au respect des conditions de leur fabrication et 

contrôler le plus possible les modifications éventuelles des flores. Au vu de ces résultats nous 

pouvons avancer que nos souches isolées localement sont intéressantes sur le plan technologique. 

En effet, leur comportement vis à vis de l’acidité aux températures particulièrement utilisées en 

industrie laitière (21 et 30°C) est identique à celui des souches industrielles. 

 

 
                       Figure 21 : Profil du pH à 21°C du lait en fonction du temps par des souches d’origine bovine.  

 

 

 



 
Figure 22 : Profil du pH à 21°C du lait en fonction du temps par des souches d’origine bovine.  
 (Suite) 

                 
                     Figure 23 : Profil du pH à 21°C du lait en fonction du temps par des souches d’origine caprine.  
 

                 
      Figure 24 : Profil du pH à 21°C du lait en fonction du temps par des souches d’origine ovine. 
 

7- La production d’amines biogènes 
 

Différentes souches de bactéries lactiques sont soupçonnées d’être à l’origine de la 

formation d’amines biogènes (Gonzalez et al.,1998). Les systèmes enzymatiques de ces bactéries 

sont capables de décarboxyler des acides aminés (histidine, tyrosine etc.) et de former des 

composés (histamine, tyramine, etc.) à l’origine d’allergie s’ils sont consommés en quantités 



importantes. L’histamine, résultante de la décarboxylation de l’histidine, est l’amine la plus 

toxique Certaines bactéries lactiques se trouvent parmi les germes les plus souvent incriminés 

dans sa genèse (Guiraud, 1998). Les résultats trouvés sont consignés dans le tableau 19. 

              Tableau 19 : Détermination de la variation du pH avec et sans Histidine après 24 h 
d’incubation. 

 

Souches 
pH en présence 

d’histidine. 
pH en absence 
de l’histidine 

Souches pH en présence 
 d’histidine 

pH en absence  
d’histidine 

Lc.L1 4,24 4,21 Lc.D4 4,28 4,25 
Lc.L2 4,30 4,30 Lc.D3 4,05 4,10 
Lc.L3 4,36 4,35 Lc.D2 4,25 4,21 
Lc.L4 4,26 4,24 Lc.D1 4,12 4,00 
Lc.L5 4,35 4,35 Lc.C* 4,34 4,38 
Lc.L6 4,36 4,32 Lc.C’ 4,50 4.50 
Lc.L7 4,46 4,46 Lc.C2 4,88 4,88 
Lc.L8 4,45 4,45    
Lc.L9 4,39 4,42    

Lc.L10 4,45 4,46    
Lc.L11 4,37 4,37    
Lc.L12 5,05 5,15    
Lc.L13 5,12 5,10    
Lc.L14 5,24 5,20    
Lc.L* 4,20 4,20    
Lc.C1 4,12 4,15    

         

        Les variations du pH sont négligeables et quasi nulles pour l’ensemble des souches. Ceci 

indique qu’aucune souche n’est à l’origine de la formation d’histamine après 24 heures 

d’incubation.  

 8 - L’antibioresistance : 
La présence d’antibiotiques dans les laits peut être due au traitement des mammites. La 

plupart des bactéries y sont sensibles. Il n’est pas souhaitable de sélectionner, dans la 

composition des ferments, des souches résistantes aux antibiotiques, car ingérées par l’homme, 

elles sont susceptibles de transférer ces caractères aux autres bactéries du tube digestif. De plus, 

l’augmentation de l’ingestion d’antibiotiques par l’homme peut entraîner des risques d’allergie. 

Enfin, des bactéries résistantes aux antibiotiques peuvent avoir, en plus, perdu certaines de leurs 

caractéristiques originelles. Le test d’antibiogramme des souches de Lactococcus lactis nous a 

permis de déterminer la sensibilité ou la résistance de ces souches vis à vis de quelques 

antibiotiques les plus usuels. Les antibiotiques testés appartiennent aux familles suivantes 

(tableau 20) : β-lactamines (Pénicilline, oxacilline et ampicilline), macrolides (érythromycines). 

Les résultats de ces tests sont regroupés dans le tableau 19 et nous remarquons que les souches 

Lc.L5, Lc.L7, Lc.L10, Lc.L12, Lc.L13, Lc.L14, Lc.D2, Lc.D4 et Lc.C’ sont sensibles vis-à-vis de 

l’ensemble des antibiotiques, la souche LcL1 est résistante à l’oxacilline et l’ampicilline, la 

souche Lcl9 résistante à la pénicilline, les souches Lc.D1et Lc.L11 sont résistantes à 



l’érythromycine et l’ampicilline et enfin les souches industrielles sont sensibles à tous les 

antibiotiques testés.   

          Tableau 20 : Antibiogramme des souches de L.lactis 

                                 
                          
 

 
                
                                      
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

9 – 

Activité protéolytique  

L’activité protéolytique est nécessaire au métabolisme azoté des bactéries lactiques et 

intervient sur les caractéristiques des produits laitiers fermentés. Les résultats obtenus sont 

reportés dans le tableau 21. 

Tableau 21 : Appréciation qualitative de l’activité protéolytique des cultures pures de lactococcus lactis à 30°C 
sur lait de Sherman après 24heures d’incubation. 

 
                               
 
 
 
 
 
 
                            
 
                          A : acidification ; A : alcalinisation ; P : peptonisation ; / : pas de modification 

 
 

 

Souches Pénicilline V Oxacilline Ampicilline Erythromycine Vancomycine 

Lc.L1 S R R L S 

Lc.L2 S R S R S 

Lc.L3 S S R S S 

Lc.L4 R S S S S 

Lc.L5 S S S S S 

Lc.L6 S L L R S 

Lc.L7 S S S S S 

Lc.L8 R S S S S 

Lc.L9 R S S S S 

Lc.L10 S S S S S 

Lc.L11 S L R R S 

Lc.L12 S S S S S 

Lc.L13 S S S S S 

Lc.L14 S S S S S 

Lc.L* S S S S S 

Lc.C1 L S S S S 

Lc.C2 L S S S S 

Lc.C’ S S S S S 

Lc.C* S S S S S 

Lc.D1 S S R R S 

Lc.D2 S S S S S 

Lc.D3 R S S S S 

Lc.D4 S S S S S 

Souches Activité protéolytique 

Lc.L1 AAP Lc.C1 AAP Lc.L9 AAP 

Lc.L2 AAP Lc.C2 AP Lc.L10 AP 

Lc.L3 AAP Lc.C’ AP Lc.L11 AP 

Lc.L4 AP Lcc* AAP Lc.L12 / 

Lc.L5 P Lc.D1 AP Lc.L13 AP 

Lc.L6 AP Lc.D2 AAP Lc.L14 / 

Lc.L7 AAP Lc.D3 P Lc.L* AAP 

Lc.L8 AAP Lc.D4 AP   



Les résultats mentionnés dans le tableau permettent de selon le comportement dans le lait 

bleu de Sherman : 

 
- Acidifiantes, Alcalinisante et Peptonisantes : Lc.L1, Lc.L2, Lc.L3, Lc.L7, Lc.L8, 

Lc.L9, Lc.C1 et Lc.D2  
- Acidifiantes et Peptonisantes : Lc.L4, Lc.L6, Lc L10, Lc.L11, Lc.L13, Lc.C2, Lc.C’, 

Lc.D1, Lc.D4. 
- Peptonisantes : Lc.L5, Lc.D3 
- Ne modifient pas le milieu : Lc.L14, Lc.L12 

 
Le système protéolytique des bactéries est constitué, de deux types d’enzymes 

distinctes les protéases et les peptidases. L’efficacité du système chez une souche sauvage (prt+) 

de Lactococcus lactis subsp. Lactis lui permet de se développer avec un temps de génération de 

30 mn à 30°C. La croissance de plusieurs souches de Lactococcus lactis subsp. Cremoris dans le 

lait apparaît limitée par la faible vitesse de la protéolyse des caséines du lait : les acides aminés 

les plus limitants étant la L-leucine et la l-phénylalanine. La limitation de la croissance dans le 

lait serait plutôt due à la faible disponibilité de di ou tripeptidases contenant ces deux acides 

aminés.  

En plus de son action sur la coagulation du lait lors de la croissance des bactéries 

lactiques, la protéolyse d’origine bactérienne est essentielle à l’affinage des fromages par le 

développement des flaveurs et de la texture (Law, 1984). La protéolyse peut générer des peptides 

de poids moléculaire variant de 1 à 12 KDa responsables de l’amertume de certains fromages 

durs ou semi-durs (Stadhouers et al., 1983). 

 
10 - Production du diacetyle    

Les souches que nous avons retenues pour cette activité sont celles qui produisent du 

diacetyle ; il s’agit des souches de Lactococcus lactis biovar Diacetylactis. Lcd1, Lcd2, Lcd3 et 

Lcd4. Les quatre souches ont été cultivées sur lait de vache et incubées à 21°C. Les résultats de la 

production du diacétyle sont illustrés dans la figure 25. Ils montrent que la production ne devient 

significative qu’à partir de 24 heures de croissance et chute brutalement au-delà. Les meilleurs 

résultats sont obtenus avec la souche LCD4 qui produit 2.74 ppm de diacétyle après 24 heures de 

croissance. 



 
     
        Figure 25 : Production du Diacetyle par les souches de Lactococcus lactis subsp Diacetylactis sur lait de 

vache à 21°C. 
 

La formation du diacetyle démarre tardivement, ce phénomène a déjà été remarqué par 

certains auteurs comme Oberman et al. (1982) qui expliquent que les souches de Lc. L biovar 

Diacetylactis, étant de pouvoir acidifiant faible mettent un certain temps (entre 6 et 9 h) pour 

abaisser le pH à un niveau favorable à la production du diacetyle. Selon Desmazeaud (1983) la 

première enzyme induite dans le métabolisme du citrate, la citrate perméase, de pH dépendante, 

ne devient fonctionnelle qu’a des valeurs de pH inférieures à 6. De ce fait, nous remarquons que 

la souche Lc.D2 qui est la plus acidifiante débute la production du diacetyle après 6 h de culture 

contrairement à la souche Lc.D4 qui n’acidifie qu’après 9 h de culture. Au-delà de 17 - 18 h une 

baisse maximale de pH est notée. Par contre Lcd1 et Lcd2 produisent des quantités plus faibles de 

diacetyle. La teneur en diacetyle décroît progressivement par la suite en raison de l’activité de la 

diacetyle-réductase impliquée dans la réduction du diacetyle en acetoine.  

Cette réaction est irréversible. Les composés responsables de l’arôme des divers produits 

laitiers sont nombreux parmi lesquelles le diacetyle, l’acétaldéhyde et probablement le CO2 et 

l’acétate sont les plus importants. Certains auteurs tels que Camus et al. (1951) attribuent cette 

faculté également à l’acetoine. Par contre, d’autres auteurs (Cogan, 1980 ; Sharp, 1978) affirment 

que l’acetoine n’a ni saveur ni odeur. Tous les composés aromatiques résultant de la dégradation 

du citrate qui, même n’étant présent dans le lait qu’en faible quantité (environ 8,3 mM) ils n’en 

représentent pas moins une constituante clef (Cogan, 1980).  

Le diacetyle et l’acetoine sont presque toujours étudiés ensemble. En fait ils sont très liés 

puisque le diacetyle donne par réduction l’acetoine. Cependant, comme nous l’avons déjà 

mentionné, seul le diacetyle est aromatique. Selon Bassit et al., (1994) qui ont étudié l’effet de la 

température sur la production du diacetyle en utilisant une culture pure de Lc. Diacetylactis 

CNRZ 483, avaient remarqué que la production du diacetyle était plus élevée à la température de 

18 et 21 °C que celle de 30 °C. Cependant Oberman et al. (1982) démontrent que la production du 



diacetyle augmente de 30 % quand la température de culture augmente de 23 °C à 28 °C en 

culture mixte. Cette contradiction est probablement due au fait que, dans une culture mixte, la 

cinétique de production du diacetyle est différente de celle d’une culture pure de Lc.l biovar 

Diacétylactis. (tableau 22) 

 
          Tableau 22 : Production du diacetyle par Lc.D1, Lc.D2, Lc.D3 et Lc.D4 sur lait de vache, de brebis et de 

chèvre. 
 

Animal Lcd 1 LcD2 LcD3 LcD4 
Vache               
Brebis               
Chèvre 

0,90 ± 0,3 
0,80 ± 0,5 
0,65 ± 0,7 

 2,27 ± 0,45 
1,242 ± 0,52 
1,097 ± 0,55 

1,16 ± 0,36 
0,81 ± 0,52 
0,98 ± 0,44 

2,73 ± 0,50 
1,74 ± 0,51 
1,63 ± 0,42 

 

Les valeurs de diacetyle obtenues sur lait de vache sont supérieures à celles trouvées sur 

les laits de chèvre et de brebis. Un maximum de 2,73 ppm par la souche LcD2 est enregistré mais 

qui reste faible comparée au ferment industriel Lc.L biovar Diacetylactis (21,7 ppm).  

Comparativement à une souche de Leuconostoc cremoris, Cogan (1980) trouve que le maximum 

de diacetyle produit est de 6 ppm dans un milieu enrichi de 0,3 % d’extrait de levure. Par 

ailleurs, Sharpe, (1978) a trouvé que l’utilisation du citrate était plus active à des pH bas. Cogan 

(1981) a remarqué que le maximum du diacetyle coïncide toujours avec la disparition des 

citrates, il en conclut l’existence d’un effet répressif des citrates sur la diacetyle – réductase.  

Cette remarque a déjà été faite par Pette en 1964 qui suggéra même l’addition au lait de 

0,15 % de citrate de sodium pour retarder la réduction du diacetyle. D’après les résultats obtenus 

dans cette étude, l’addition de 0,20% de citrate de sodium au lait de vache ne semble pas 

stimuler la croissance de Lc. Diacetylactis 4 et les valeurs de diacetyle obtenus en fin de 

croissance restent inchangées.   

         11 - Caractérisation in vitro du potentiel probiotique  

     la recherche de nouvelles souches probiotiques est important dans le but de satisfaire le 

besoin croissant du marché et d’obtenir des produits fonctionnels dans lesquels les cultures 

probiotiques sont plus actives et présentent des caractéristiques meilleurs que celles existantes 

(Verdenelli et al., 2009 ; Longdet et al., 2011).  

Parmi les effets bénéfiques sur la santé humaine la réduction de l’intolérance au lactose, 

l’abaissement du niveau de cholestérol sérique, la digestion des protéines et des lipides et 

l’activité antagoniste à l’encontre de pathogènes (Klaenhammer, 1998; Perdigon et al., 2002; 

Gaudana et al., 2010). 

 

 



11.1 - Réduction du cholestérol  

  Le niveau élevé du cholestérol sanguin est généralement considéré comme un facteur de 

risque en pathologie cardiovasculaire. Son abaissement est important dans la prévention envers 

cette maladie. Il ressort des expériences menées sur l’étude cinétique d’élimination du 

cholestérol durant les 144 heures (figures 26,27 et 28) (en condition anaérobie sur milieu MRS à 

37°C) ce qui suit : 

- Toutes les souches testées sont capables de réduire le cholestérol. 

-  l’existence de fortes variations selon leur origine et même entre les souches au sein 

du même isolat de la même origine animale et entre les sous espèces.  

- Le taux de réduction progresse en fonction du temps et est compris entre 5 et 75%. Le 

maximum est atteint après 144 heures de culture.  

 
Après 24 heures de croissance l’analyse des résultats montrent que le taux d’atténuation 

du cholestérol atteint est de : 

- 20% pour les souches LcC1, LcL2, LcL10, LcL9, LcD3 et LcL14  

- 10% et moins de 20% pour les souches LcC2, LcD1, LcL1, Lc C’ et LcC2   

- moins de 10% pour les souches LcD4, LcL7, LcL11, LcL3, LcL4, LcL12 et LcL13  

     Le même comportement est remarqué après 48 heures de culture avec un minimum de 

10,91 % pour LcL13 est un maximum de 43,25% pour LcL2.  Apres 144 heures de d’incubation le 

taux global d’élimination du cholestérol est supérieur à 50% avec une performance notable de 

75,44% chez la souche LcD3.  Le tableau ci-dessous (23) est une récapitulation présentant les 

souches les plus et les moins performantes en relation avec la croissance après 24 heures 

d’incubation. Les niveaux de biomasses viables dénombrés sur MRS gélosé semblent être 

identiques pour l’ensemble des souches. Il ressort de l’analyse des résultats que la baisse du 

cholestérol dans le milieu ne suit pas uniquement la charge cellulaire. La majeure partie des 

publications sur les probiotiques concerne les espèces commensales de l’intestin humain en 

l’occurrence celles qui appartiennent aux genres lactobacillus et Bifidobacterium.  

Leur comportement vis à vis du cholestérol est comparable à celui de nos souches. A titre 

d’exemple Hoda Mahrous (2011) dans ces recherches sur les souches probiotiques Lb. 

Acidophilus, Lb. Plantarum et Lb. Pentosus isolats infantiles d’Egypte trouve qu’elles éliminent 

le cholestérol dans l’intervalle de 4 à 24% en 24 heures. 

 

 

 



                                  
         Tableau 23 : Performance des souches dans l’élimination du cholestérol 
 

 

 

     

 

 

 

  

 

Geeta et son équipe (2010) trouvent que dans le yaourt la réduction du cholestérol est 

meilleure, elle varie de 29 à 57% selon les souches de lactobacille utilisées. Pereira et Gibson 

(2002) dans leurs travaux sur le potentiel probiotique de souches humaines de Bifidobacterium 

trouvent qu’après 12 heures de culture le cholestérol assimilé varie de 0,4 à 47% dans le meilleur 

des cas en présence de la bile qui joue le rôle de promoteur dans l’élimination du cholestérol. 

Kimoto et al. (2007) en comparant une souche probiotique Lactobacillus acidophilus ATCC 

43121 avec des souches du genre lactococcus trouvent que les sous espèces Diacetylactis 

éliminent après 24 heures de culture 78,6 à 97,3% du cholestérol existant dans le milieu de 

culture.  Les souches de la sous espèce lactis viennent en deuxième position avec un taux 

d’élimination variant entre 53,9 à 86,7 alors que la souche de référence Lb acidophilus vient en 

troisième position en réduisant le niveau du cholestérol de 52,9%.  

La capacité d’extraire le cholestérol du milieu n’est pas dépendante uniquement à la 

biomasse mais plutôt à une activité spécifique des souches. En effet selon Izequiero (2009) il est 

généralement admis que les effets manifestés par une souche probiotique ne peuvent pas être 

extrapolés à une autre souche, même si elles appartiennent au même genre et à la même espèce.  

L’activité probiotique est donc « souche-spécifique » ceci peut être expliqué par des 

différences métaboliques et physiologiques entre celles-ci. Le potentiel hypocholestérolemique 

des genres lactobacillus et Bifidobacterium est mieux documenté comparé aux lactocoques 

(Małgorzata, 2008 ; Starovoitova, 2010) en effet ces bactéries sont des membres de la flore 

normale de l’intestin. Ce n’est que récemment que les performances à réduire le cholestérol que 

ce soit in vitro ou in vivo des lactocoques sont étudiés parce qu’ils sont associés à beaucoup de 

produits lactofermentés. 

 Les résultats issus de nombreuses recherches montrent qu’ils possèdent une activité 

hypocholestérolemique (Małgorzata 2008 ; Ahn et al., 2003) et confirment  leur capacité à 

Souches                                    Cholestérol éliminé  Log 10 ufc.ml-1 
                                                     Performantes 

   en µg/ml                                                                                                           en 
%                 

  LcC1 

  LcD3 

  LcL2 

 25,65 ±   0,90 

 21,12 ± 1,02                                          

 21,74 ± 1,08 

        11,49  

       11,17  

       11,46  

                                                 Moins performantes 
   LcL13 

   LcL4 

   LcL7 

3,40 ± 0,56                                                                                  

3,45 ± 0,85 

3,75 ± 0,96 

         11,36  
        11,43  
        11,62  



réduire le niveau de cholestérol in vivo et in vitro. Par ailleurs, les mécanismes d’actions 

impliqués dans la plupart de ces effets restent loin d’être élucidés.  Selon Manoj et al. (2012) les 

bactéries probiotiques sont capables de réduire le cholestérol selon les mécanismes suivants : 

- Son assimilation en cours de croissance ; 

- Sa fixation à la surface cellulaire ; 

- Son incorporation à l’intérieure de la membrane cellulaire ; 

- Déconjugaison de la bile via la Bile Salt Hydrolase (BSH) et coprécipitation du 

cholestérol avec la bile deconjuguée ; 

      Cependant tous ces mécanismes dépendent de la souche et des conditions de culture 

imposés au laboratoire qui ne sont pas pratiqués in vivo. Les résultats des recherches montrent 

des différences de comportement intimement associés au genre, et souche de bactéries lactiques. 

De plus la capacité à réduire le cholestérol sérique chez les probiotiques est étroitement liée à 

l’activité de la BSH.  

 

 

 

 

 

 

                  Figure 26 : Cholestérol assimilé par les isolats de lait de chèvres en fonction du temps.  

Récemment l’activité hypocholestérolemique chez les probiotiques a été associé in vitro à 

l’activité de la BSH qui a été retrouvée chez l’humain et l’animal. Le mécanisme avec lequel les 

bactéries lactiques éliminent le cholestérol à partir de milieux de laboratoire a été étudié. Il est 

reporté que le cholestérol est assimilé à partir de sa forme micellaire par Déconjugaison et 

précipitation avec les sels biliaires libres quand le pH du milieu est à la baisse par acidification 

durant la croissance 



.                                                                        

                               
Figure 27 : Cholestérol assimilé par les isolats de lait de vaches en fonction du temps. 

 

   
                      Figure 28 : Cholestérol assimilé par les isolats du lait de brebis en fonction du temps 

 
11.2 -Dégradation des triglycérides 

 Le comportement envers les triglycérides est similaire à celui du cholestérol (figure 

29,30 et 31). Quel que soit l’origine animale de la souche et de la sous espèce, les niveaux de 

dégradation augmentent en fonction du temps de contact et atteignent des taux supérieurs à 70%. 

Les résultats mettent en évidence une supériorité des souches d’origine ovine.  

 

 

 

 

 

 

 
  
             Figure 29 : Dégradation des triglycérides par l’isolat de laits chèvres en fonction du temps.  
 
                                      



          

 

 

 

 

                                           

                                         

                                           

                 Figure 30 : Dégradation des triglycérides par l’isolat de laits de vaches en fonction du temps. 

 

          

 

 

 

 

                                    

 

                                       

             Figure 31 : Dégradation des triglycérides par les souches de laits de brebis en fonction du temps 

11.3 - Dégradation du lactose 

      L’activité lactasique est l’une des principales fonctions des bactéries probiotiques. La 

diminution des symptômes dus à l'intolérance au lactose causée par la diminution dans l'intestin 

de la -galactosidase a été un des premiers effets documentés des probiotiques (Marteau et al., 

2002) et est principalement dû à la production de cet enzyme par de nombreuses bactéries 

probiotiques. Lorsque libéré dans l'intestin, il permet l'hydrolyse du lactose et améliore sa 

digestion, diminuant du même fait les symptômes associés ou non au métabolisme de ce sucre 

(De Vrese et al., 2001 ; Marteau et al., 2001; Marteau et al., 2002).  

Les résultats trouvés et illustrés par les figures 32, 33 et 34 montrent que pour l’ensemble 

du souchier, la cinétique de dégradation du lactose est quasiment identique. Elle est progressive 

et atteint les niveaux d’hydrolyse de 50% après un temps de contact de 144 heures. Les profils de 

dégradation du lactose se ressemblent quel que soit l’origine animale du lait ou la souche et de la 

sous espèce considérée.                                                                                                                                                 

                                                   
                    



 
                                    
Figure 32 : 
Lactose 
dégradé en % par les 
isolats du lait de 
vaches en 
fonction du temps.  

 
                                      

 

 

 

 

 

                                         

 

               Figure 33 : Lactose dégradé en % par les isolats du lait caprin en fonction du temps.      

                                                               

 

 

 

 

                                                           

Figure 34 : Lactose dégradé en pourcent par les souches du lait de brebis en fonction du temps.      

 
11.4 - Résistance aux conditions gastro-intestinales simulées 

 11.4.1 - Résistance aux conditions acides 

        La capacité potentielle de survie des bactéries lactiques dans le tractus gastro-intestinal 

est une exigence pour les bactéries probiotiques ingérées (Martin et al., 2006). Le premier stress 

qu’elles subissent est l’acidité gastrique. Dans cette expérience nous avons simulé les contraintes 

d’acidité (acidité et pepsine). Les effets de l’acidité sur la survie des souches sont illustrés dans 

les figures 35, 36 et 37 ou les niveaux d’acidité sont arrangés selon l’ordre décroissant du pH. La 

plus grande réduction du nombre est enregistrée à pH 2,5. Les niveaux de cultivabilité sont les 

plus faibles après trois heures d’incubation (inferieurs à1log). L’incidence de cette acidité 

s’estompe au fur et à mesure que le pH de l’environnement augmente. A pH 6,5 le nombre 

d’unités cultivables est au maximum.  



Ces constats sont notés pour l’ensemble des souches quel que soit leur origine animale ou 

le comportement envers l’acidité est assez similaire. La réduction du nombre d’unités cultivables 

est au environ de 1log entre le pH de 4,5 et de 6,5 par contre les écarts enregistrés à pH 2,5 et 

comparés aux pH de 4,5 et 6,5 sont hautement significatifs. La résistance à l’acidité des souches 

du genre lactococcus et même à l’échelle de sous espèce n’est pas significativement différente a 

aucun des pH testés.  

Etant donné que toutes les souches ont quasiment la même tolérance à l’acidité, cette 

propriété n’a pas permis leur discrimination. Les mêmes observations ont été rapportées par 

Izquierdo (2009) dans ses études sur les souches de Lb plantarum. Il est reporté que plusieurs 

souches sont plus tolérantes aux conditions acides que d’autres que ce soit à cause de la capacité 

élevée de leur pouvoir tampon (pH 3,72 - 7,74) ou soit aux ATPases membranaires qui au retour 

résistent aux changements du pH cytoplasmique et gagnent de la stabilité sous les contraintes 

acides de l’estomac (pH 2,5) du duodénum (4,5) et de l’intestin 6,5) (Ritus et al., 1994 ;  Berada 

et al., 1991).   

     

                         

            

 

 

 

            Figure 35 : Viabilité des isolats d’origine bovine à pH 2,5, 4,5 et 6,5 après 03 heures à 37°C sur MRS. 
 
 
  

 

                      

          

 

             
                 Figure 36 : Viabilité des isolats d’origine caprine a pH 2,5, 4,5 et 6,5 après 03 heures à 37°C sur MRS.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
                

      

 

  

 

        
       
                Figure 37 : Viabilité des isolats d’origine ovine a pH 2,5, 4,5 et 6,5 après 03 heures à 37°C sur MRS.  
 
   11.4.2 - Croissance en présence de bile 

  La tolérance à la bile est l’une des caractéristiques recherchées lors de la sélection des 

bactéries probiotiques. Les candidats doivent transiter via le duodénum en plus grand nombre de 

cellules viables pour atteindre leur site d’action et se multiplier. Après le passage par l’estomac, 

les bactéries arrivent au duodénum ou est sécrétée la bile. A ce niveau, certains composants de la 

bile, notamment les acides biliaires comme l’acide cholique, compromettent sérieusement la 

viabilité des bactéries ingérées. La capacité de survie peut être modifiée par la présence de bile 

qui peut provoquer un stress chez les cellules sensibles. Contrairement à l’acidité qui s’estompe 

après le passage gastrique, l’action de la bile persiste plus longtemps sur les cellules ayant 

survécu au passage gastrique. Ainsi il est plus judicieux d’observer la capacité de croissance des 

candidats exposés à la bile pendant un temps donné. Dans cette expérience, les souches ont été 

mises en culture dans un bouillon MRS supplémenté de bile à 0,3% à pH 2.5, 4.5 et 6.5 à 37°C et 

dans le même milieu en absence de bile, et leur croissance a été suivie en dénombrant les cellules 

cultivables sur MRS gélosé. La présence de bile provoque un retard de croissance visible plus ou 

moins important selon les souches du à l’élimination d’une partie de la population bactérienne 

initiale. Les résultats obtenus sont présentés dans les figures de 38 à 46. 

 
          Figure 38 : Viabilité des isolats d’origine bovine a pH 2,5, 4,5 et 6,5 après 03 heures à 37°C sur MRS.  

  



     
      Figure 39 : Croissance après 24 heures en absence et en présence de 0,3% de sels biliaires à pH 2,5 des souches 

d’origines caprines. 
                                                  

  

 

 

 

           
 

     Figure 40 : Croissance après 24 heures en absence et en présence de 0,3% de sels biliaires à pH 2,5 des 
souches d’origines ovines.  

 

                  
           Figure 41: Croissance après 24 heures en absence et en présence de 0,3% de sels biliaires à pH 4,5 des 

souches d’origines bovine.  
 

                         
          Figure 42 : Croissance après 24 heures en absence et en présence de 0,3% de sels biliaires à pH    4,5 des 

souches d’origines caprine.  
 
 



                     
        Figure 43 : Croissance après 24 heures en absence et en présence de 0,3% de sels biliaires à pH 4,5 des 

souches d’origines ovine.  

                   
       Figure 44 : Croissance après 24 heures en absence et en présence de 0,3% de sels biliaires à pH 6,5 des 

souches d’origines bovine. 
 

                
            Figure 45 : Croissance après 24 heures en absence et en présence de 0,3% de sels biliaires à pH 6,5 des 

souches d’origines caprine. 
 
 

                         
            Figure 46 : Croissance après 24 heures en absence et en présence de 0,3% de sels biliaires à pH 6,5 des 

souches d’origines ovine. 
  



 En  ce  qui  concerne  la  résistance  aux  conditions  gastro-intestinales,  deux  aspects   

différents ont été évalués : la résistance à l’acidité et la tolérance à la bile. La résistance à 

l’acidité et la croissance en présence de bile des souches suivent la même tendance. Elles 

montrent une meilleure survie en milieu acide et présentent aussi les meilleures croissances en 

présence de bile. Cependant, la même corrélation n’a pas pu être observée. Les souches, qui ont 

un comportement similaire face à l’acidité, se comportent de manières très différentes lorsqu’il 

s’agit de résister à la bile. Ceci peut être dû à des caractéristiques spécifiques des souches qui leur 

confèrent une bonne tolérance à la bile, mais qui ne protègent pas contre l’acidité.  

Lorsque l’on considère des probiotiques commerciaux, comme par exemple ceux de 

Bifidobacterium ou de lactobacillus, il apparaît que ceux-ci ne présentent pas forcement les 

meilleures caractéristiques. Ces souches ont en effet des niveaux de croissance, de résistance à 

l’acidité et à la bile très bas. Même si elle peut exercer un certain effet probiotique pendant son 

passage à travers le tractus gastro-intestinal, l’effet bénéfique sur l’hôte risque d’être 

significativement réduit en raison de la perte de viabilité et du manque d’adhésion, qui se 

traduiraient par des temps de résidence courts. Ceci suggère que les probiotiques déjà connus, sur 

lesquels est focalisée une partie importante de la recherche réalisée actuellement, peuvent ne pas 

être les meilleures modèles d’études et que de nouveaux isolats pourraient s’avérer beaucoup plus 

appropriés.   La  sélection  des  souches  est  par  conséquent  une  des  étapes  clef  qui  

déterminent  l’efficacité  des  probiotiques  et  leurs  applications  éventuelles.  

Cette sélection est souvent réalisée par des tests in vitro qui prennent chacun en compte 

une propriété particulière, et ne permettent pas d’avoir une vision globale du métabolisme de la 

bactérie. Il est néanmoins important de définir les conditions des tests in vitro qui représentent au 

mieux le comportement in vivo et les interactions probiotique-hôte. A l’évidence, ces tests sont 

plus facilement concevables lorsqu’il s’agit de propriétés bactériennes, telles que celles étudiées 

ici, que dans le cas de propriétés probiotiques et d’effets réels sur l’hôte qui ne peuvent être 

correctement évalués qu’in vivo. Il convient par ailleurs de préciser, à la vue des résultats 

présentés, que le caractère probiotique d’une souche sera toujours basé sur un compromis entre 

certaines propriétés très bien exprimées et d’autres plus moyennes. En effet, il ne faut pas 

chercher le probiotique parfait, car une souche ne pourra pas réunir les meilleures caractéristiques 

par rapport à tous les critères.  

Certaines souches pourront exprimer une propriété mieux que d’autres et elles seront  

sélectionnées  sur  la  base  de  cette  propriété,  même  si  elles  peuvent  être  peu performantes 

par d’autres aspects. Les propriétés recherchées en priorité seront différentes selon l’application 

envisagée pour le probiotique, et chaque souche aura une application bien spécifique. Finalement, 



l’identification des éléments moléculaires à la base des effets probiotiques  peut  être  une  étape  

clef  vers  une  classification  des  souches  selon  leurs  potentialités probiotiques, et permettrait 

sans doute un jour de dépasser les limitations des tests in vitro.  Cela contribuerait à une sélection 

des souches plus rationnelle et à une standardisation des critères d’évaluation des produits 

commerciaux.  

 
11.4.3- Hydrophobicité : 

Ce test permet d’évaluer l’hydrophobicité de la surface cellulaire des souches de bactéries 

lactiques vis-à-vis du KNO3 qui peut refléter le potentiel de colonisation des bactéries lactiques 

aux mucus intestinale. La répartition des cellules entre la phase aqueuse et le KNO3 résulte de 

l’interaction hydrophobe entre les microorganismes et les hydrocarbures. Les pourcentages 

obtenus de l’adhérence de ces bactéries lactiques au KNO3 indiquent l’hydrophobicité de leur 

surface. Les résultats de ce test sont illustrés par les figures 47, 48 et 49.  

Ces résultats montrent que les souches mises au test présentent une bonne 

hydrophobicité, cela témoigne d’une bonne sélectivité des surfaces membranaires. La valeur la 

plus élevée (70%) est enregistrée avec la souche Lc lactis subsp cremoris Lc L. C’ et de (60%) 

avec les souches Lc. lactis subsp. Diacetylactis LCD2 et Lc lactis subsp cremoris 1 C1, de (50%) 

et de (40%) avec Lc lactis subsp lactis L9, L2, L3, L3’, Lc. lactis subsp. Diacetylactis LCD1, 

LCD4 alors que la plus faible (10%) est celle de L7, L12, C2 et enfin L10. 

                      

                                    Figure 47 : Hydrophobicité des souches originaire du lait de vache 



                     

      Figure 48 : l’hydrophobicité des souches originaire du lait de chèvre. 

             

        Figure 49 : Hydrophobicité des souches originaire du lait de brebis. 

Nos résultats sont en accord avec ceux de Chatain et al. (2010) qui ont trouvé une 

hydrophobicité de 40% pour des souches de Lc. lactis subsp. lactis biovar. Diacetylactis et 

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus. Tandis que Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus était 

plutôt hydrophile, avec une adhérence nulle au KNO3. L’hydrophobicité de plusieurs souches de 

Lc. lactis d’origine laitière a été évaluée par Giaouris et al. (2009). Ces derniers ont trouvé des 

valeurs qui oscillaient entre 5% et 88%. L’hydrophobicité de la paroi cellulaire est une propriété 

physico-chimique qui facilite le premier contact entre les microorganismes et les cellules hôtes. 

Ainsi, elle semble être un facteur aidant à l’adhérence, mais elle ne contribue pas à une bonne 

adhésion, (Roos et Jonsson ; 2002 ; Guglielmotti et al., 2007).  D’après les travaux de 

Guglielmotti et al. (2007), des espèces de Lactobacillus ont révélé une hydrophobicité qui varie 

entre 5% et 63%.  

11.4.4- Auto agrégation et Coaggregation  

L’autoaggregation permet aux cellules de former un biofilm au niveau de la muqueuse 

intestinale et constituer ainsi une barrière contre l’implantation des bactéries pathogènes. Elle 

s’effectue entre les cellules de la même espèce ou du même genre. L’auto-agrégation est évaluée 

par le temps de sédimentation. Les isolats sont potentiellement probiotiques quand le 

pourcentage d’autoaggregation est élevé et dépasse 50%.  Les résultats obtenus montrent (figures 

50 et 51) que chez les souches sélectionnées et pour des temps de contact de 3h et 5h 



l’agglomération atteint un pourcentage compris entre 96 et 99% que ce soit en aérobiose 

(équivalent à la voie buccale) ou en anaérobiose (passage au niveau de tube digestive jusqu’à 

l’intestin).         

                             Figure 50 : Pourcentage d’auto agrégation en condition aérobie.     

                 

                              Figure 51 : Pourcentage d’auto agrégation en condition anérobie.   

11.4.5- La Coaggregation 

La Coaggregation détermine le pouvoir des cellules de bactérie probiotique de se lié aux 

cellules de la bactérie pathogène afin que ces dernières ne peuvent pas se fixer sur leurs cibles au 

niveau des cellules épithéliales. Les isolats sont potentiellement probiotiques quand le 

pourcentage de co-agrégation est élevé en dépasse 50%. Nos résultats montrent que la co-

agrégation des cellules des isolats sélectionnés en aérobiose présente un pourcentage élevé, de 

90% à 93,85% respectivement chez Lc. lactis subsp. Diacetylactis LcD3, LCD1 et de 89,28% à  

                       Figure 

52 : 

Coaggregation aérobie des souches testées. 

 



 

90,95% chez Lc. lactis subsp. Cremoris (C’), Chez Lc. lactis subsp. lactis L7, L9 été de 

89 ,51%. En anaérobiose les souches sélectionnés avait le même comportement et avec aussi un 

pourcentage de 87% à 90%.                                            

 

 Figure 53 : Coaggregation en pourcent des souches en condition anaérobie  

L’Adhésion cellulaire est un processus qui implique en plusieurs étapes un contact de la 

membrane à la cellule bactérienne et des interactions avec les surfaces. La capacité des bactéries 

probiotiques sous forme d'agrégats cellulaires est considérée comme une caractéristique 

souhaitable. Ils peuvent inhiber l'adhésion des bactéries pathogènes de la muqueuse intestinale 

soit en formant une barrière via l’auto-agrégation ou la Coaggregation avec les organismes 

commensal sur la muqueuse intestinale ou par Coaggregation directe avec les agents pathogènes 

pour faciliter le dégagement, (Bujnakova et al., 2002 ; Schachsteik et al., 2004). En outre, des 

études ont suggéré l'agrégation comme un mécanisme important d'échange génétique, 

l'adhérence et la colonisation dans les environnements hôte, ainsi que l’Immuno- modulation de 

la muqueuse colique (Cesena et al., 2001 ; Voltan et al., 2007). Selon Tomas et al., (2007) ; 

Collado et Salminen (2007) ; Goh et Klaenhammer, (2010), l’autoaggregation augmente avec la 

concentration de glucose dans le milieu de croissance et du temps d’incubation. Ekmekci et al., 

(2009) ont étudié la capacité de coaggregation avec Escherichia coli ATCC 11229 de 19 

lactobacilles vaginaux. La Capacité de coaggregation a été positive dans des conditions aérobies 

(71 %) et dans des conditions anaérobies (62 %). 

 
11.4.5 - Activité anti oxydante  

La capacité anti radicalaire de surnageant des candidats probiotiques dans le bouillon 

MRS a été testé, les résultats trouvés sont illustrés par figure 54. Dans cet essai, la couleur jaune 



de la solution d'essai change de nuance du vert au jaune en fonction de la réduction de la 

puissance de chaque échantillon antioxydant.  

La Réduction de la puissance d'un composé a servi comme un indicateur important de son 

potentiel d’activité antioxydante. Le maximum d’activité antioxydante a été observé chez 

Lactococcus lactis subsp cremoris(C1) montrant 35,18 % suivie de Lactococcus lactis subsp 

lactis biovar Diacetylactis 4 (LCD4) avec 32 % et Lactococcus lactis subsp lactis 9 (L9) avec 

30,88%, Lactococcus lactis subsp lactis 7 (LcL7) et Lactococcus lactis subsp lactis biovar 

Diacetylactis1 (LCD1) ont généré une activité antioxydante de 29,52 et 28,65%  et enfin 

Lactococcus lactis subsp cremoris (Lc.l C’) 18,24%. Cette activité est moyenne en comparaison 

à l’étalon vitamine C (92,90 %). 

 

                  
                                 Figure 54 : Pourcentage de l’activité antioxydante des souches testées 

 
Selon Abd El-Moneim Afify (2012) l’origine de cette activité est due soit au 

microorganisme lui-même soit à son activité (libérant des substances antioxydantes par 

hydrolyse de protéines ou de molécules conjuguées). Différentes études sur l'activité 

antioxydante de bactéries d'acide lactique ont démontré que certaines souches sont capables de 

diminuer le risque d'accumulation des radicaux libres et dégradants d’anions superoxydes et le 

peroxyde d'hydrogène Kaizu et al. (1993). 

 Lin et Yen (1999) sont les premiers a signalé l'activité antioxydante de Lactobacillus sp 

SBT 2028 ; et ont indiqué que l’extraits intracellulaire des cellules de Bifidobacterium longum 

ATCC 15708 et de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 ont une activité antioxydante. 

L'activité (16,45 % ± 1,06) était généralement dans la gamme observée pour les autres souches 

de Lactobacillus, (Shchepetova et al., 2006).  



 

  

Cet aspect peut être d'un intérêt particulier, en tenant compte du fait que les souches 

probiotiques avec haute activité antioxydante pourrait non seulement contribuer à la lutte contre 

toutes les maladies liées aux ROS ( Reactive Oxygen Species), mais peuvent également 

présenter, in vivo, une plus grande survie en particulier une niche écologique et, probablement 

aussi grâce à la production d'acides organiques, un haut rang d'anti-infectieux potentiel, comme 

il a été démontré par Hutt et al. (2006) et Truusalu et al. (2004)  dans différents probiotiques. 

Ces données, avec nos constatations, suggèrent que l’activité DPPH radical piégeur est genre, 

souche- et dose dépendante, Dilek Kaya Ozdogan et  al. (2012). 

 
12 - Production biotechnologique de l’acide lactique 

Une production biotechnologique de l’acide lactique L+ par utilisation d’un bioréacteur à 

lit fixe a été conduite. Les cellules de la souche Lactococcus lactis subsp lactis LcL9 sont 

naturellement adsorbées sur un garnissage de pouzzolane formant un biofilm. Le milieu de 

fermentation est du lactosérum doux déproteiné à la concentration de 65g/l (correspondant à 

45g/l de lactose) additionné de 5g/l d’extrait de levures  et de 3g/l de MgSO4.5H2O. L’étude 

cinétique comparative du comportement de la souche à l’état planctonique et immobilisée en 

mode batch et en continu nous a permis de tester les performances de ce système.  

 
12 .1 - Caractérisation du support 

La pouzzolane de Beni-saf est constituée par des scories (projections) volcaniques 

fortement alvéolées (figure 55). De couleur noire (en proportion dominante) a grise en passant 

par  

Le brun, en relation avec les degrés d'oxydation des oxydes de fer selon qu'il s'agit de magnétite 

Fe204 ou d'hématite Fe203, la coloration est noire ou rouge.  

 

                      

          

           

 

                             

 

 

 

                                 

                             Figure 55 : Aspect alvéolaire de la pouzzolane sous loupe binoculaire (Grossissement X10) 



 

   

      

 

 

  

   

                            

                                     Figure 56 : Imagerie électronique de surface de la pouzzolane de Beni saf. 

 
12.2-Minéralogie 

Le dépouillement du diffractogramme (figure 56) révèle que parmi les minéraux décelés 

dans cette pouzzolane les aluminosilicates représentent plus de 80% du poids total avec la 

présence de cation divalents tel que Ca2+ et Mg2+. Le profil montre respectivement la prévalence 

de la cordiérite (2MgO.2Al2O3.5SiO2) de l’analcime (Al2O3.Na2O.4SiO2.2H2O) et enfin de 

faibles quantités d’hématite (Fe2O3) et de cristobalite (SiO2). 

                   Tableau 24 : Composition chimique centésimale de la pouzzolane de Beni-saf  

 

 

 

 

            

 

 

 

 

          
 
        

Figure 57 : Diffractogramme aux rayons X de la pouzzolane de Beni-saf (filtre Cu, K  radiation, Ni) 
                  

SiO2 AL2O3 Fe2O3 CaO MgO Na2O K2O S03 

56,48 17,83 8,92 9,51 4,34 3,0 1,40 0,17 



12.3-Propriétés physiques  

Sous loupe binoculaire ainsi que par imagerie électronique de surface (figure 56) cette 

pouzzolane se présente sous forme de scories rugueuses et cendrées ayant des pores multiples de 

formes variées. Ce matériau léger de masse volumique de 0,98g/cm3, possède une surface 

spécifique appréciable de 3560 cm2 par g et une porosité de 57% du poids total. Chimiquement 

inerte et neutre (conductivité électrique de 0,02µs/cm2 et pH compris entre 6,5 et 7). Lorsque le 

ratio SI/AL est supérieur à un (1) le matériau est considéré être hydrophobe. Dans notre cas, 

l’index SI/AL est de 2,7 indique un niveau d’hydrophobie prononcé. De plus, ce matériau est 

caractérisé par une résistance mécanique élevée. 

 
                         Tableau 25 : Propriétés Physiques et physico-chimiques de la pouzzolane de Beni-saf 
 

 

 

 

 

 

 

 

12.4- Caractéristiques de la souche de Lactococcus lactis subsp lactis LcL9 

L’aptitude à l’attachement, de cette souche est à la formation de biofilm a été évalué par 

la détermination de son comportement vis à vis de solvant apolaire et monopolaire et également 

ses propriétés acide-base de Lewis (caractère électro-donneur ou électro-accepteur). Les 

résultats trouvés sont consignés dans le tableau 26. 

 
Tableau 26 : Affinité de Lactococcus lactis subsp lactis LcL9 pour les trois solvants utilisés 

dans la méthode MATS après culture sur Elliker et lactosérum enrichi à 30°C. 
 

 

 

 

Les résultats obtenus pour la souche Lactococcus lactis subsp lactis LcL9 après 

croissance de 24 heures à 30°C montrent qu’elle possède une affinité élevée pour l’Hexadecane 

(le solvant non polaire) révélant sa forte hydrophobie (> 80 %). La faible attraction envers 

l’acétate d’éthyle et le Chloroforme en comparaison au solvant non polaire révèle sa nature de 

                      Caractéristiques et physico-chimiques          

Masse volumique apparente g/cm3 0,98 

Masse volumique absolue g/cm3 2,75 

Aire spécifique Blaine cm2/g 3560 

Absorption d’eau  % 58,70 

Porosité % 57,10 

Conductivité électrique Ce  µS/cm2 0,02 

pH unité 6,5 – 7 

Hydrophobicité index SI /AL Ratio 2.7 

Solvant Hexadecane Chloroforme acétate d’éthyle  

Elliker 90  ±  5 6  ± 1 2   ± 1 

LS 92 ± 6 8  ± 2 4   ± 1 



faible électron-accepteur ou électron-donateur. Le même comportement est remarqué dans les 

deux milieux de culture. 

 
 12.3- Cinétique d’immobilisation de la biomasse : 

            Dans une première phase nous avons déterminé la capacité de la souche à s’adsorber au 

support en fonction de différentes tailles granulométriques (1,25, 4 et 6,25mm). Pour cela une 

étude de croissance sur lactosérum enrichi (LS) en absence et en présence de pouzzolane a été 

conduite à 30°C et à pH initial de 6,5.  La biomasse fixée a été mesurée par l’évolution de la 

matière sèche en cours du temps. Les résultats trouvés sont illustrés dans la figure 51. 

            
Figure 59 : Evolution de la biomasse cellulaire en présence et en absence de pouzzolane à 3% (p/v) de la 

souche Lactococcus lactis subsp lactis LcL9 cultivée sur lactosérum enrichi à 30°C et a 
pH initial de 6,5. 

     

 

 

 

 

 

Figure 59 : 
F
or
m
at
ion du biofilm par Lactococcus lactis subsp lactis LcL9 sur les différentes granulométries de la 
pouzzolane (Observation sous loupe binoculaire).milieu LS après 24 heures de croissance à 30°C. 

 
Les résultats montrent que dans le cas des cellules planctoniques la biomasse chute 

rapidement après 24 heures de croissance (atteignant la phase stationnaire) (figure 59). Par 

contre la biomasse fixée continue d’augmenter. Le niveau le plus élevé est enregistré avec la 

taille granulométrique de 6,25 mm La masse cellulaire adsorbée exprimée en grammes de poids 

sec par gramme de support est respectivement de 0,6 ± 0,003 avec 6,25 mm, 0,5 ± 0,007 avec 

   
   Granulométrie de 6.25 mm     Granulométrie de 4 mm     Granulométrie de 1.25 mm 



4mm et 0,35 ± 0,0032 avec 1,25 mm Ces données montrent clairement que la pouzzolane offre 

de bonnes conditions de développement et de maintenance d’une haute densité cellulaire. La 

production d’acide lactique par la souche lactococcus lactis subsp lactis LcL9 adsorbées au lit est 

également améliorée (figures 53 et 54). Elle est supérieure de 40% comparée aux cellules 

planctoniques. Le niveau de production le plus élevé est obtenu dans le cas de la granulométrie 

6,25mm. Nous avons enregistré des augmentations dans la consommation du lactose qui sont les 

suivantes : 

- 21% dans le lit de 1,25 mm  

- 38%  dans le lit de 4 mm  

- 77%  dans le lit de 6,25  

                      
Figure 60 : Production d’acide lactique (g/l) par la souche Lactococcus lactis subsp lactis LcL9 en conditions 

planctoniques immobilisées sur pouzzolane aux granulométries de 1,25, 4 et 6,25 mm cultivées à 
30°C dans le milieu lactosérum supplémenté (LS).  

 

           
Figure 61 : Lactose résiduel (g/l) de la fermentation par les cellules planctonique et les cellules immobilisées 

en culture batch de la souche Lactococcus lactis subsp lactis LcL9 sur pouzzolane à différentes 
granulométries cultivées à 30°C dans le milieu LS.  

 

12.4- Production en mode continu de l’acide lactique 

        Les expériences de fermentation en continu ont été mené afin d’évaluer le potentiel 

d’application industriel de ce système, le taux de conversion du substrat, le rendement en acide 



lactique et les productivités pour un fonctionnement à long terme ont été mesurés. Le biofilm de 

Lactococcus lactis subsp lactis LcL9 a été développé sur les particules du support de 6,25 mm de 

diamètre est alimenté par le milieu LS en continu. Quatre taux de dilutions ont été testés 0,21, 

0,26, 0,31, 0,36, 0,41 et 0,46 h-1.  Les Figure 60,61,62 et 63 montrent les résultats des opérations 

pour une période dépassant les vingt jours. Nous remarquons que pour l’ensemble des taux de 

dilution les allures des courbes sont similaires avec des niveaux de transformation appréciables. 

Dans tous les cas le régime stationnaire est atteint après douze jours de fonctionnement avec un 

rythme stable et entretenu. En générale toutes les options testées sont appropriées pour 

l’obtention des productivités élevées en acide lactique pour des durées supérieures à 12 jours. Le 

taux de conversion du lactose est compris entre 88,88 à 94,75%, le rendement en acide lactique 

varie de 10,26 ± 0,45 à 21,80 ± 0,34 et les productivités entre 14,36 ± 0,33 à 30,57± 0,32 g.l-1.h-1 

pour les taux de dilution (D) respectifs de 0.21h-1 à 0.46h-1. la meilleur efficience en acide 

lactique est enregistré à D = 0,46 h-1. Le comportement de la souche révèle que dans les 

conditions de pH non contrôlé à des taux de dilution élevés la production de l’acide lactique est 

découplée de la croissance.  

De plus nous observons que plus D est élevé plus la biomasse fixée est faible. En régime 

stationnaire le plus haut niveau de biomasse est atteint à 0, 21h-1 (plus de 2,5 g par g de support) 

et le plus faible est atteint à 0,46h-1 (moins de 0,5 g/g de support).   

  

                     
           Figure 62 : Teneur en acide lactique (g/l) en fonction du taux de dilution et du temps à 30°C 

 



                 
        Figure 63 : Lactose résiduel en fonction des taux de dilution et du temps de fermentation. 

 

                   
            Figure 64 : Evolution de la matière sèche (g/g de support) de la biomasse cellulaire en fonction des taux de 

dilution et du temps à 30°C. 
 

Dans le tableau 27 sont repris les résultats les plus pertinents obtenus lors de la 

fermentation en continue par la souche Lactococcus lactis subsp lactis LcL9. L’analyse 

statistique révèle une corrélation hautement significative entre le taux de dilution D, la 

production et la productivité en acide lactique (0, 99  R2 1). La souche est stable sous toutes 

les contraintes appliquées dans ce système. Les niveaux de production de l’acide lactique sont 

importants pour l’ensemble des conditions de conduite envisagées. 

Tableau 27 : Récapitulatif de la production d’acide lactique, du lactose résiduel de la conversion et de la 
productivité aux différents taux de dilution D. 

 
Taux de dilution      

D (h-1) 
Acide lactique g/l Lactose résiduel g/l Conversion 

% 
Productivité 

g .l-1.h-1 
0,21 10,26 ± 0,45 2,36 ±0,11 94,75  14,36 ± 0,09 
0,26 12,72 ±0.56 2,93 ± 0,10 93,49  17,81 ± 0,11 
0,31 15,16 ± 0,20 3,48 ± 0,20 92,26  21,22 ± 0,12 
0,36 17,6 ± 0,13 4,11± 0,11 90,88   22,71 ± 0,12 
0,41 19,48 ± 0,61 4,80 ± 0,14 89,33 27,32 ± 0,15 
0,46 21,8 ± 0,32 5,00 ± 0,10 88,88  30,57 ± 0,20 

        

13 - Discussions  

La caractérisation minéralogique, physico-chimique et physique de la pouzzolane de 

Beni-saf révèle les aptitudes de ce matériau a des applications en procèdes de fermentation. Forte 



inertie chimique et surface spécifique élevée, rugueuse et à caractère hydrophobe, de structure 

alvéolaire et fermée favorable au comportement anoxique du microorganisme. Dans la première 

phase d’adhésion de la bactérie aux supports, certains auteurs mettent en premier rôle la charge à 

la surface qui peut engendrer les forces électrostatiques d’attraction ou de répulsion lors de 

l’approche du microorganisme. En effet, les cellules bactériennes de charges négatives et dont le 

nombre est variables en fonction de la souche et les cations divalents du support minéral tel que 

le Ca2+ et le Mg2+, à l’origine de charges positives ponctuelles superficielles, entrainent 

l’établissement de ponts ioniques d’attraction (Corpe, 1970).  Chez les aluminosilicates ce 

pouvoir de fixation est aussi attribué à l’ensemble des groupements silanol ( Si−OH) et leur 

localisation à la surface du matériau (Jesionowski, 2001).  La mesure de 

l’hydrophobicité/hydrophilie de la surface des cellules est considérée comme indicateur de la 

capacité de celle-ci à l’adhésion aux surfaces des solides et des interfaces. Cette propriété est 

étudiée pour comprendre la première étape d’adhésion de la bactérie qui est la cause dans la 

formation du biofilm (Donlan, 2002 ; Strevett et Chen, 2003). La surface des souches de 

bactéries lactiques étudiées dans la littérature est plutôt hydrophile (Boonaert et Rouxhet, 2000 ; 

Pelletier et al., 1997).  

Par ailleurs, beaucoup de travaux récents trouvent que ce caractère est variable est souche 

dépendant. Certains probiotiques de Lb. plantarum présentent un caractère hydrophobe avec un 

coefficient de partition entre l’Hexadecane et l’eau supérieure à 50% et d’autres plutôt 

hydrophiles (Naima, 2010). D’autres souches présentent une hydrophobie moyenne avec un 

pourcentage d’affinité pour l’Hexadecane de 38%. Notre souche présente un pourcentage 

d’affinité supérieure envers l’Hexadecane, l’hydrophobicité de plusieurs souches de Lc. lactis 

d’origine laitière a été évalué par Giaouris et al. (2009) et qui rapportent des valeurs qui 

oscillaient entre 5% et 88%. De plus Ly-Chatain et al. (2010) mentionnent quant à eux des 

niveaux  d’ hydrophobicité de 40% pour des souches de Lc. lactis subsp. lactis biovar. 

Diacetylactis.   

Une étude conduite par Iyer et al. (2010) a montré que l’hydrophobicité de deux 

streptocoques était de 20 et 24%.  D’après les travaux de Guglielmotti et al. (2007), des espèces 

de Lactobacillus ont révélé une hydrophobicité qui varie entre 5% et 63%. Par ailleurs, dans une 

autre étude réalisée par Pan et al. (2006), l’hydrophobicité de vingt-trois souches de 

Bifidobacterium était comprise entre 32% et 37%.  Les souches, possédant une forte 

hydrophobie de surface, présentent en général une capacité d’adhésion meilleure. Les auteurs 

concluent aussi sur le fait que l’hydrophobie de surface peut être utile à l’adhésion, mais ce n’est 

manifestement pas le seul prérequis et/ou facteur nécessaire qui intervient dans le processus 



d’adhésion bactérienne. En effet, l’hydrophobie de surface est l'une des propriétés physico-

chimiques qui facilitent le premier contact entre le micro-organisme et le support.  

Elle est impliquée dans la phase initiale d’adhésion non-spécifique qui permet le 

rapprochement des bactéries de leurs cibles, qui laisse place à la 2ème étape d'adhésion 

spécifique, faisant intervenir des entités moléculaires protéiques et/ou non protéiques ancrées au 

niveau de la paroi bactérienne (Granato et al., 1999; Rojas et al., 2002 ; Roos et Jonsson, 2002). 

D’autres études antérieures étayent également l’absence de corrélation directe entre 

l'hydrophobie et la capacité d’adhésion (Wadström et al., 1987 ; Vinderola et al., 2004).  

Plusieurs études ont investi la composition, la structure et les forces impliqués chez la bactérie et 

les résultats confirment que l’index d’hydrophobicité pourrait dépendre de la source de carbone 

utilisée comme substrat. Le pourcentage hydrophobique le plus élevé démontre que ce 

microorganisme présente d’importantes caractéristiques superficielles, impliquant le contact 

entre la membrane cellulaire de la bactérie et la surface inter-reagissante. Selon ces auteurs les 

groupements chimiques des protéines, polysaccharides, peptidoglycanes et acides 

lipoteichoiques à la surface cellulaire sont responsables de ces propriétés physico-chimiques.  

La charge bactérienne résulte de la dissociation ou de la protonation de groupements 

ionisables majeurs, les groupements phosphates des acides lipoteichoiques et des régions 

carboxyliques d’aminoacides des protéines, qui dépendent du pH.  Cette différence dans 

l’affinité est due aux interaction acides-bases de Lewis entre le microorganisme et les 

hydrocarbones (Ly et al., 2008). En fait, la capacité de rétention de la biomasse est linéairement 

corrélée au degré d’hydrophobicité de la surface du microorganisme (Pereira et al., 2000 ; 

Oliveira et al., 2001).  

Par ailleurs beaucoup d’études montrent que la surface hydrophobe du support minéral 

est plus importante pour la colonisation par le consortium bactérien anaérobique que la charge de 

surface. La charge de surface du matériau peut être modifiée par le pH et la composition ionique 

de la solution environnante.   

Actuellement, l’aire de la surface spécifique du support est recherchée pour promouvoir 

la croissance biologique permettant un taux de transfert maximum et un piégeage des solides en 

suspension favorisant une concentration élevée en biomasse attachée et par conséquent la mise 

en œuvre de réacteur de dimension réduite (Oliveira et al., 2001). Par ailleurs la charge de 

surface peut aussi être modifiée par l’adsorption de protéines, qui a lieu au cours des premières 

étapes de l’adhésion. Cette adsorption augmente avec l’hydrophobicité du support (Nath et al., 

2004; Pamula et al., 2004 ; Lerebour et al., 2004).  



Les forces absorptives sont d’autant plus fortes que le diamètre porale est faible et la 

dimension du pore est élevée. Tandis que les interactions moléculaires présentent des effets de 

plus en plus prononcés sur le processus d'adhérence. Le type de porosité ainsi que la distribution 

porale reflètent le type et les propriétés de l’adsorbant (Jaroniec, 1999). Le nombre de cellules 

immobilisées dépend du type de support. Leur pourcentage de relargage augmente avec 

l’augmentation du diamètre de ces particules. Plus la surface spécifique est élevée et plus la 

capacité d’immobilisation est élevée (Harendranath et al., 1996 ; Degaard et al., 2000).  

Les cellules adsorbées sont en contact direct avec le milieu environnant et donc soumises 

à des forces de cisaillement ou d'attrition qui peuvent résulter de mouvements relatif des 

particules et du fluide. Il est donc probable que certaines cellules vont se détacher et entrer dans 

la phase de fluide en vrac. Il est également difficile de contrôler ou même de déterminer la 

profondeur du biofilm attaché. Par ailleurs, il est rapporté que dans les réacteurs à haute densité 

cellulaire lorsque la population maximale a été atteinte, le découplage entre la croissance et la 

production d'acide lactique est possible. L’amélioration dans la production d'acide lactique sous 

condition d’immobilisation peut être attribuée aussi à une meilleure activité tampon du milieu de 

fermentation. Les données comparatives sur les rendements de conversion et les concentrations 

résiduelles du lactose révèlent qu’il n y a aucune différence notable entre les taux de dilution D 

utilisés.   

La figure 56 montre que durant le processus de fermentation, La concentration en lactose 

baisse progressivement et rapidement durant la phase transitoire et que pendant le régime 

stationnaire le lactose est presque totalement consommé (concentrations résiduelles sortantes du 

lactose toujours inferieures à 5g/l).  

Cependant nous enregistrons des différences remarquables dans la productivité 

volumétrique des fermentations en fonction du taux de dilution. Les cellules naturellement 

adsorbées sur pouzzolane comparées à leur état planctonique produisent plus d’acide lactique et 

utilisent mieux le lactose. En régime stationnaire et en mode continu elles sont encore plus 

efficientes. Le taux de conversion du lactose frôle le niveau théorique de 90% avec une 

productivité record de 30gl-1.h-1.). Les travaux de Namura et al. (1987) dans ce domaine 

rapportent qu’une concentration maximale d'acide lactique de 60gl-1 a été obtenu par Lb. casei 

piégé dans de l'alginate de Baryum après 96 h de fermentation et que  80 g l-1 a été 

obtenu par Lactobacillus delbrueckii piégé dans des billes d'alginates de calcium au bout de 

120 h de fermentation, tandis que Roukas et  Kotzekidou (1990) ont rapporté 41,3 g l-1 d'acide 

lactique avec la co-immobilisation de Lb. casei et Lb lactis  après 48 h de fermentation. Yoo et 

al. (1996) ont rapporté que la plus forte concentration d'acide lactique (98,1gl-1) a été obtenue 



par Lb. casei piégé dans des billes d’alginate de baryum après un temps 

de fermentation du glucose de 32 h.  

Ces résultats sont rarement signalés dans la littérature. Certains auteurs tel que Amrane et 

Prigent (1997) ; Kulozik et Wilde (1999) qui ont travaillé sur Lactobacillus bulgaricus cultivée 

sur lactosérum enrichi concluent qu’a des pH bas, l’acide lactique provoque une pression dans 

les cellules microbiennes suite à cela elles perdent leurs activités physiologiques entraînant ainsi 

une inhibition de la  galactosidase et d’autres enzymes de la glycolyse.  

Malgré cette pression acide les cellules immobilisées de lactococcus lactis subsp lactis 

LcL9 continuent de produire l’acide lactique à la même cadence sans aucune perturbation 

notable. Plusieurs études ont montré que, les cellules produites par la technologie des cellules 

immobilisées présentent un changement dans les caractéristiques de croissance, la morphologie 

et la physiologie comparées à celles issues de cultures planctoniques classiques. Les différences 

dans la physiologie de Lactococcus lactis subsp. lactis en condition de pH non-contrôlé sont 

dépendante du mode de conduite, batch ou continu, libres ou immobilisées (Doleyres, 2003). De 

plus, les états redox, le pool enzymatique et le pH intracellulaire l'expression génétique sont 

différents entre cultures cellulaires planctoniques et immobilisées (Cachon et al., 1998).  

 Des observations similaires ont été signalée par Roukas et Kotzekidou (1998) sur la 

production d’acide lactique à partir de lactosérum en culture pure et mixte de Lactobacillus casei 

et Lactococcus lactis. Ils rapportent que les productivités sont respectivement de 0,375 et 0,425 

gl-1.h-1pour les fermentations conventionnelles en état libre des cellules et que sous forme 

immobilisées des augmentations allant de 13 à 68% sont remarquées en fonction du support. En 

effet le catalyseur doit être stable dans les conditions de son immobilisation.  

Les propriétés mécaniques du support, spécialement la résistance au tassement, à 

l’érosion, la forme physique, et la résistance chimique, sont également importants. Ces propriétés 

déterminent la facilité avec laquelle les cellules devant être immobilisées. Parmi les 

différentes méthodes d’immobilisation des cellule le piégeage dans des billes d'alginate de 

calcium a été utilisé couramment pour l'immobilisation de cellules de bactéries en vue de la 

production d'acide lactique (Wang et al., 1995). Cependant les gels d'alginate de calcium sont 

chimiquement instables au contact avec divers agents chélateurs de cations tels que le 

phosphate, citrate et lactate qui peuvent causer une désorganisation des mailles du réseau et 

provoquer sa dissolution. Il a été rapporté également que des billes d'alginate de baryum sont 

chimiquement et physiquement plus stable dans des solutions d'électrolytes que les billes 

d'alginate de calcium classiques (Lee et al., 1993). 

 



14- Détection de l’activité antimicrobienne 

       Les résultats trouvés révèlent que les souches cibles Micrococcus luteus et Listeria 

innocua sont très sensibles au surnageant de la culture Lactococcus lactis subsp cremoris. Le 

diamètre d’inhibition est fortement dépendant du milieu de culture utilisé. Les valeurs reportées 

dans le tableau 28 sont celles trouvées à l’encontre de listeria innocua ATCC 51742. 

                        Tableau 28 : Influence du milieu de culture sur l’activité anti-listeria de Lactococcus lactis subsp cremoris  
 

           Milieux  Inhibition 
en mm 

pH 24 
heures 

Titre en 
UA/ml 

Inhibition de listeria 
innocua ATCC 51742 

Synthétiques 
(bouillons) : 
- MRS 
- M17 
- Elliker 

 
- 
- 

13 

 
5,8 
6,2 
4,5 

 
ND 
ND 
250 

 

Naturels (liquides) : 
- Lait 
- Lactosérum doux 
- Jus de dattes (variété 

Ghars) 

 
7 
17 
21 

 
4,8 
4,6 

4,25 

 
200 

3600 
2500 

       

  Le faible titre de la bactériocine enregistré dans le cas du lait comparé au lactosérum et au 

jus de dattes semble être lié à la difficulté d’extraction de la molécule qui apparemment reste 

adsorbée à ses composants notamment les caséines. Le lactosérum et le jus de dattes semble 

exhorter la souche dans la production de la bactériocine. 

 
14.1- Propriétés physicochimiques de la bactériocine 

14.1.1- Sensibilité aux enzymes 

                                             Tableau 29 : Sensibilité de la bactériocine aux enzymes. 
 

 

 

 

 
La sensibilité envers les enzymes est très utile dans la caractérisation de la bactériocine. 

En effet l’examen du tableau 29 montre clairement que l’inhibition n’est pas l’activité de cette 

due à la production du peroxyde d’hydrogène parce que la catalase n’a pas d’incidence sur 

l’activité de la bactériocine. Par contre sa sensibilité à la protéinase K, la Prônasse, la Trypsine et 

l’alpha chymotrypsine ainsi que la Pepsine confirme sa nature protéique. Sa relative résistance à 

la pepsine est un indice de son poids moléculaire élevé. Insensible à l’amylase et à la lipase.  

Ajouté à cela son action inhibitrice est améliorée en présence d’agents tensio-actifs tels que le 

triton X100, le triton X 114 et le tween 80, sa diffusion est meilleurs sur milieu gélosé. 

Enzyme Diamètre d’inhibition (mm)Enzyme Diamètre d’inhibition (mm)

Catalase 13 Protéinase K 0 
Lysozyme 13 Lipase 13 
Pepsine 3 Amylase 13 
Trypsine 0 Pronase 0 

 chymotrypsine 0 surnageant 13 



14.1.2-Effet de la température et du pH 

    La figure ci-dessous présente les résultats du traitement thermique et du pH sur le 

surnagent de culture de 24heures de la souche C’  

 

                

                                

                               

 

 

 

 

 

                                     Figure 65 : Influence de la température et du pH sur l’activité de la bactériocine.                           

       La figure 65 montre que la bactériocine est active de pH 2 à 12. Le maximum d’inhibition 

est enregistré de pH 3 à 9. De plus elle est très thermostable même à l’autoclavage ou la perte 

d’activité n’est que de 10%. 

                                        Tableau 30 : Effet des solvants sur l’activité de la bactériocine 

 Solvant zone d’inhibition témoin mmzone d’inhibition   Essai mm 
Concentration 10% 25% 10% 25% 
Ethanol  0 0 8 5 
Acétone 0 0 6 5 
Hexane 0 0 6 5 
Isopropanol 0 0 6 5 
Toluène 0 0 3 5 
Méthanol 0 0 9 5 
Acétonitrile 5 8 9 9 
Chloroforme 0 0 3 3 
Surnageant                                            13 

 

Tableau 31 : Effet des agents tensioactifs 

Agent tensioactifzone d’inhibition témoin (mm) zone d’inhibition Essai (mm)
Triton X100 1% 6 13 
Triton X114 1% 0 15 
Tween 80     1% 0 15 
SDS 1% 13 13 
Urée 1M 0 13 
Surnageant 13 13 

 

 

 

               

                                  

 



                                         Tableau 32 : Effet des sels et Agents chélatants. 

Agent Chélatants Zone d’inhibition témoin (mm) Zone d’inhibition Essai (mm)
CaCl2 1M 0 0 
ZnCl2 1M 0 23 
MgCl2 1M 0 0 
MgSO4 1M 0 0 
NaCl 1M 0 13 
EDTA 0,4 M 13 23 
Surnageant 13 13 

 

14.3- Essai d’extraction et de purification de la bactériocine 

14.3.1- Précipitation au sulfate d’ammonium 

Différentes concentrations en sulfates d’ammonium ont été ajoutées au surnageant de 24 

heures de la culture C’ dans le bouillon Elliker centrifugé a 10 000rpm/10 minutes/4°C. 

 

            Figure 66 : Influence de la concentration en sulfate d’ammonium sur l’extraction de la 

bactériocine. 

A la saturation de 40% de sulfate d’ammonium au surnageant de la culture de listeria  

innocua (bouillon Elliker/30°C) nous avons obtenu une activité maximale d’inhibition  

correspondant à 30 mm de diamètre. Cette concentration permet de concentrer suffisamment la 

bactériocine sans modification apparente de son activité. 



 

 

                           Figure 67 : Chromatogramme RP – HPLC du surnageant Elliker 

 

14.3.2- Précipitation aux solvants 

L’acétone, l’éthanol ainsi que le chloroforme ont été testé. Les résultats obtenus sont 

repris dans le tableau ci-dessous 

                  Tableau 33 : Effet des solvants sur l’activité de la bactériocine (diamètre en mm) 

 

 

 

 
La figure 67 montre que les profils des chromatogrammes des deux méthodes de   

précipitation au chloroforme et au sulfate d’ammonium sont quasi identiques. Le pic actif 

(correspondant à la bactériocine) est plus prononcé dans le cas de la précipitation au chloroforme 

indiquant une concentration plus élevée que celle au sulfate d’ammonium. 

 Les résultats de la présente étude concernant la purification de la bactériocine ont montré 

que la concentration par précipitation au sulfate d'ammonium n'est pas une étape de 

concentration appropriée pour cette purification. En effet elle ne semble pas être en mesure de 

précipiter la bactériocine d'une façon efficace. Par ailleurs, il a été démontré que les fractions 

précipitées au sulfate d'ammonium subissent une perte significative d'activité. D’où la nécessité 

Solvant d’extraction Diamètre d’inhibition Titre en UA/ml 
Témoin (surnageant) 
Acétone  
Ethanol 
Chloroforme 

20 
0 
0 
30 

250 
0 
0 

300 



d’initier la purification à partir du surnageant brut actif. Les travaux de Lachance (2000) 

démontrent que la bactériocine possède un poids moléculaire se situant entre 3,5 kDa et 14 kDa. 

 

 
                       Figure 68 : Chromatogrammes : RP-HPLC précipitation au chloroforme et au sulfate d’ammonium. 

     

  Suite à la filtration du surnageant sur une membrane de 30 kDa, aucune activité n'est retrouvée 

dans le filtrat. La présence d'activité dans le retentât vient donc conforter l'hypothèse 

d'agrégation ou de l'adsorption sur les membranes de filtration. La centrifugation à 10 000g 

pourrait ainsi être responsable de la désagrégation de la bactériocine. De telles observations ont 

déjà été rapportées lors de la purification de la bactériocine de classe II et III (Toba et al., 1991; 

Thompson et al., 1996). En effet, il a été signalé que le poids moléculaire estimé de certaines 

bactériocines excédait 200 kDa alors qu'après purification, il était beaucoup plus bas. 

 
14.3.3- Extraction par échange ionique 

       L’extraction à partir du surnageant par échange ionique sur résine hydrophobe XAD4 a 

permis l’obtention d’un concentrât brute actif de diamètre d’inhibition de 30 mm titrant 350 

UA/ml en bactériocine. L’étape de purification par FPLC sur colonne SP sepharose n’a pas 

abouti. Le chromatogramme obtenu à une forme indéfinie signe d’une difficile séparation.   

 
14.3.3- Adsorption-désorption 

Cette méthode semble la plus appropriée à notre cas. En effet les résultats trouvés 

révèlent qu’en une seule étape la bactériocine a été extraite et purifiée. Le titre obtenu est de 500 

UA/ml. L’injection de l’extrait en RP HPLC montre l’existence d’un seul pic actif. 



      

15- Caractérisation moléculaire de la bactériocine 

        La bactériocine purifiée présente un poids moléculaire de 24 KDA. Elle est polychargée 

(au total 27 charges dont 7 sont négatives et le reste des charges positives) 

 

                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

               Figure 69 : chromatogramme RP – HPLC Adsorption - Désorption 

Figure 70 : Spectrométrie de masse de la bactériocine purifiée par adsorption désorption.

Masse bactériocine 23,9 KDA 



16- Discussion 

Depuis leur découverte en 1925, de nombreuses bactériocines ont été isolées à partir de 

bactéries lactiques. La grande majorité appartiennent à la classe I et II, rarement a la classe trois.  

De nouvelles bactériocines sont découvertes avec de nouvelles fonctionnalités ce qui nécessite 

une mise à jour de la classification de bactériocines. En effet une quatrième classe a été suggérée 

pour les bactériocines complexes pouvant inclure des entités non protéiques bien que de telles 

structures n’aient pas encore été identifiées précisément. Les modifications de la classification de 

Klaenhammer (1993) réalisées ultérieurement ont été contestés et supprimées puisque aucun de 

ces peptides n’a été co-purifié avec sa partie glucidique ou lipidique (Nes et al. 1996 ; Drider et 

al., 2006). Ce n’est que récemment que des bactériocines complexes portant un groupement 

lipidique ou glucidique, qui semblent être nécessaires pour leur activité ont été décrites Pithva et 

al. (2011).  

Ces bactériocines sont relativement hydrophobes et stable à la chaleur. Certains d'entre 

elles peuvent être regroupés avec les bactériocines typiques produites par les bactéries lactiques 

selon la classification traditionnelle, tandis que d'autres sont atypiques et structurellement 

distincte des classes générales de bactériocines. Ces enterocines atypiques récemment jouent un 

rôle important dans le nouveau schéma de classification et incitent à un reclassement des 

bactériocines dans un nouveau régime. Dans notre cas il est probable que cette bacteriocine peut 

appartenir à la classe III puisqu’elle possède un poids moléculaire assez important (supérieur à 

15 et inferieur a 30KDa). Une étude portant sur les déterminants génétiques à l’origine de cette 

molécule est indispensable afin de la positionner dans un schéma de classification. Une étude sur 

son mode d’action peut apporter des éclaircissements sur son caractère bactériolytique 

(bactériolysine). 

 
17- Production de la bactériocine anti-listeria   

   Compte tenu que la bactériocine diffère de celles identifiées chez les bactéries lactiques, 

la mise en œuvre des conditions de production semblent être justifiées. Les fermentations seront 

optimisées afin d'accroître l'activité par le choix d’un milieu de culture bon marché et une 

comparaison en mode batch recyclé entre cellules libres et immobilisées sur pouzzolane de la 

souche bactériocinogéniques.  

17.1- Choix du milieu de culture  

On s’inspirant de la composition du milieu Elliker nous avons retenu le jus de dattes 

(variété Ghars) et le lactosérum doux comme bases pour la conception du milieu de 

fermentation. Le bouillon Elliker a été utilisé comme milieu de référence. Dans le tableau 34 



sont rapportées les compositions correspondantes à chaque milieu. Avant utilisation ils ont été 

ajustés à la même concentration initiale en sucres par dilution à l’eau distillée.  

 

              Tableau 34 : Composition des milieux (Elliker, lactosérum doux et jus de dattes) utilisés. 

Désignation (g/l) Elliker Lactosérum Jus de dattes 
Sucres totaux 15 57,84 800 ± 

Lactose 
Glucose 

Saccharose 
fructose 

5 
5 
5 
0 

57,84 
0 
0 
0 

0 
400   ± 
2.5 ± 

350   ± 
Protéines 
Tryptone 
Gélatine 

Extrait de levures 

 
20 
2,5 
5 

13,80 ± 11.2 ± 

Acide ascorbique 0,5   
Acétate de sodium 1,5   

Cendres totales 5.4 7,66 ± 15,3 ± 

 
17.2- Cinétique de croissance en condition planctonique 

A pH initial de 6,5, inoculation par la préculture a 106 cfu.ml-1 et incubation à 30°C, la 

croissance de la souche dans les milieux Elliker, jus de dattes, lactosérum et mélange jus de 

dattes – lactosérum (1:1) a été suivi par la mesure de la densité optique à 600nm et par 

dénombrement sur milieu gélosé correspondant.  Les résultats trouvés sont illustrés dans les 

figures 69 et 70. 

   
 
Figure 69 : Courbes de croissance de la souche lactococcus lactis subsp cremoris c’ dans les milieux ; 

Elliker, jus de dattes, lactosérum et mélange jus de dattes –lactosérum à 30°C. 
 

Les allures des courbes de croissance de la souche Lactococcus lactis subsp cremoris se 

caractérisent selon le milieu de culture. Une croissance exponentielle active de 10 heures est 

remarquée dans le milieu Elliker suivi d’une légère ascendance jusqu’à 20 heures puis vient la 

phase stationnaire. Dans le cas du jus de dattes et du lactosérum les allures des courbes de 

croissance sont similaires mais avec des niveaux de DO différents. La phase exponentielle est 

moins précise dans le cas du lactosérum dans lequel la souche croit difficilement. L’entrée en 



phase stationnaire est remarquée à partir de 20 heures de culture pour les deux milieux. 

Cependant dans le mélange jus de dattes – lactosérum une croissance diauxique est observée. La 

courbe de croissance rejoint presque celle d’Elliker après vingt heures de culture. Le maximum 

de croissance est atteint au bout de 20 h avec des valeurs de 0.35, 0.5, 0.62 et 0.7 unités DO 

respectivement dans le lactosérum le jus de dattes, le mélange jus de dattes – lactosérum et enfin 

le bouillon Elliker. Le taux de croissance (µ) et le temps de génération (G) calculés comme suit : 

entre t1=5 et t =18 heures (tableau35) 

 
Tableau 35 : Taux de croissance, temps de génération et variation du pH pour 24 heures de la souche cultivée sur 

Elliker, jus de dattes, lactosérum et mélange jus de dattes – lactosérum à 30°C. 
 

 

 

 

 

 

17.3- Evolution de la viabilité cellulaire 

Afin de déterminer si la diminution de la densité optique pourrait résulter d’une lyse des 

cellules, des prélèvements de la souche à différents temps et dans chaque milieu de culture ont 

été effectués et dénombrées sur Elliker gélosé. Les résultats illustrés par la figure 70 montrent 

que les écarts dans la charge cellulaire ne sont remarqués qu’à partir de 14 heures de croissance 

mais se rejoignent avec une concentration finale de 109 cfu.ml-1 après 35 heures de culture.  
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  Figure 70 : Evolution de la viabilité cellulaire dans Elliker, jus de dattes, lactosérum et mélange jus de dattes – 

lactosérum à 30°C. 
 
 

 

 

Milieu µ (h-1) G  pH (24 h) 

Elliker 0,1 10 1.5 

lactosérum 0,03 33,33 1.2 

Jus de dattes 0,01 100 2 

mélange 0,04 25 1.3 



17.3- Evolution du pH  

Le pH est le meilleur marqueur d’activité de la souche dans les différents milieux. La 

capacité de fermenter plus ou moins rapidement les sucres présents est un signe de bonne 

adaptation au milieu. Les écarts enregistrés sont les plus élevés dans le cas du jus de dattes et du 

milieu Elliker. L’aptitude à l’acidification est la plus marquée dans le cas du jus de dattes avec 

une baisse de deux unités pH en vingt-quatre au-delà de quarante heures les niveaux 

d’acidification se rejoignent. La chute du pH dans le cas du mélange et du lactosérum est 

moindre.   

             

                           
Figure 71 : Evolution du pH durant la croissance dans Elliker, jus de dattes, lactosérum et mélange 

 jus de dattes – lactosérum à 30°C. 

17.4- Utilisation des sucres 

Dans cette étape nous avons comparé le comportement de la souche vis-à-vis des 

substrats glucidiques et de leur devenir afin d’établir la relation avec la production de la 

bactériocine.  

 
17.5- Le milieu lactosérum  

Dans le lactosérum nous remarquons que le galactose disparaît rapidement du milieu. Le 

lactose diminue progressivement passant de 20 à 15 g/l et la production du lactate équivalente 

atteint 2.5 g/l. Les allures des courbes montrent des évolutions lentes que ce soit en utilisation du 

lactose ou en accumulation de ces métabolites notamment le lactate. Le lactosérum seul parait 

être inadapté à la souche. L’absence d’acétate et d’acetoine est notée. 

 

 

 

 

 



                          

 

 

 

 

 

 

  
Figure 72 : Consommation des sucres et production de lactate dans le lactosérum par la souche Lactococcus lactis 

subsp cremoris.      

 

17.5.1- Le milieu jus de dattes 

Le glucose et le fructose sont les sucres majoritaires du jus de dattes et sont rapidement 

convertis en lactate dès les premières heures de fermentation. La souche produit le maximum de 

lactate (5 g-1) dans les premières dix heures de fermentation. 

 

            
Figure 73 : Consommation des sucres et production de lactate dans le jus de dattes par la souche   Lactococcus 

lactis subsp cremoris. 
 
Ce rythme est quasi maintenu jusqu’à la fin du processus de fermentation coïncidant avec 

l’épuisement en sucres fermentescibles ou la concentration en lactate se nivelle a 4g/l. Par 

ailleurs la production de faibles quantités d’acétate et d’acetoine est remarquée avec une cadence 

similaire. Les pics de production coïncident avec celle du lactate.  

17.5.2- Le milieu Elliker 

Dans le milieu Elliker le comportement est particulier. L’allure de production du lactate 

est fluctuante et est constante durant les 4 premières heures puis progresse jusqu’à 25 heures de 

fermentation ou elle atteint un pic de 7g/l avant de chuter a 5g/l jusqu’à la fin de culture.  Le 

glucose est toujours le premier sucre utilisé. Il est épuisé avant les dix heures de fermentation par 

contre le lactose est moins sollicité. L’acétate et l’acetoine sont formées en quantité dès les 



premières heures de fermentation. Avec des quantités moindres comparées à au milieu Elliker ou 

le jus de dattes. 

 

 
         Figure 74 : Consommation des sucres et production de lactate dans le milieu Elliker par la souche Lactococcus lactis 

subsp cremoris. 

 
17.5.3- Le milieu Mélange jus de datte - lactosérum 

Dans ce mélange l’acidification est très rapide. La formation du lactate apparait dès les 

premières minutes de fermentation. La progression est proportionnelle au temps d’incubation et 

continue d’accroitre jusqu’à atteindre un niveau de 3.4 g/l et est soutenu jusqu’à la fin de la 

fermentation. La même allure dans la consommation du glucose et du fructose est notée. 

       
   Figure 75 : Consommation des sucres et production de lactate dans le mélange jus de dattes –lactosérum par la 

souche Lactococcus lactis subsp cremoris C’ 

 
 
18- Evolution de la production de la bactériocine  

18.1- Evolution du diamètre d’inhibition 

 Nous remarquons des allures identiques dans l’évolution des diamètres d’inhibition de 

listeria innocua mais avec des niveaux différents (figure 76). Les diamètres sont plus importants 

respectivement dans le milieu mélange (M), le jus de dattes (JDD), le lactosérum (L) et en 



dernier le milieu Elliker (E). Le maximum est atteint après 25 heures d’incubation pour 

l’ensemble des milieux. 

 

                   
         Figure 76 : Diamètre d’inhibition de listeria innocua par la bactériocine produite dans le milieu en fonction 

du temps en culture planctonique 
 
 

 

 Evolution de la concentration en bactériocine                         Figure 75 : Inhibition de listeria 

innocua par le surnageant de la souche dans le lactosérum 

 

      Par la méthode de dilutions critiques nous avons déterminé le titre de la bactériocine produite 

dans chaque milieu par la souche exprimé en unité arbitraire par millilitre. Les résultats obtenus 

sont illustré par la figure 76. ils révèlent que le mélange jus de dattes –lactosérum est le plus 

approprié pour la production de la bactériocine. 

 

Figure 77 : Inhibition de listeria innocua par la bactériocine produite dans le milieu en fonction 
du temps en culture planctonique 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     
                 3h                                                                                6h                                                                     18h 

                                                    
                         24h                                                                                                                                48h  

                                                                                                                                    



 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 78 : Evolution de la concentration en bactériocine exprimée en UA ml-1 pour les différents milieux de culture 

en culture planctonique. 
 
 La concentration est 55 fois supérieure à celle du milieu Elliker (250 UA ml-1 ) dans 

Elliker et 13000 UA ml-1 dans le mélange).La production est proportionnelle au temps 

d’incubation durant les 12 premières heures (Figure78). Le pic est atteint à partir de la quinzième 

heure et reste maintenu jusqu’aux vingt-cinquièmes heures pour diminuer après de façon 

progressive de15 à 28 heures. Les niveaux obtenus avec le jus de dattes et le lactosérum sont 

moindre que le mélange qui permet de produire en moyenne, vingt fois plus que le milieu 

d’Elliker. 

                                 

                           E : Elliker 6 et 24h                            J : Jus de dattes 6h   et 24h                 M : Mélange. 9 et 24h 
 
     Figure 79 : Les diamètres des zones d'inhibition des différents surnageants des cultures dans les trois milieux en 

batch à cellules libres. 
 

 
18.2- Production de la bactériocine par fermentation à l'aide de cellules immobilisées  

Dans une seconde étape nous avons étudié la capacité de production de la bactériocine 

dans un système de conduite en batch recyclé ou la souche est immobilisée dans la pouzzolane. 

 

 

 



18.3- Evolution de la formation du biofilm  

La mesure de la concentration en bactériocine a été effectuée après colonisation du 

support durant le régime stationnaire. Pour cela nous avons déterminé la colonisation du support 

par la souche dans chaque milieu jusqu’à saturation (correspondant au régime stationnaire) et les 

résultats trouvés sont représentés par la figure 80. 

 

  
 Figure 80 : Evolution du biofilm (biomasse fixée) en fonction du temps sur le support dans les quatres milieux 

 
Nous remarquons qu’après le sixième jour d’incubation la biomasse fixée se stabilise. 

Mais les niveaux de concentration cellulaire ne sont pas identiques. Le niveau le plus élevé est 

obtenu dans le mélange et le plus bas dans le lactosérum. Les valeurs de la biomasse fixée 

d’Elliker et du jus de dattes sont intermédiaires. Quel que soit le milieu de culture utilisé les 

niveaux de production sont de loin très élevés comparé à la conduite planctonique (figure 78). 

Dans le mélange jus de dattes – lactosérum une production maximale de 28000 UAml-1 en 

bactériocine est atteinte après deux heures de fermentation elle se stabilise jusqu’à cinq heure 

pour chuter ensuite. 

 

            
       Figure 81 : Production de la bactériocine en UA ml-1 en batch recyclé par la souche immobilisée sur 

pouzzolane (50% p/v). 
 



Par contre dans le lactosérum et le jus de dattes elle progresse pour atteindre un 

maximum de 4800 et 12000 UAml-1 respectivement pour la même durée. Au-delà de huit heures 

de fermentation la concentration en bactériocine baisse pour s’estomper à la fin. A l’état de 

cellules fixées la souche libère dans le mélange une concentration deux fois supérieures à celle 

en condition planctonique dans le même milieu.  

L’excrétion de la bacteriocine débute âpres 3h d’incubation dans les trois milieux avec 

des niveaux de production différents. La technique d'immobilisation des cellules a été employée 

afin d'augmenter la biomasse et ainsi la production totale. L'immobilisation des cellules permet 

en autres d'obtenir une densité bactérienne supérieure à celle observée par la souche en culture 

libre. Les figues 82 et 83 représentent les diamètres des zones d’inhibition en fonction du temps 

d’incubation des surnageants de la souche Lcl.c’ fixé sur 50 % de pouzzolane et avec les trois 

milieux de culture. D’après ces deux figures l’inhibition est détectée après 3h de fermentation, 

les meilleurs résultats obtenus sont après 24 h d’incubation avec les trois milieux. Le diamètre le 

plus important de 40mm est atteint après 24h lorsque la souche Lcl.c’ est incubée dans le JDD 

mélangé au lactosérum et fixée sur support de 50% (p/v) de pouzzolane. Une corrélation très 

hautement significative est enregistrée entre la production de la bacteriocine et le milieu de 

culture (R2 = 0.96) ainsi que du mode de conditionnement des cellules (R2 = 0,99) 

 

 

 
         Figure 82 : Diamètre d’inhibition après 24 heures de culture sur jus de dattes et lactosérum en culture 

planctonique  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

 

 

 

 

 

                  

         Figure 83 : les diamètres des zones d'inhibition des différents surnagent des cultures dans les trois 
milieux en batch à cellules immobilisées. 5 

 
19 – Discussion 

En comparant avec l’état libre de la souche on constate que l’activité de production de la 

bactériocine est beaucoup plus élevée lorsque les cellules sont fixées. D’après les figures 77 et 

78 La production de la bactériocine est maximale durant la phase exponentielle de croissance, Le 

titre maximal 16 UA ml-1 est atteint dans le JDD mélangé avec du lactosérum après 9h 

d’incubation, la même valeur est obtenue en utilisant le JDD non supplémenté mais après 24h 

d'incubation. Ce titre représente le double du titre en bactériocine obtenu en utilisant le milieu 

Elliker avec Lc.c' immobilisée sur 50 % de pouzzolane. Selon Dirk (2002), l’immobilisation 

augmente la productivité à cause d’une densité de biomasse plus élevée et augmente aussi le 

rendement pour la production de métabolites (telle que les bactériocines). Selon Rubio (2002) 

par la modification de 38 % des gènes au cours du développement du biofilm et selon 

Grattepanche (2005) par l’amélioration de la stabilité plasmidique des cellules à l’état 

immobilisé. Après avoir atteint un plateau, les diamètres des zones d’inhibition diminuent très 

lentement dans le temps lors de la phase stationnaire en comparant avec l’état libre.  
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