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Résumé 

Les bactéries lactiques ont acquis une grande importance par leur présence dans 

l’industrie agro-alimentaire et ce depuis longtemps. 

L’objectif de notre étude était d’évaluer quelques activités d’intérêt technologique 

notamment l’activité acidifiante et aromatisant, chez sept souches de bactéries lactiques 

appartenant au genre Enterococcus ainsi que leur cinétique de croissance lors de leur culture 

sur milieu lait ; une détermination de leur sensibilité vis-à-vis à quatre antibiotiques testés 

(Ampicilline, Érythromycine, Tétracycline et Ceftazidime) a été également étudiée. 

Les résultats obtenus ont montré une croissance optimale des sept souches dans le lait ; 

un potentiel d’acidification qui varie selon la souche, en effet la quantité maximale d’acide 

lactique produite en fin de croissance (après 24h d’incubation) a pu atteindre 90ºD. Les sept 

souches se sont révélées comme capables de produire le diacétyle et ont montré une 

sensibilité vis-à-vis des antibiotiques testés. 

 

Mots clés : Bactéries lactiques, Enterococcus, croissance, activités 

technologiques, antibiotiques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Abstract 

Lactic acid bacteria have gained significant importance due to their presence in the agri-

food industry for a long time. The objective of our study was to evaluate several 

technologically relevant activities, notably acidifying and flavoring activities, among seven 

strains of lactic acid bacteria belonging to the Enterococcus genus, as well as their growth 

kinetics when cultured in milk medium. Additionally, their sensitivity to four tested 

antibiotics (Ampicillin, Erythromycin, Tetracycline, and Ceftazidime) was determined. The 

obtained results showed an optimal growth of all seven strains in milk, with varying 

acidification potential depending on the strain. Indeed, the maximum quantity of lactic acid 

produced at the end of growth (after 24 hours of incubation) could reach 90 ºD. The seven 

strains were found to be capable of producing diacetyl and exhibited sensitivity to the tested 

antibiotics. 

Keywords: Lactic acid bacteria, Enterococcus, growth, technological activities, 

antibiotics. 

 

 ملخص

 .  وهذا منذ فترة طويلة الغذائية اتصناعالاللاكتيك أهمية كبيرة بفضل وجودها في  حمض بكتيريااكتسبت 

بما في ذلك   تقييم عدة أنشطة تكنولوجية ذات أهمية  الكان هدف دراستنا  ، لسبع سلالات من  والنكهة  حمض تنشاط 

، بالإضافة إلى حركة نموها عند زراعتها في وسط الحليب. بالإضافة  Enterococcus البكتيريا اللاكتيكية التابعة لجنس

تجاه   حساسيتها  تحديد  تم  ذلك  التتراسيكلين،   أربعإلى  الإيريثرومايسين،  )الأمبيسيلين،  مختبرة  حيوية  مضادات 

لى لجميع السبع سلالات في الحليب مع إمكانية التحميض المتفاوتة تبعاً للسلالة. في  اوالسيفتازيديم(. أظهرت النتائج نموًا مث

درجة    90ساعة من التحضير( إلى    24الواقع، يمكن أن تصل الكمية القصوى لحمض اللاكتيك المنتجة في نهاية النمو )بعد  

 .دورنيك وثبت أن السبع سلالات قادرة على إنتاج الدياسيتيل وأظهرت حساسية تجاه المضادات الحيوية المختبرة

 .، نمو، الأنشطة التكنولوجية مضادات حيويةEnterococcus  ،لاكتيكلا حمض بكتيريا الكلمات المفتاحية:
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Les bactéries lactiques sont largement utilisées dans l’industrie alimentaire, en tant que 

starters dans les procédés de fermentations afin de répondre aux exigences croissantes des 

consommateurs en produits alimentaires moins traités et exempts de conservateurs chimiques. 

Leurs apports bénéfiques consistent en l’amélioration de la qualité des produits fermentés en y 

développant certaines caractéristiques organoleptiques, sans altérer ni le goût ni l’odeur, et en 

augmentant leur durée de conservation. 

 Cette préservation est conférée par la production de plusieurs métabolites ayant une 

activité antimicrobienne tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogène, le dioxyde 

de carbone et les bactériocines (Dortu et Thonart, 2009 ; Moraes et al, 2010). 

En industrie laitière, les souches de bactéries lactiques sont sélectionnées sur la base de 

leurs propriétés technologiques (production de l’acide lactique, production d’arome, activité 

protéolytique et cinétique de croissance), et leurs caractéristiques fonctionnelles (activité 

antibactérienne, résistance au passage gastro-intestinal et résistance aux antibiotiques). bien 

qu’il existe d’autres paramètres à prendre en considération (Tamime, 2002 ; Molin, 2008). 

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre étude qui a pour objectif l’évaluation de la 

croissance et la caractérisation de quelques aptitudes technologiques notamment : 

l’acidification et l’aromatisation chez des souches de bactéries lactiques isolées à partir d’un 

lait fermenté de type « l’ben » de fabrication traditionnelle ; ces souches ont fait également 

l’objet d’une détermination de leurs sensibilités vis-à-vis aux antibiotiques.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Synthèse bibliographique 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Synthèse 

bibliographique 



Synthèse bibliographique  

3 
 

1.1 Les bactéries lactiques  

1.1.1 Généralités sur les bactéries lactiques 

 On appelle bactéries lactiques des microorganismes assez hétérogènes sur les plans 

morphologie et physiologie qui se caractérisent par une production de quantités importantes 

d’acide lactique résultant du métabolisme des glucides (Desmazeaud, 1983). 

 Elles sont des cocci ou des bâtonnets à Gram positif, asporulantes, généralement 

immobiles, dépourvues de catalase et d’oxydase, aéro anaérobie facultatives et 

acidotolérantes. Toutefois, leurs caractéristiques peuvent être changées sous certaines 

conditions (König et Fröhlich, 2009).  

Les LAB ont la réputation d’avoir des exigences nutritionnelles nombreuses et 

complexes rendant parfois leur culture fastidieuse en laboratoire. Elles ont en général une 

faible capacité de biosynthèse et de nombreuses auxotrophies ont été décrites en ce qui 

concerne les acides aminés, les vitamines, les bases puriques ou pyrimidiques et les cofacteurs 

(Corrieu et Luquet, 2008). 

1.1.2 Habitat 

Les bactéries lactiques sont très abondantes dans la nature. Elles se trouvent 

généralement associées à des aliments riches en sucres simples. Elles peuvent être isolées du 

lait, du fromage, de la viande, de végétaux Exemple de la sensibilité de la souche LB09 vis-à-

vis des quatre ATB testés. Elles se développent avec la levure dans le vin, la bière et le pain. 

Quelques espèces colonisent le tube digestif de l'homme et des animaux. Cela a conduit à la 

reconnaissance de leur statut comme GRAS (Generally Recognized As Safe) (Leveu et 

Bouix, 1993 ; Hassan et Frank, 2001 ; Hadaf, 2012). 

1.1.3 Caractéristiques des principaux genres des bactéries lactiques  

1.1.3.1 Le genre Lactobacillus 

Le genre principal de la famille des Lactobacillaceae est le genre Lactobacillus. Ce 

genre contient de nombreuses espèces qui sont des agents de fermentation lactique et 

interviennent dans de nombreuses industries, notamment la production d'aliments fermentés. 

Les lactobacilles sont également souvent rencontrés comme contaminants. Ils sont 

caractérisés par les propriétés suivantes :  
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Bacilles longs et fins (parfois incurvés) souvent groupés en chaines, Immobiles, 

asporulés, Catalase négative, Optimum de température de développement situé entre 30 et 

40°C, Exigences nutritionnelles complexes en acides aminés, vitamines, acides gras, 

nucléotides, glucides et minéraux (Menad, 2018). 

 

Figure 1 : Le genre Lactobacillus 

1.1.3.2 Le genre Lactococcus 

Les lactocoques se présentent sous forme de coques en paire ou en chaines de longueur 

variable. Ce sont des bactéries anaérobies facultatives homofermentaires ne produisant que de 

l’acide lactique, seul Lactococcus lactis subsp. Lactis biovar. diacetylactis produit le 

diacétyle. Leur température de croissance est proche de 30°C. Quelques espèces produisent 

des exopolysaccharides et des bactériocines (Tamime, 2002).  

 

Figure 2 : Le genre Lactococcus 

1.1.3.3 Le genre Streptococcus 

Le genre Streptococcus comprend essentiellement des espèces d’origine humaine ou 

animale dont certaines sont pathogène comme S. pyogenes et S. agalactiae ; d’autre sont 

impliquées dans la formation de la plaque dentaire (S.mutans), ces espèces étant rarement 

rencontrées dans les aliments. Streptococcus thermophilus est la seule espèce de 
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streptocoques qui soit utilisée en technologie alimentaire Streptococcus thermophilus se 

différencie par son habitat (lait et les produits laitiers) et son caractère non pathogène 

(fedrighi, 2005). 

 

 

Figure 3 : Le genre Streptococcus 

1.1.3.4 Les genres Leuconostoc, Oenococcus et Weissella  

 Ils rassemblent les coques lenticulaires en paires ou en chaines, mésophiles, qui 

possèdent un caractère hétérofermentaire marqué, avec production de l’acide lactique. 

Le genre Leuconostoc inclus des coccobacilles hétérofermentaires, produisant 

uniquement de l’acide lactique, et ne produisant pas d’ammoniac à partir de l’arginine. En 

général, les leuconostocs sont utiles dans différents types de fromages. Ils interviennent aussi 

dans l’industrie laitière (beurre et crème) principalement Ln. Mesenteroides et ssp. Cremoris 

(Negadi et al., 2017). 

1.1.3.5 Le genre Enterococcus 

 Les streptocoques fécaux qui représentent une hémolyse de type ʎ et β sont des 

commensaux de l’intestin. Les espèces rencontrées dans l’alimentation sont essentiellement 

Enterococcus Faecalis et les espèces proches. Les entérocoques sont des coques qui peuvent 

être mobiles, homofermentaires, généralement différenciés par la fermentation de l’arabinose 

et le sorbitol, ils croissent entre 10°C et 45°C (Rakhis et al., 2016). 
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Figure 4 : Le genre Enterococcus 

1.1.3.6 Le genre Bifidobacterium  

 Traditionnellement, le genre Bifidobacterium a été associé aux bactéries lactiques. Par 

la suite, il été séparé en raison du contenu G+C supérieur à 50% et affecté au phylum des 

Actinobacteria. 

 Elles ont généralement un PH optimal de croissance autour de 6.5 à 7 et une 

température de croissance comprise entre 37°C et 41°C. Elles ont la forme irrégulière d’un V 

ou une morphologie bifide en forme de Y (figure 5). Elles sont hétérofermentaires et 

dégradent les hexoses en produisant de l’acide lactique et acétique (Aibeche et al., 2020). 

 

Figure 5 : Le genre Bifidobacterium 

 1.1.3.7 Le genre Pediococcus et Tetragenococcus 

Les Pediococcus sont des coques homofermentaires dont la particularité est le 

groupement en tétrade. Ils sont mésophiles, le plus souvent incapables d’utiliser le lactose, et 

leur développement nécessite la présence de divers facteurs de croissance. Certaines espèces 

se distinguent par leur capacité à se développer à des teneurs en sel très élevées, comme 
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Pediococcus halophilus, renommé Tetragenococcus halophilus et Tetragenococcus 

muriaticus qui tolère jusqu’à 18%de NaCl (Pilet et al., 2005). 

1.1.4 Identification des bactéries lactiques  

 1.1.4.1 Caractères morphologies et structuraux  

• La forme : des cellules microbiennes représentent souvent un caractère distinctif de 

l’espèce et du genre bactérien (coques ou bâtonnes) (Hamidi, 2017). 

• Le diamètre cellulaire : est un caractère plus stable que la longueur cellulaire. 

• La mobilité : est une caractéristique rare chez les bactéries lactiques qui sont 

généralement non mobiles, sauf dans certains cas où elles possèdent des flagelles 

péritriches. 

• La sporulation : toutes les bactéries lactiques sont des non sporulés. 

• L’analyse des composants cellulaires est entrains de devenir un instrument essentiel 

non seulement pour la classification mais aussi pour l’identification des bactéries. 

• Les recherches chimio taxonomiques : réalisées sur les bactéries ont contribué de 

façon fondamentale à expliquer les relations génétiques intra et inter spécifique. 

1.1.4.2 Caractères physiologiques et biochimiques  

Regroupent la quantité et la configuration de l’acide lactique produit, la température de 

croissance minimale, optimale et maximale, la tolérance de l’oxygène et au chlorure de 

sodium, la production de gaz et d’arômes, la production d’ammoniaque à partir de l’arginine, 

la capacité d’hydrolyse de l’esculine ou de résister aux sels biliaires et à différentes valeurs de 

pH (Luquet et Roissard 1985). 

 1.1.4.3 Caractères immunologiques 

Les bactéries lactiques peuvent être sensibles à leurs propres substances de défense 

comme la bactériocine, elles se prémunissent à l'aide d'une protéine qualifiée « d’immunité».  

C’est une lipoprotéine d’immunité codée par le gène LanI : Cette protéine s’attache à la 

surface externe de la membrane et interagit avec la bactériocine afin d’empêcher son insertion 

dans la membrane et ainsi former des pores. La structure de ces protéines est très variable 

(Dortu, 2008). 
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1.1.5 Culture des bactéries lactiques  

Les bactéries lactiques ont besoin d'un milieu riche en nutriments (sucres, acides aminés, 

acides gras, sels, vitamines), pauvre en oxygène (Hertel, 2006). Elles sont essentiellement 

cultivées sur milieu Man Rogosa Sharpe (MRS). Le MRS est un milieu riche qui fournit une 

variété de sources de carbone et d'azote telles que la peptone, le glucose et le Tween80, pour 

les bactéries difficiles à cultiver. Le Tween 80 était à l'origine utilisé comme émulsifiant dans 

la préparation des milieux avant d'être considéré comme une source de carbone pour les 

bactéries (Kahina, 2012). 

1.1.6 Principales voies fermentaires  

Toute croissance nécessite la production d’énergie et les bactéries lactiques ne font pas 

exception à la règle. Hétérotrophes, elles tirent leur énergie de la fermentation de substrats 

carbonés. Les carbohydrates fermentés en acide lactique par les bactéries lactiques peuvent 

être des monosaccharides tels que des hexoses (glucose, galactose), des pentoses (xylose, 

ribose, arabinose), hexitols et pentitols (mannitol, sorbitol, xylol) ou des disaccarides (lactose, 

saccharose, cellobiose, tréhalose). La fermentation des sucres s’effectue essentiellement en 

trois étapes (Atlan et al., 2008) :  

• Le transport du sucre à travers la membrane cellulaire.  

• Le catabolisme intracellulaire du sucre.  

• Formation et expulsion extracellulaire des métabolites terminaux. Selon le genre ou 

espèce, les bactéries lactiques utilisent principalement l’une des deux voies majeures du 

métabolisme des sucres. Il s’agit des voies homofermentaire (Embden-Meyerhof 

Parnas, EMP) et hétérofermentaire (voie des pentoses-phosphate) (Atlan et al., 2008). 

1.1.6.1 La voie homofermentaire  

Ou voie d’Embden-Meyerhof Parnas (EMP) Les bactéries lactiques homofermentaires 

comprennent les espèces de Lactocoques, Pediocoques, ainsi que certains Lactobacilles. Cette 

voie conduit dans des conditions optimales de croissance à la production de deux molécules 

de lactate et deux molécules d’ATP par molécules de glucose consommée. Le fructose1-,6-bis 

phosphate aldolase est une enzyme clé indispensable au fonctionnement de la voie EMP 

(Thompson et Gentry-Weeks, 1994). 
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1.1.6.2 La voie hétérofermentaire  

Ou voie des pentoses phosphate. Les bactéries lactiques qui fermentant le glucose en 

produisant, en plus de l’acide lactique, de l’acétate, de l’éthanol et du CO2 sont dites 

hétérofermentaire. Les principaux groupes de bactéries présentant ce type de métabolisme 

sont du genre Leuconostoc et certains Lactobacilles. Ces microorganismes sont dépourvus de 

système de PTS (Thompson J. et Gentry-Weeks, 1994) 

1.1.7 Métabolisme des bactéries lactique 

1.1.7.1 La glycolyse 

Les bactéries lactiques synthétisent leur ATP grâce à la fermentation lactique des 

glucides. On distingue deux groupes biochimiques : les homofermentaires et les 

hétérofermentaires. Les homofermentaires produisent deux molécules d’acide lactique (C3) 

par glucose (C6) consommé. Chez les hétérofermentaires, seule une molécule d’acide lactique 

est produite à partir du glucose. Une autre molécule en C2 est produite (en général soit de 

l’éthanol soit de l’acide acétique) et une molécule d’oxygène. La différence entre ces deux 

groupes est détectable par le dégagement de CO2 (Bourfeois et al., 1996). 

 

Figure 6 : Principales voies assurant le transport et le métabolisme du glucose par     les 

bactéries lactiques (Kandler, 1983). 
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1.1.7.2 La lipolyse  

Les lipases bactériennes catalysent en partie la production des acides gras à longues 

chaines a partir des mono et di glycérides, alors que les estérases permettent la libération des 

acides gras volatils. Les acides gras, dont la concentration augmente pendant l'affinage, 

seraient responsables en partie de la flaveur typique des fromages à pâte pressée cuite. Ils sont 

également des précurseurs pour la formation de metylcetones, alcools, lactones et esters 

(Siegumfeldt et al., 2000). 

 

Figure 7 : Principales voies de la lipolyse (Siegumfeldt et al., 2000). 

 

1.1.7.3 La protéolyse 

 L'incapacité des bactéries lactiques à synthétiser les acides aminés nécessaires à la 

synthèse protéique nécessite un fonctionnement actif de leur système protéolytique dans les 

environnements ou les protéines constituent la principale source d'azote (Law et 

Haandrikman, 1997). Ces systèmes sont complexes de par le nombre et la nature des 

protéases et peptidases présentes, mais également de par leur localisation cellulaire. Le 

système protéolytique des bactéries lactiques est composé de protéases associées à la paroi 

cellulaire, qui catalysent l'hydrolyse des protéines en peptides contenant de 7 à 16 résidus 

aminés (Law et Haandrikman, 1997).  
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Figure 8 : Système protéolytique des bactéries lactiques (Kunji et al., 1996). 

1.1.8 Exigences nutritionnelles 

Les bactéries lactiques ont un besoin particulier pour leur nutrition car elles sont 

incapables de synthétiser un certain nombre d’éléments qui sont variables d'une espèce à une 

autre, vu leur faible biosynthèse, elles sont donc auxotrophes. Elles sont par conséquent 

considérées comme le groupe de bactéries le plus exigent de point de vue nutritionnel (Drider 

et Prevost, 2009).  

1.1.8.1 Exigences en acides aminés  

Les bactéries lactiques sont en principes incapables d’effectuer la synthèse des acides 

aminés, et doivent par conséquent faire appel à des sources exogènes pour assurer leur 

métabolisme (Luquet, 1986). Les exigences en acides aminés des Streptococcus sont 

différentes de celles des Lactobacillus, ils ont besoin d’acide glutamique d’histidine, de 

cystéine, de méthionine et aussi de valine, de leucine et de tryptophane ou de tyrosine. Les 

lactobacilles ont besoin d’aspartate, d’histidine, de lysine, de leucine, de méthionine et de 

valine (Lenoir et al., 1992).  

1.1.8.2 Exigences en bases azotées  

 Les bases puriques et pyrimidiques ne sont pas vraiment essentielles au métabolisme 

des bactéries lactiques (Desmazeaud, 1983).  

1.1.8.3 Exigences en sels minéraux  

Les besoins en éléments minéraux des bactéries lactiques ne sont encore partiellement 

connus. Les principaux éléments tel que le magnésium et le manganèse sont généralement 
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requis (Imbert et Blandeau, 1998; Letrot et Juillard, 2001; Corrieu et al., 2008), jouent un 

rôle important dans la nutrition des Lactobacillus (Ledesma et al., 1977; Mazali, 1992), alors 

que les besoins en calcium et en potassium sont moins systématiques. Les besoins en fer 

dépendant des micro-organismes (Pandey et al., 1994 ; Impert et Blandeau, 1998). Le zinc 

présente un effet positif pour la croissance de certains lactobacilles, mais il est toxique à fort 

concentration. A l’opposé, le sodium, le cadmium, et le cuivre démontrent un effet inhibiteur 

(Corrieu et al., 2008). 

1.1.8.4 Exigences en cations  

Le rôle principal des cations est dans la nutrition des bactéries lactiques ; ils 

interviennent dans différentes réactions métaboliques (Boyaval et al., 1988). La forme 

ionique entraine une activation de la fermentation lactique par une meilleure utilisation des 

sucres, par exemple Amouzou et al. (1985) ont montré le rôle du Mg2+ sur Streptococcus 

thermophilus.  

1.1.8.5 Exigences en vitamines  

Les bactéries lactiques sont incapables de synthétises les vitamines qui jouent un rôle 

irremplaçable de coenzymes dans le métabolisme cellulaire. Streptococcus thermophiles à une 

exigence absolue en acide pantothénique (B5), en riboflavine (B2), à moindre degré en 

thiamine (B1), en nicotinamide ou en acide nicotinique (B3) et en biotine (B8). La pyridoxine 

ou ses dérives (B6) stimulent fortement sa croissance (Desmazeaud, 1983).  

1.1.8.6 Exigences en glucides  

Les bactéries lactiques ont la capacité de fermenter des glucides (Wood et Holzapfel, 

1995 ; Bazo, 2011), par exemple S. thermophilus peut fermenter et transformer rapidement du 

lactose en lactate, et utilise différentes sources tel que : lactose, saccharose, glucose, 

galactose, fructose. S. thermophilus a été adapté à s’alimenter et croitre en présence de lactose 

comme source de carbone (Vaillancourt et al., 2002 ; Vanden Bogaard et al., 2004) 

1.1.9 Intérêt des bactéries lactiques  

Les bactéries lactiques jouent un rôle important que ce soit dans l’industrie alimentaire 

ou dans le domaine thérapeutique. 
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1.1.9.1 Dans l’industrie alimentaire  

Les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation et la bio-conservation de 

différents aliments. Ainsi, les souches de Lactobacillus bulgaricus, Sterptococcus 

thermophilus sont utilisées pour la production du yaourt, des fromages et des laits fermentés 

(Yateem et al., 2008). Le vin, les poissons, les viandes, les charcuteries, le pain au levain 

entre autres sont aussi des produits de fermentation par des bactéries lactiques (Badis et al., 

2005). L’utilisation de ces dernières a pour but l’amélioration des caractéristiques 

organoleptiques des produits fermentés et l’augmentation de leur durée de conservation sans 

l’utilisation de conservateurs chimiques grâce aux substances antimicrobiennes qu’elles 

secrètent (Dortu et Thonart, 2009). Les souches utilisées en industrie alimentaire doivent 

répondre à certains critères : absence de pathogénicité ou activité toxique, capacité 

d’améliorer les caractéristiques organoleptiques, capacité de dominance, facilité de culture et 

de conservation, et maintenance des propriétés désirables durant le stockage (Marth et 

Steele, 2001).  

 1.1.9.2 Dans le domaine thérapeutique  

Etant des probiotiques, les bactéries lactiques apportent des bénéfices à l’hôte en 

conférant une balance de la microflore intestinale, et en jouant également un rôle important 

dans la maturation du système immunitaire (Yateem et al., 2008). Différentes études ont 

démontré le rôle préventif aussi bien que curatif de ces bactéries sur plusieurs types de 

diarrhées (Mkrtchyan et al., 2010). D’autres ont cité leur capacité de diminuer les allergies 

liées aux aliments grâce à leur activité protéolytique (El-Ghaish et al., 2011).  

1.1.10 Applications des bactéries lactiques  

 Les bactéries lactiques font partie de l’alimentation humaine depuis l’antiquité. Elles 

participent à la fermentation de nombreux aliments d’où le changement de la saveur de 

l’aliment et de sa texture. D’autre part, les bactéries lactiques produisent des peptides et des 

molécules comme l’acétoïne, l’acétaldéhyde, le diacétyle ou l’éthanol. L'industrie laitière est, 

sans doute, le plus grand consommateur de ferments lactiques commerciaux, pour la 

production de laits fermentés, fromages, crèmes et beurres. La fermentation du lait par des 

bactéries lactiques est à l'origine de nombreux produits, chacun avec ses caractéristiques 

spécifiques d'arôme, de texture et de qualité (Hugenholtz et al., 2002). 
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 Les bactéries lactiques sont aussi utilisées dans l’industrie chimique (production 

d’acide lactique), dans le domaine médical et dans l’industrie comme des additifs alimentaire 

(Wisselink et al., 2002)  

1.1.10.1 Dans le secteur agronomique 

 Les bactéries lactiques sont utilisées comme agents biologiques de conservation du 

fourrage par fermentation acidifiante. L’utilisation des bactéries lactiques dans les ensilages, 

permet de limiter ou d’inhiber certaines voies métaboliques indésirables telles que 

l’acétogenèse (Salawu et al., 2001 ; Khuntia et Chaudhary, 2002). 

 L’étiologie des effets bénéfiques engendrés par les souches lactiques dans les ensilages 

reste encore très peu élucidée mais des équipes suggèrent un effet probiotique affectant 

favorablement l’écosystème et le pH ruminal (Weingerg et al., 2004 ; Gollop et al., 2005). 

1.1.10.2 Dans le domaine d’alimentaire 

Les bactéries lactiques sont aussi responsables de l’ouverture des fromages par 

production de CO2, de la texture produite fermentés, par production des exo-polysaccharides 

ainsi que la production de peroxyde d’hydrogène ou de bactériocines qui inhibent la 

croissance de bactéries indésirables (Doleyres,2003).  

 La bio préservation consiste à ajouter sur un aliment un ou des microorganismes et/ou 

leurs métabolites, sélectionnés pour leurs capacités à inhiber le développement des 

microorganismes indésirables, afin d’augmenter les durées de vie des denrées alimentaires 

et/ou de limiter la croissance des germes pathogènes. Ce concept s’inscrit dans l’utilisation 

des technologies de barrière, en complément à d’autres méthodes de conservation comme la 

réfrigération, la conservation sous vide ou sous atmosphère modifiée (Pilet et al., 2009). 

En outre, elles sont impliquées dans la fermentation et la bio-conservation de différents 

aliments. Ainsi, les souches de Lactobacillus bulgaricus, Sterptococcus thermophilus sont 

utilisées pour la production du yaourt, des fromages et des laits fermentés (Yateem et al., 

2008). Le vin, les poissons, les viandes, les charcuteries, le pain au levain entre autres sont 

aussi des produits de fermentation par des bactéries lactiques (Badis et al., 2005). 

L’utilisation de ces dernières a pour but l’amélioration des caractéristiques 

organoleptiques des produits fermentés et l’augmentation de leur durée de conservation sans 
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l’utilisation de conservateurs chimiques grâce aux substances antimicrobiennes qu’elles 

secrètent (Dortu et Thonart, 2009). 

 Selon Marth et Steele. (2001), l’application de ces souches bénéfiques doit répondre à 

certains critères : 

• Absence de pathogénicité ou activité toxique ;  

• Capacité d’améliorer les caractéristiques organoleptiques ; 

• Facilité de culture et de conservation, et maintenance des propriétés désirables durant 

le stockage. 

 

1.1.10.3 Dans le domaine de la santé 

 Certaines bactéries lactiques spécifiques sont utilisées comme probiotiques ; c’est-à-

dire micro-organismes vivants capables d’exercer un effet bénéfique sur l’homme ou l’animal 

par amélioration des propriétés de la flore intestinale. Les espèces couramment utilisées sont    

Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. johsonii, Lb. delbruecki, sub sp bulgaricus (Salminem et al., 

2004). Les souches lactiques sont également utilisées dans le traitement de certaines 

affections telles que les diarrhées, les allergies alimentaires, l’intolérance au lactose et l’hyper 

cholestérolémie (Salminem et al., 2004). 

 Les bénéfices potentiels des probiotiques vont de la suppression de l’activité de certains 

pathogènes à l’amélioration de l’utilisation du lactose, de la réduction du cholestérol sanguin 

et du niveau de substances carcinogènes, l’inactivation de composés toxiques ainsi que la 

stimulation du système immunitaire ; donc ces micro-organismes sont bénéfiques pour la 

santé de l’hôte (Ninane et al., 2009). Ces spécificités correspondent essentiellement à des 

propriétés de résistance lors du passage dans l'estomac, dans le duodénum et dans l'intestin 

(Wildman, 2007 ; Remacle et Reusens, 2004). 
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1.2 La croissance bactérienne 

Il existe plusieurs méthodes expérimentales pour mesurer l'évolution des populations de 

micro-organismes.  

• Mesure des produits du métabolisme : cette méthode consiste à étudier la corrélation 

entre les produits du métabolisme et la croissance bactérienne. Par exemple, la 

croissance du Lactobacillus est proportionnelle à la production d'acide lactique. 

• Mesure des variations physicochimiques du milieu : cette méthode examine la 

corrélation entre les variations des paramètres physicochimiques du milieu et la 

croissance bactérienne. Par exemple, la croissance des bactéries lactiques est 

accompagnée d'une diminution du pH du milieu. Ces méthodes permettent de 

comprendre les interactions entre les micro-organismes et leur environnement, ainsi 

que les effets de ces interactions sur la croissance et le développement de ces 

organismes. 

1.2.1 Description de la cinétique de croissance 

Lorsque les conditions de milieu sont favorables (présence de nutriments, température, 

activité de l'eau, pH, absence d'antiseptiques ou d'antibiotiques), la croissance microbienne 

suit la courbe de la figure9, établie par Buchanan en 1918. Cette courbe décrit les différentes 

phases de la croissance bactérienne, qui sont généralement divisées en sept phases. 

 

 

Figure 9 : Les différentes phases de croissance bactérienne en milieu liquide décrites par 

Buchanan (1918). 
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De manière traditionnelle, les six phases successives suivantes sont généralement identifiées 

(De Roissart, 1986 ; Augustin, 2005). 

• La phase de latence (µ=0), elle suit immédiatement l’ensemencement du milieu par 

l’inoculum bactérien. Cette phase correspond à une période d'adaptation de l'inoculum à 

son nouvel environnement de croissance et sa durée dépend de la nature du milieu 

d'accueil, de l'état physiologique des cellules inoculées et éventuellement de la taille de 

l'inoculum.  

 

• La phase d’accélération (µ augmente), pendant laquelle le métabolisme cellulaire 

reprend et la croissance démarre. 

 

• La phase exponentielle (µ=µmax constant), au cours de laquelle toutes les bactéries se 

trouvent dans leur état physiologique optimal et se multiplient à leur taux de croissance 

maximum. Cette phase se présente sous la forme d'une portion linéaire lorsque l'on 

représente l'évolution du logarithme de la concentration bactérienne ou de la biomasse 

en fonction du temps.  

 

• La phase de ralentissement (µ diminue), elle est due à l’épuisement d’un ou de 

plusieurs substrats limitant (sucres, acides aminés…), à l’accumulation de produits 

toxiques (acide lactique, acide acétique, peroxydes.) ou simplement à l’abaissement du 

pH. 

 

• La phase stationnaire (µ=0) qui correspond à un arrêt de la croissance, la culture 

atteint alors sa densité maximale. 

 

• La phase de déclin (µ négatif), qui correspond à la mort des bactéries et 

éventuellement à leur lyse par manque des réserves énergétiques ou par intoxication.  
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1.3 Les activités technologiques des bactéries lactiques  

1.3.1 L’activité acidifiante  

La fonction acidifiante est la propriété métabolique la plus recherchée des bactéries 

lactiques utilisées dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par la production des 

métabolites qui améliorent la conservation des produits alimentaires en diffusant à travers les 

couches lipidiques de la membrane bactérienne, ils provoquent un abaissement de pH interne 

par libération de protons, déstabilisant, ainsi le fonctionnement de la cellule bactérienne. 

Parmi ces métabolites, on cite par exemple le peroxyde d'hydrogène, produit en présence 

d'oxygène, s'accumule en l'absence de catalase ; son pouvoir oxydatif provoque l'oxydation 

des lipides et la libération des acides nucléiques. Aussi l'acide lactique produisant à partir de 

la fermentation des hydrates de carbone au cours de la croissance bactérienne. Il est utilisé 

comme acidulant, aromatisant, un très bon conservateur et un inhibiteur de l'altération 

bactérienne dans une grande variété d'aliments transformés. L.lactis subsp. lactis, ssp. 

cremoris et biovar. diacetylactis, sont les trois bactéries les plus fréquemment citées pour 

leurs rôles majeurs différents, respectivement pour l'aptitude acidifiante (Ayachi, 2022 ; 

Boullouf, 2016). 

1.3.2 L’activité protéolytique 

Les bactéries lactiques dépendent principalement de l'activité fonctionnelle du système 

protéolytique dans les environnements où les protéines sont la principale source d'azote en 

raison de leur incapacité à synthétiser les acides aminés nécessaires à la synthèse des 

protéines. Le système protéolytique des bactéries lactiques est constitué de protéases liées à la 

paroi cellulaire, qui catalysent l'hydrolyse des protéines en peptides contenant de 7 à 16 acides 

aminés. Ces peptides sont ensuite hydrolysés par l'endopeptidase ou les exopeptidases en 

unités transportables d'acides aminés et de petits peptides. Des études comparatives de la 

protéolyse du fromage cheddar fabriqué avec ou sans levure lactique ont montré l'efficacité de 

ces bactéries dans la libération de petits peptides et d'acides aminés libres lors de l'affinage du 

fromage. Les lactobacilles présentent en général une activité protéique plus prononcée que les 

lactobacilles (Boullouf, 2016).  

1.3.3 Le pouvoir aromatisant 

Les bactéries lactiques participent au développement de la saveur et de l’arôme des 

produits laitiers (Schmidt et al., 1994). En plus de la production de l’acide lactique, les 
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bactéries lactiques produisent une quantité plus ou moins importante de composés 

secondaires, tel que : le diacétyle, acétaldéhyde, l’éthanol, le gaz carbonique et l’acide 

formique. 

 1.3.3.1 Le diacétyle  

 Est un produit issu du métabolisme du citrate par plusieurs BL bien que la production 

puisse être réprimée par la fermentation des hexoses. Les bactéries à Gram négatif, les levures 

et les moisissures sont plus sensibles au diacétyle que les bactéries à Gram positif et son mode 

d'action serait dû à une interférence avec l'utilisation de l'arginine (De Vuyst et Vandamme, 

1994). Le diacétyle est rarement présent dans les fermentations alimentaires à des niveaux 

suffisants pour apporter une contribution majeure à l'activité antibactérienne (Caplice et 

Fitzgerald, 1999). 

1.3.4 L’activité texturante  

 Les bactéries lactiques grâce à leur capacité de synthétiser des exo-polysaccharides 

(EPS) jouent un rôle important dans la consistance et la rhéologie des produits transformés. 

Ces macromolécules sont généralement considérées comme des épaississants naturels dans 

l'industrie alimentaire. Les souches de Lactobacillus delbrueckii ssp.bulgaricus et 

Streptococcus thermophilus producteurs d'EPS sont utilisés comme starters fonctionnels dans 

la fabrication de yaourts pour améliorer la texture, éviter la synérèse et augmenter la viscosité 

des produits finis. L’utilisation d'EPS obtenus à partir de Lactococcus lactis ssp.crémoirs est 

très prometteur pour la structure et la viscosité des produits laitiers fermentés (Boullouf, 

2016). 

1.3.5 L’activité lipolytique  

 Les enzymes produites par les bactéries lactiques sont d'une grande importance dans 

l'industrie alimentaire. La lipolyse joue un rôle important dans le vieillissement du fromage 

car les acides gras sont convertis en méthylcétones, lactones et thioesters qui, avec les acides 

gras, contribuent à la saveur du produit fermenté. Bien que les bactéries lactiques possèdent 

une variété d'enzymes lipolytiques capables d'hydrolyser de nombreux esters d'acides gras et 

les substrats tri-, di- et monoacylglycérols, elles sont généralement considérées comme 

faiblement lipolytiques par rapport aux autres microorganismes tels que Pseudomonas, 

Acinetobacter, Aeromonas, Flavobacterium et Candida. De plus, Les lipases de Pseudomonas 

et Bacillus sont extracellulaires, par contre les bactéries lactiques produisent une lipase 
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intracellulaire. Les enzymes lipolytiques sont produites pendant la phase exponentielle de la 

croissance, et la production est fortement influencée par les conditions de croissance 

(Belhamra, 2017). 

1.3.6 L’activité antimicrobienne 

On reconnait depuis longtemps, aux bactéries lactiques, la propriété de produire des 

substances antimicrobiennes leur permettant de se développer préférentiellement dans divers 

écosystèmes. L’activité antagoniste des bactéries lactiques est due aux métabolites excrétés : 

l’acide lactique et autre acides organiques, peroxyde d’hydrogène, diacétyle, et les 

bactériocines (Leveau et al., 1991, Klaenhammer et al., 1994). 

1.4 La résistance des bactéries lactiques aux antibiotiques 

Puisque les bactéries lactiques sont présentes dans l’appareil gastro-intestinal en grand 

nombre et sont également intentionnellement ajoutées à notre régime, les soucis ont été 

augmentés au sujet de la résistance aux antibiotiques dans ces espèces bactériennes réputées 

bénéfiques pour la santé humaine.  

Par exemple, les bactéries lactiques résistantes à certains antibiotiques pourraient aider à 

maintenir l’équilibre gastro-intestinal dans le cas de la diarrhée provoquée par un traitement 

antibiotique. Cependant, il y a un risque lié à la capacité de ces bactéries lactiques résistantes 

de transmettre leurs facteurs de résistance (gènes) horizontalement aux bactéries pathogènes 

(Teuber et al., 1999 ; Salyers et al., 2004 ; Maria et al., 2010).  

Récemment, ces craintes ont été renforcées par des études qui montrent que les gènes de 

résistances aux antibiotiques trouvés chez les agents pathogènes de l’homme sont identiques à 

ceux portés par les bactéries lactiques (Perreten et al., 1997 ; Salyers et al., 2004 ; Wang et 

al., 2006 ; Maria et al., 2010). 

 Les espèces des bactéries lactiques peuvent donc agir comme des « réservoirs » de 

gènes de résistance transmissibles aux bactéries colonisant le tractus gastro-intestinal humain 

via la chaine alimentaire (Mathur and Singh, 2005 ; Ammor et al., 2007).  

Les tests de sensibilité bactérienne les plus répandus ont pour but d’étudier l’effet 

bactériostatique ou bactéricide des antibiotiques (Chengappa et al., 1990 ; Eberlin et al., 

1994 ; Jorgensen et al., 1999). 
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1.4.1 Les mécanismes biochimiques de résistance 

Les bactéries se défendent contre l'action des antibiotiques en se rendant imperméables 

à leur pénétration, en produisant des enzymes capables de les inactiver ou en modifiant la 

structure de leurs cibles. Les mécanismes biochimiques impliqués dans la résistance 

bactérienne aux antibiotiques sont brièvement expliqués ci-dessous (SCAN, 2003 ; EFSA, 

2008). 

1.4.1.1 Interférence avec le mécanisme de transport de type imperméabilité  

Défaut d’entrée de l’antibiotique dans la bactérie (Gram -) provoqué par le 

dysfonctionnement ou la perte d'une porine qui sont des canaux aqueux ou hydrophiles 

constitués de trois molécules de protéines qui laissent diffuser diverses molécules de faible 

masse moléculaire comme des substrats ou encore des antibiotiques. Exemple: ß-lactamines.  

1.4.1.2 Interférence avec le mécanisme de transport de type efflux  

Extrusion de l’antibiotique de la bactérie (Gram + ou Gram -). Exemple: Quinolones.  

1.4.1.3 Inactivation ou détoxification enzymatique 

Le mécanisme de résistance naturelle ou acquise par inactivation ou détoxification 

enzymatique est important et très varié. Exemple: les ß-lactamases (au moins 350 enzymes 

maintenant identifiées). La résistance par ce type de mécanisme à d'autres familles 

d'antibiotiques est bien connue comme pour les aminoglycosides avec les enzymes impliqués. 

1.4.1.4 Modification d'affinité de la cible  

Ce mécanisme est en relation avec une modification d'affinité d'une ou plusieurs cibles 

de type PLP (Protéines de liaison aux pénicillines) ou PBP (Penicillin Binding Protein) 

comme chez Streptococcus pneumoniae définissant une résistance de niveau variable: bas 

niveau de résistance (BNR) et haut niveau de résistance (HNR).  

1.4.1.5 Substitution de la cible  

Ce mécanisme est de moindre importance dans le monde bactérien. Cependant, 

l'exemple majeur est la résistance intrinsèque de Staphylococcus aureus qui est liée d'une part, 

à la présence d'une nouvelle PLP de faible affinité, dénommée PLP2a et d'autre part à son 



Synthèse bibliographique  

22 
 

hyperproduction. La conséquence clinique est importante, car il y aura résistance croisée entre 

ß lactamines.  

1.4.2 Les mécanismes génétiques de résistance 

1.4.2.1 Les mutations 

 Les mutations chromosomiques peuvent conduire à une résistance accrue aux 

antibiotiques de différentes manières. Les plus fréquents sont des mutations dans les gènes 

codant pour les molécules cibles d’antibiotiques, généralement par une modification sur le site 

de liaison de l’antibiotique. Un exemple bien étudié est celui des mutations dans le gène de la 

protéine de liaison de la pénicilline ce qui se traduit par une résistance élevée à la pénicilline. 

Des mutations de l’ARNr 16S ou 23S rend Helicobacter pylori et Streptococcus pneumoniae 

résistantes à la tétracycline et l'érythromycine, respectivement. La résistance par mutation des 

gènes chromosomiques présente un faible risque de diffusion horizontale toutefois (Efsa, 

2008).  

1.4.2.2 L’acquisition d’ADN  

Trois principaux mécanismes de résistance antimicrobienne ont été décrits: (i) 

l’inactivation directe de la molécule active, (ii) la perte de susceptibilité bactérienne à 

l'antibiotique par la modification de la cible et (iii) la réduction de la concentration de 

l’antibiotique qui atteint la molécule cible sans modification du composé (SCAN, 2003). Les 

mécanismes de résistance intrinsèque sont dans la plupart des cas relatives à une basses 

affinité de la cible, l'absence de cibles, une basse perméabilité ou flux d'antibiotiques (Figure 

10). 

 

 

Figure 10 : Principaux mécanismes de résistance intrinsèque et acquise aux antibiotiques 

(Efsa, 2008) 
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2.1 L’objectif de l’étude 

Dans ce travail différentes analyses ont été réalisées afin d’étudier quelques activités d’intérêt 

technologiques chez sept souches de bactéries lactiques ainsi qu’une évaluation de leur 

aptitude à croitre dans le lait ; leur capacité à produire un composé d’arôme (le diacétyle) et 

leur sensibilité vis-à-vis d’un certain nombre d’antibiotiques. 

2.2 Lieu du travail 

La totalité de notre travail a été réalisé au sein du laboratoire de microbiologie, Département 

de Biologie, Faculté des Sciences et de la technologie, Université Ahmed Zabana Relizane. 

2.3 Origine des souches  

Les sept souches utilisées dans notre étude font partie de la collection du Laboratoire de 

Biologie des Microorganismes et Biotechnologie (LBMB), Université Oran 1 Ahmed Ben 

Bella, Oran Algérie. Elles ont été isolées à partir d’échantillons de L’ben de fabrication 

artisanale.  

Les souches sont codées et identifiées à l’échelle de l’espèce comme présenté dans le 

tableau suivant : 

Tableau 1: Identification, codage et origines des souches 

Code Genre et espèce Origine 

LBO1 Eterococcus faecalis 

 

 

Lben d’Oran 

 

LBO2 Eterococcus faecalis 

LBO4 Eterococcus faecalis 

LBO9 Eterococcus avium 

LBO14 Eterococcus faecium 

LBO20 Eterococcus avium 

LBR1 Eterococcus faecalis Leben de Relizane 
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2.4 Confirmation de la pureté des souches 

Il est essentiel de vérifier la pureté des souches avant leur utilisation en laboratoire. Pour 

ce faire, les souches de bactéries lactiques (LBO1, LBO2, LBO4, LBO9, LBO14, LBO20 et 

LBR1) qui avaient été préalablement conservées, ont été réactivées en les cultivant sur milieu 

solide MRS par la technique des stries d'épuisement. Ces cultures ont été par la suite incubées 

à 37°C pendant 48 heures.  

La pureté des souches a été confirmée par un processus de repiquage successif sur le 

même milieu gélosé jusqu'à ce que des colonies bien isolées, présentant une homogénéité de 

taille, de forme et de couleur ont été obtenues attestant ainsi la pureté des souches.  

Un examen microscopique par coloration de Gram ainsi qu'un test de catalase ont été 

effectués pour compléter cette évaluation de la pureté.  

Les souches qui se sont avérées être Gram positives et catalase négatives témoignant 

ainsi leur pureté ont été retenues pour les étapes subséquentes du travail. 

2.4.1 Examen macroscopique  

L'examen macroscopique permet de visualiser les isolats obtenus sur la gélose MRS 

après incubation. Ce processus implique de décrire plusieurs caractéristiques telles que la 

forme, la taille, la couleur, l'aspect (collant, muqueux), l'odeur, la transparence et le contour 

des colonies. 

2.4.2 Examen microscopique 

Il consiste en la préparation d’un frottis suivi d’une coloration de Gram (voir l’annexe 

1) et une observation au microscope optique des souches. Cela va permettre de déterminer le 

type de Gram des cultures jeunes, la forme cellulaire ainsi que le mode d’association. 

2.4.3 Test catalase  

Le test de la catalase est utilisé pour déterminer si une bactérie possède l'enzyme 

catalase, qui est responsable de la décomposition du peroxyde d'hydrogène (H2O2) généré lors 

de l'oxydation. Cette enzyme est détectée en émulsionnant une colonie de l'isolat à tester dans 

une solution d'eau oxygénée à 10 volumes sur une lame propre. L'observation d'un 

dégagement gazeux important indique la présence de la catalase dans le métabolisme 

bactérien, ce qui témoigne de la dégradation du H2O2 sous l'action de l'enzyme testée, selon la 

réaction suivante : 
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2H2O2                          O2 + 2H2O 

2.5 Conservation des souches  

Les souches ont été conservées pour une longue durée comme suit : des cryotubes 

stériles contenant du MRS additionné d’un cryoprotecteur qui est le glycérol à (80%) ont été 

inoculés par des cultures jeunes des souches. Le mélange est homogénéisé et conservé au 

congélateur à -20 °C pendant plusieurs mois. 

2.6 Evaluation de la croissance  

La croissance des sept souches a été évalué aux points : initial (t0) et final (t24, obtenu 

après 24h d’incubation) et cela par mesure de la densité optique en utilisant le 

spectrophotomètre à une longueur d’onde de 600 nm. 

Pour chaque souche, 1ml de la culture jeune a servi d’inoculum pour 5 ml de lait écrémé 

stérile. Après une incubation à 37°C pendant 24 heures, des flacons de 200 ml contenant du 

lait écrémé sont ensemencés avec la culture lactique à raison de 1%. 

A noter que ; nos cultures ont été réalisées dans le lait ce qui implique (pour mesurer la 

DO) une étape de clarification du lait ; réalisée dans notre étude au moyen d’une solution 

d’EDTA (1%, pH= 12) comme décrit par Boutrou et al . (1998). 

 

2.7 Etude de l’activité acidifiante  

La mesure de l’activité acidifiante a consisté à déterminer les valeurs du pH des 

différentes cultures et à doser simultanément l’acidité totale et cela aux points (initial et final) 

de la croissance (Larpent, 1997). 

Pour doser l’acide lactique : 200µl d’une culture jeune réalisée sur milieu MRS a été 

ensemencée dans 5 ml de lait écrémé stérile. Après une incubation à 37°C pendant 24 h, des 

flacons contenant 200ml de lait écrémé stérile ont été ensemencé par une la culture lactique a 

raison de 1%. 

10 ml de chaque culture a été prélevé aux temps (t0 et t24) puis titrée par la soude Dornic 

(N/9) en présence de 5 gouttes de phénolphtaléine, jusqu’au virage de la couleur au rose pâle 

persistant au moins 10 secondes (Larpent, 1997). 

Les résultats sont exprimés selon la relation : 

Acidité en °D = V NaOH x 10 
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V NaOH: Volume de NaOH utilisé pour titrer l’acide lactique contenu dans les 10ml de 

lait. 

1°D correspond à l'acidité apportée par 0,1 g d'acide lactique dans un litre de lait.  

 

2.8 Mesure du pH 

Selon Larpent. (1997), la valeur du pH est fonction de la concentration des ions 

hydronium présents dans la solution. 

La mesure des valeurs de pH a été réalisée directement au moyen d’un pH-mètre, en 

plongeant l’électrode dans 10 ml de la culture réalisée sur milieu Lait. Le pH a été déterminé 

à chaque fois qu’on procède au dosage de l’acide lactique. 

 

2.9 Evaluation de la production du diacétyle 

Il s’agit de l’une des principales substances volatiles susceptibles de jouer un rôle dans 

l’arôme du Leben. 

La mise en évidence du diacétyle a été réalisée comme suit : A 1ml d’une pré-culture de 

chaque souche, réalisée sur milieu MRS et placée dans un tube à hémolyse stérile, a été 

additionné 0,5ml du réactif α-naphtol à 1% (préparé dans de l’alcool absolu) et 0,5ml de KOH 

à 16%. Après agitation et incubation du mélange réactionnel à 30°C pendant 10 mn, la 

production du diacétyle se traduit par l’apparition d’un anneau rouge à la surface du mélange 

(King, 1948). 

 

2.10 Etude de la sensibilité aux antibiotiques 

La sensibilité des souches lactiques vis-à-vis des antibiotiques est réalisée par la 

méthode classique de l’antibiogramme par diffusion en utilisant des disques d’antibiotiques 

sur milieu MRS solide selon les recommandations du comité de l’antibiogramme de la société 

Française de Microbiologie (CA-SFM, 2012). 

Des cultures fraiches de 24h des 7 souches de bactéries lactiques préparées dans du 

bouillon MRS ont été utilisées pour ensemencer des boites de Pétri contenant de la gélose 

MRS préalablement coulée et solidifiée à l’aide des écouvillons stériles, de façon à réaliser 

des stries serrées sur la totalité de la surface gélosée. Les boites seront par la suite laissées 

sécher à une température ambiante. 
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Par la suite, les quatre disques d’antibiotiques (Ampicilline, Érythromycine, 

Tétracycline et Ceftazidime) ont été déposés stérilement à la surface du milieu à l’aide d’une 

pince stérile, en appuyant légèrement sur chaque disque pour assurer un contact uniforme 

avec le milieu. Afin d’éviter le chevauchement des zones d’inhibition, une distance de 15mm 

entre le bord de la boite et les disques périphériques et de 25 mm entre deux disques est à 

respecter. 
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 3.1 Confirmation de la pureté des souches 

3.1.1. Examen macroscopique  

L’examen macroscopique des colonies des sept souches, réalisé après 24h d'incubation sur 

milieu MRS gélosé révèle que les colonies présentent les caractéristiques typiques suivantes : 

elles sont de petite taille, de forme circulaire, à aspect lisse, à relief plus ou moins bombé avec 

un contour régulier et une couleur blanchâtre, comme présenté dans la figure 11 ci-dessous : 

 

Figure11 : Aspect macroscopique des colonies des souches des LAB sur milieu MRS solide. 

3.1.3 Examen microscopique  

L’étude microscopique des cellules de bactéries lactiques examinées sous microscope 

optique au grossissement : G10x100 (La figure 12) nous a permis de révéler la morphologie 

et la disposition des cellules après une coloration de Gram. Toutes les cellules étudiées sont 

colorées en violet donc à Gram positif et présentant une seule forme: des coques, disposées en 

paires ou en petites chainettes, en amas, parfois isolées. 

 

Figure 12 : Aspect microscopique des cellules des souches LBO2, LBO9 et LBR1 sous 

microscope optique au G10x100. 
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3.1.3 Recherche de la catalase  

Les résultats de ce test ont révélé que les 7 souches examinées sont catalase négatives, 

car aucun dégagement des bulles de gaz n'a été observé.  

Ces constatations confirment la pureté des souches étudiées, qui se sont révélées comme 

Gram positif et catalase négatif, et donc leur appartenance aux groupes des bactéries lactiques. 

 3.2 Evaluation de la croissance bactérienne  

L’évolution de la croissance des souches sur lait écrémé stérile a été déterminée par suivi de 

l’évolution de la densité optique mesurée à t0 et t24 après clarification du lait par l’EDTA à 

λ=600 nm. Les résultats chiffrés sont résumés dans le tableau 2 

Tableau 2 : les valeurs de la densité optique obtenues à t0 et t24 

Les souches DO 

t0 t24 

LBO1 à 0,018 0,065 

LBO2 0,013 0,069 

LBO4 0,002 0,093 

LBO9 0,029 0,122 

LBO14 0,028 0,108 

LBO20 0,016 0,120 

LBR1 0,006 0,100 

  

Les résultats obtenus montrent une croissance optimale des souches dans le lait, en 

particulier la souche LBO9 qui a présenté un maximum de croissance de 0,122. Cela est 

probablement lié au sein de ce groupe d’entérocoques à l’activation des enzymes du 

métabolisme et celles impliquées dans les réactions de production d’énergie et par conséquent 

une augmentation de la concentration cellulaire en fin de croissance.  

A noter que la croissance des entérocoques dans le lait reste faible en comparaison avec 

les lactocoques qui peuvent présenter des densités cellulaires finales importantes dépassant le 

1. 

D’un point de vue économique, la production d’un maximum de biomasse est l’un des critères 

pris en compte dans la sélection des bactéries lactiques pour des applications industrielles. 
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3.3 Etude de l’activité acidifiante  

L’activité acidifiante est l’une des principales fonctions des bactéries lactiques, elle 

demeure l’une de leurs propriétés métaboliques les plus recherchées vu son intérêt en 

technologie laitière.  

La coagulation du lait par les bactéries lactiques est provoquée par la transformation 

progressive du lactose du lait en acide lactique qui provoque l'abaissement du pH et la 

coagulation du lait. 

Le suivi de l’activité acidifiante des souches étudiées a été réalisé sur le milieu lait 

écrémé stérile. Les résultats de l’évolution du pH et d’acidité sont résumés dans le tableau3. 

 

Tableau 3 : Les valeurs de l’acidité titrable en (°D) et de pH des sept souches 

Les souches L’acidité (°D) pH 

t0 t24 t0 t24 

LBO1 25 89 7,45 6,95 

LBO2 27 90 7,27 6,81 

LBO4 24 90 7,26 6,87 

LBO9 26 83 7,27 6,87 

LBO14 28 85 7,40 6,75 

LBO20 22 69 7,26 6,84 

LBR1 22 85 7,40 6,74 

 

L’examen des résultats obtenus a permis de mettre en évidence des différences notables 

dans l'aptitude à l'acidification du lait entre les sept souches. En effet les trois souches LBO1, 

LBO2 et LBO4 se distinguent des souches restantes par leur production maximale d’acide 

lactique, avoisinant les 90°D au bout de 24 heures d’incubation accompagnée d’un 

abaissement du pH du milieu. Le seuil maximal de production de cet acide varie 

considérablement entre le reste des souches. 

La différence de la concentration d’acide produit entre les souches lactiques est 

influencée selon Albenzino et al. (2001) par une différence dans le système de transport des 

composés fermentescibles du milieu vers le cytoplasme cellulaire. Il existe principalement 

deux types de systèmes de transport chez les bactéries lactiques (PEP et PTS), les 
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composantes de ces systèmes sont différentes au sein des bactéries lactiques, elles varient d'un 

genre bactérien à un autre, voire même au niveau de l’espèce.  

L’évolution de l’acidité et les variations de pH au cours de la croissance des souches 

testées sur le lait écrémé démontrent une différence entre les genres, les espèces et même 

entre les souches d’une même espèce, vérité scientifique et logique rapportée par Luquet et 

Corrieu (2005). 

Pendant l'acidification du lait, les BL produisent principalement de l'acide lactique par 

la fermentation du lactose. En outre, elles peuvent aussi fermenter des monosaccharides 

(galactose, xylose, arabinose, ribose), des hexitols et pentitols (mannitol, sorbitol, xylitol) ou 

des disaccharides (saccharose, cellobiose, maltose, tréhalose) (Belkheir, 2017). Cogan et al. 

(1997), ont rapporté que la capacité de produire rapidement de l'acide était probablement la 

propriété la plus importante des bactéries utilisées en tant que cultures starter. Ceci aboutit à 

la diminution du pH, qui en retour augmente l'expulsion du lactosérum du caillé et diminue la 

teneur en humidité. Un pH bas et une humidité diminués sont des facteurs importants dans la 

réduction de la dégradation microbienne des produits laitiers. De plus, la présence de l'activité 

peptidase est essentielle pour le renforcement de la protéolyse dans le fromage ainsi que le 

développement des arômes et flaveurs dans les produits laitiers (Hannon et al, 2003 ; Nieto-

Arribas et al, 2009). 

 

 3.4 Evaluation de la production du diacétyle  

Les 7 souches se sont révélées ; dans notre étude, capables de produire le diacétyle comme 

présenté dans la figure 13 ci-dessous. 

            

Figure 13 : Mise en évidence de la production du diacétyle par les souches. 
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En présence de diacétyle, le réactif α-naphtol réagit pour former un composé rouge qui 

se concentre à la surface du mélange, formant un anneau coloré. Cette réaction colorimétrique 

permet de détecter qualitativement la production de diacétyle par la souche bactérienne testée.  

Les travaux de Harvey et Collins réalisés en 1961 et de Seitz, Sandine et al, entrepris 

la même année montrèrent que les citrates sont métabolisés par les bactéries lactiques 

aromatiques et contribuent à la synthèse du diacétyle. En présence de citrate et de lactose, les 

bactéries lactiques aromatiques produisent plus de pyruvate qu'il est nécessaire pour régénérer 

le coenzyme réduit. Cet excès de pyruvate, toxique pour la cellule, est éliminé sous forme de 

produits neutres tels que le diacétyle (Harvey et collin, 1963) 

L'association entre les bactéries acidifiantes et les bactéries aromatiques est nécessaire 

pour la production de composés aromatiques. En effet, des études physiologiques ont montré 

que la production d'acide par les LAB est nécessaire avant que les bactéries aromatiques 

puissent convertir le citrate en composés aromatiques (Foster et al, 1957 cité par Baron, 

1998). 

Ainsi, l'arôme d'un produit alimentaire est un critère essentiel de la qualité 

organoleptique déterminant les choix et les préférences des consommateurs (Atlan, 2007). 

 

3.5 Etude de la sensibilité aux antibiotiques  

L’antibiogramme a été réalisé pour les sept souches vis-à-vis de quatre antibiotiques de 

différentes familles.  

Selon (CA-SFM, 2012), La procédure et les critères de catégorisation des souches pour 

interpréter un antibiogramme se basent sur les diamètres critiques et le diamètre d'action d'un 

antibiotique sur l'activité des souches à tester, exprimé phénotypiquement par une zone de 

lyse autour de l'antibiotique. La mesure du diamètre des zones d'inhibition de chaque souche 

pour chaque antibiotique testé permet de caractériser les souches comme étant sensibles (S), 

intermédiaires (I) ou résistantes (R). 

• Souches sensibles : les souches catégorisées S sont celles pour lesquelles correspond 

un diamètre mesuré supérieur ou égale au diamètre critique D. 

• Souches résistantes : les souches catégorisées R sont celles pour lesquelles le 

diamètre mesuré est inférieur au diamètre critique d. 
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• La catégorie intermédiaire (I) : Les souches catégorisées I sont celles pour 

lesquelles le diamètre mesuré de l’antibiotique testé est compris entre les deux 

diamètres critiques. 

Les résultats de ce test sont présentés dans le tableau 4 et la figures 14 

Tableau 4: Profils d’antibiorésistances des souches. 

 Ampicilline 10 Érythromycine 

15 

Tétracycline Ceftazidime 30 

LBO1 S S S S 

LBO2 S S S S 

LBO4 S S S S 

LBO9 S S S S 

LBO14 S S S S 

LBO20 S S S S 

LBR1 S S S S 

 

 

Figure 14 : exemple de la sensibilité de la souche LBO9 vis-à-vis des quatre ATB testés. 

Les résultats de la sensibilité aux antibiotiques affirment que les sept souches sont 

sensibles à l’ensemble des antibiotiques testés. Cela peut présenter un avantage lors d’une 

éventuelle utilisation de ces souches à l’échelle industrielle comme agents de transformation 

des produits laitiers puisqu’elles ne présentent aucun risque de propagation et de transmission 
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des déterminants de la résistance aux antibiotiques dans les matrices alimentaires et dans le 

tractus gastro-intestinale (Teuber et al, 1999; Ammor et al., 2007). 

Les bactéries lactiques participent à la production et la conservation des aliments 

fermentés et des aliments destinés aux animaux, elles sont soit ajoutées entant que ferments 

ou probiotiques. Toutefois, ces bactéries peuvent servir de réservoirs de gènes de résistance 

aux antibiotiques semblables à ceux trouvés dans les pathogènes humains. Beaucoup 

d'antibiotiques sont utilisés dans la production laitière pour traiter les mammites, et ils sont 

excrétés dans le lait des vaches traitées (Stoltz et Hankinson, 1952 ; Sozzi et Smiley, 1980;). 

Les bactéries résistantes sont potentiellement transmissibles à l’homme via les denrées 

alimentaires (Châtaigner et Stevens, 2005 ; Fabre et al., 2006;). La principale menace 

associée à ces bactéries, c'est qu’elles peuvent transférer des gènes de résistance aux bactéries 

pathogènes voyant que le tractus gastro-intestinal est un environnement idéal pour le transfert 

de gènes entre les bactéries de différents types (Kelly, 2009). 
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Les bactéries lactiques sont largement utilisées dans l’industrie agro-alimentaire afin 

d’exploiter leur pouvoir acidifiant et aromatisant (fabrication de fromages). Ces bactéries on 

la capacité de synthétiser des substances à effet inhibiteur, ce qui a attiré l’attention des 

chercheurs dans les dernières années afin de les utiliser comme bio conservateurs et 

d’augmenter la durée de conservation des denrées alimentaires. 

 

Notre travail nous a permis d’étudier quelques activités d’intérêt technologiques 

(pouvoir acidifiant et aromatisant) chez sept souches de bactéries ainsi que leur cinétique de 

croissance lors de leur culture sur milieu lait et la détermination de leur sensibilité vis-à-vis à 

quatre antibiotiques testés. 

Le suivie de la cinétique de croissances a montré que la croissance des entérocoques est 

optimale dans le lait mais reste faible en comparaison avec les lactocoques. 

L’étude de l'activité acidifiante a montré que trois souches LBO1, LBO2 et LBO4 se 

distinguent de l’ensemble par leur production maximale d’acide lactique, avoisinant les 90°D 

au bout de 24 heures d’incubation accompagnée d’un abaissement du pH du milieu. 

L’étude de l’activité aromatisante a révélé que les citrates sont métabolisés par nos 

souches d’où la contribution à la synthèse du diacétyle. 

Les résultats de la sensibilité aux antibiotiques ont montré que toutes les souches sont 

sensibles aux antibiotiques testés (Ampicilline, Érythromycine, Tétracycline et Ceftazidime). 

L’évaluation de ces aptitudes va permettre de placer les souches étudiées à l’échelle 

industrielle pour d’éventuels applications comme agents de transformation ; conservateurs ; 

capables de participer également dans l’aromatisation des produits laitiers fermentés avec un 

caractère sûr vu qu’elles ne présentent aucun risque de propagation des gènes de résistance 

aux antibiotiques. 
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• Milieu MRS (pH 6.2) 

Peptone .................................................................10g 

Extrait de viande...................................................10g 

Extrait de levure .................................................. ..5g 

Glucose ................................................................20g 

Tween 80..............................................................1ml 

Phosphate bipotassique...........................................2g 

Acétate de sodium ................................................. 5g 

Citrate d’ammonium.............................................. 2g 

Sulfate de magnesium, ........................................0.2g 

Sulfate de manganèse………...............................0.5g 

Agar ......................................................................15g 

Eau distillée qsp ............................................ 1000ml 

Autoclavable à 120°C pendant 20 min 

 

• Milieu lait : lait écrémé stérile (UHT) commercialisé sous le nom de Candia Silhouette 

 

• Réactifs : 

α-naphtol à 1% (préparé dans de l’alcool absolu) 

α-naphtol …………………………………………………………..1 g 

Éthanol absolue …………………………………………………… 100 ml 

 

Hydroxyde de sodium (NaOH) à 1/9 N 

Hydroxyde de sodium……………………………………………… 4,44 g 

Eau distillée …………………………………………………………. 1000 ml 

 

Hydroxyde de potassium à 16% 

KOH ......................................................................................................16 g 

Eau distillée .............................................................................................100 ml  
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Acide éthylène diamine tétra-acétique (EDTA à 1 %) 

EDTA ....................................................................................................1g 

Eau distillée ............................................................................................100 ml 

 

 

• Protocole de la coloration de gram : 

La coloration de Gram a été réalisée selon le protocole décrit par (Joffin et Leyral, 2006).  

• Réaliser un frottis bactérien et le fixer.  

• Colorer au violet de gentiane durant environ 1 min.  

• Laver à l’eau distillée.  

• Faire agir la solution de Lugol durant environ 30 secondes.  

• Laver à l’eau distillée.   

• Faire agir l’éthanol à 10 secondes ou faire couler l’éthanol sur la lame jusqu’à la 

décoloration. 

• Laver à l’eau distillée.  

• Colorer à la fuchsine de quelques secondes à 1 min selon sa concentration.  

• Laver à l’eau distillée.  

• Observer après séchage à l’immersion (objectif x100) et à pleine lumière.  

Les bactéries à Gram+ absorbent la couleur du cristal violet et demeurent bleues violettes en 

apparence, contrairement à celles à Gram- qui apparaissent distinctement rosâtres. 

 

 

 


