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Abstract

Our study focused on isolating lactic acid bacteria strains from a sample of camel milk

collected in the region of Laghouat .

The different strains were identified on the basis of classical methods. The lactic acid
bacteria strains were isolated following Gram stain and catalase assay, purified and then
subjected to a set of biochemical and physiological tests. The results of the study showed
strains of Lactococcus, and the identification of all isolates allowed them to be associated with

one genre: Lactococcus.

We have demonstrated the proteolytic activity of the strains which have shown the
ability to produce proteases in the growth medium when it is added with milk (MRS-milk

agar, Agar-milk).

Key words: Camel milk, lactic acid bacteria, proteolytic activity, proteases, bioactive

peptides.
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Résumé

Notre étude a porté sur I’isolement et I’identification de bactéries lactiques, isolée a

partir d’un échantillon de lait cru collecté dans la région de Laghouat.

Les différentes souches ont été identifiées sur la base des méthodes classiques. Les
souches de bactéries lactiques ont été isolées suivant la coloration de Gram et le test de la
catalase, purifiées puis soumises a un ensemble de tests biochimiques et physiologiques. Les
résultats de cette étude montrent une présence des souches de lactocoques .L’identification de

I’ensemble des isolats a permis de les rattachées en un seul genre : Lactococcus.

Nous avons mis en évidence le caractére protéolytique des souches qui ont montré
I’aptitude a produire des protéases dans le milieu de croissance lorsque celui-Ci est additionné

de lait (gélose MRS-lait, Agar-lait).

Mots clés : Lait de chamelle, bactéries lactiques, activité protéolytique, protéases, peptides

bioactifs.
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Introduction

Le lait de chamelle présente sans aucun doute un intérét particulier pour les nomades et
les populations du sud, car il est parfaitement conforme aux exigences de I’homme vu sa
haute teneur en nutriments de base (proteines, lipides, lactose), en vitamine C et en niacine.
Son systeme protecteur naturel puissant (lysozyme, lactopéroxydase, lactofferine,
immunoglobulines et prote ose-peptones) le distingue du lait bovin. Le lait de chamelle peut

étre consommeé cru, pasteurisé ou fermenté.

C’est & I’époque des grandes découvertes de la microbiologie, & la fin du 19°™ siécle,
que des chercheurs se sont penchés sur la fermentation du lait pour trouver la cause de sa
coagulation acide. Des travaux de certains auteurs ont conclu que la présence de bactéries
lactiques est responsable de I’acidification du lait et de la maturation de la créeme (De

Roissart et Luquet, 1994).

Les bactéries lactiques possédent des activités métaboliques diversifiées et une capacité
d’adaptation a différents environnements. Cette diversité est responsable de leurs nombreuses
applications a 1’échelle industrielle particuliérement 1’industrie laitiére. Ainsi, la sélection des
nouveaux ferments a partir de souches indigenes est un enjeu important ; Qui est basée sur

leurs propriétés fonctionnelles et technologiques telles que ’activité protéolytique.

La protéolyse est un processus complexe qui permet la dégradation des caséines
(protéine majoritaire du lait) en acides aminés nécessaires a la croissance des cellules
bactériennes (nutrition azotée) et aussi en acides aminés précurseurs dans la synthése des
ardmes. Ainsi I’utilisation de ces bactéries lactiques dans les technologies de transformation

nécessite une bonne maitrise afin d’obtenir un produit de qualité optimale et régulicre.

Ces derniéres années, de nombreuses recherches ont également mis 1’accent sur la
libération des peptides biologiquement actifs a partir de protéines alimentaires en vue de les
utiliser comme ingrédients alimentaires fonctionnels et bénéfique pour la santé. Ces peptides
sont libérés par ’action d’enzymes qui hydrolysent les protéines sans dégrader les acides
aminés. Contrairement a la synthése chimique des peptides ou la protéolyse chimique des
protéines, la protéolyse enzymatique est économique et hautement spécifique. La production
des peptides d’intérét technologique et biologique est dépendante de la nature du substrat
(protéines) et de la spécificité des protéases utilisées.



Introduction

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a la mise en évidence de 1’activité

protéolytique des bactéries lactiques isolées a partir du lait de chamelle collecté dans la zone
de Laghouat.

Nous avons commencé par un isolement des souches bactéries lactiques a partir d’un
échantillon de lait cru de chamelle, puis une caractérisation phénotypique des souches, et
enfin la recherche de leur aptitude protéolytique dans différents milieux solides et leur
capacité a sécréter des protéases dans le milieu extérieur.



1. Synthese bibliographique




Syntheése bibliographique

1.1. Lait de chamelle
1.1.1. Généralités sur le lait de chamelle

Le lait est définit comme produit de secrétions des glandes mammaires, des
mammifeéres comme la vache et la brebis, destinés a I’alimentation de jeune animal naissant.
Le lait de chamelle est un liquide d’une couleur blanche mate, en raison de la structure et de la
composition de sa matiére grasse, pauvre en B-carotene .Il a un godt sucré ou salé, selon le
type de fourrage ingéré et la disponibilité en eau, I’ingestion de fourrages comme la luzerne,
lui donne un goit sucré, alors que I’ingestion de certaines plantes halophytes comme Atriplix,

Salosa et Acaciale rend salé (Naceur, 2017).
1.1.2. Caractéristiques physico-chimiques du lait de chamelle

Le lait de chamelle est de couleur blanche mate, avec godt un peu salé et un aspect plus
visqueux que le lait de vache, qui est de couleur jaunatre. Ces caractéristiques et surtout le
godt du lait de chamelle different selon lI'alimentation des animaux et la disponibilité en eau.
L'ingestion de fourrages comme la luzerne, donne un goQt sucré au lait, tandis que
I'alimentation & base de plantes halophytes le rend salé. Les conditions environnementales
ainsi que la période de lactation peuvent aussi déterminer la composition du lait de chamelle
(Sboui et al., 2009 ; Jilo et Tegegne, 2016). Comparé au lait bovin, le lait camelin se

caractérise par une acidité plus élevee et une densité faible (Tableau 01).

La composition minérale du lait de chamelle differe peu de celle du lait de vache,
beaucoup de résultats ont montré qu'il y a toutefois un peu moins de sodium, calcium et
phosphore, et plus de chlore et potassium dans le lait de chamelle. Par contre le lait de vache
est plus riche en matiere protéique, matiére seche et azote non protéique NPN (Kamoun,
1995).

Tableau 01 : Caractéristiques physicochimique de lait camelin (MENAD, 2017).

pH a 20°C Acidite (D°C) Densite

Lait de chamelle 6.51+0,12 18,6 = 2,93 1,0230 = 0,004
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1.1.3. Caractéres nutritionnelles et thérapeutiques du lait de chamelle
1.1.3.1. Caractéres nutritionnelle

Le lait de chamelle présente des teneurs importantes et équilibrées en nutriments de
base. Ce lait présente des taux de protéines variant de 2,5 a 4,5%. Les teneurs en matiére
grasse dans ce lait sont estimés en moyenne a 3,15%. La matiére grasse cameline est
caractérisée par la richesse en acide gras mono-insaturé a longue chaine (acide stéarique et
oléique). Le lactose constitue le sucre principal dans le lait. Sa concentration dans le lait
camelin varie de 2,8 a 5,8%. Par ailleurs, les grandes concentrations en vitamine et en
minéraux font de ce lait un véritable aliment a finalité diététique. A ce propos le lait de
chamelle présente de faibles teneurs en vitamine A et B2 par rapport au lait de vache et de
fortes teneurs en vitamine E et B1 dans le colostrum tandis qu’il présente un apport important
en vitamine C (Siboukeur, 2012).

1.1.3.2. Caractéres thérapeutiques

Des plusieurs études ont été effectués sur 1’effet thérapeutique de lait de la chamelle

parmi lesquelles :
e Contre le diabete

Selon Agrawal et ses collaborateurs (2003), Sur un échantillon aléatoire de 24
diabétiques atteint du diabéte de type | (insulinodépendants), par ailleurs sans troubles
cliniques associés. Ils ont traité, 12 d’entre eux avec du lait de chamelle avec une
consommation d’un demi-litre par jour pendant 3 mois. Tous les patients étaient tenus de
respecter le méme régime et d'avoir une activité physique comparable entre les deux groupes
ainsi qu’un traitement insulinique comparable. Apres 3 mois de traitement, les patients buvant
du lait de chamelle ont vu une amélioration de leur glycémie moyenne a jeun passant de 115 a
100 mg/100ml.

e Lalactoferrine contre le cancer (in-vitro)

La lactoferrine est une protéine classique de tous les laits, connue pour ses propriétés
antibactériennes, d’aprés (Habib et al. 2013), évalué le potentiel de la lactoferrine cameline a
inhiber la prolifération des cellules cancéreuses du colon. Les essais in-vitro ont porté sur des

lignées cellulaires HCT-116, et les mesures ont porté sur les dommages concernant I’ADN et
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les activités anti-oxydantes. Les résultats montrent que la lactoferrine caméline a un effet

inhibiteur avéré sur les cellules cancéreuses.
o L’effet du lait de chamelle sur les fonctions hépatiques et rénales

Selon Hamad et ses collaborateurs (2011), comparant lait de vache, lait de buffle et lait
de chamelle, sur des rats (une trentaine) divisés en 5 groupes : un groupe restait témoin,
¢taient rendus diabétiques par I’injection de streptozotocin. Un des groupes diabétiques était
également un témoin « diabétique » alors que les 3 autres ont recu respectivement du lait de
vache, du lait de buffle et du lait de chamelle pendant 6 semaines. Premier constat semble, la
quantité d’insuline dans le lait de chamelle serait 3 fois plus importante (58,7 Ul/l) que dans
le les laits de buffle (17,0 Ul/l) et de vache (16,2 Ul/l). Le lait de chamelle avait un effet
hypoglycémiant nettement plus fort (de 49,2% par rapport au témoin diabétique) que les

autres (11,1% pour le buffle et 11,6% pour la vache).

Au niveau du foie, une meilleure activité enzymatique avec le lait de chamelle
(meilleure activité), et au niveau des fonctions rénales, une diminution significative de 1’acide
uréique, de ’urée et de la créatinine dans le sang, plus importante avec le lait de chamelle
qu’avec le lait des autres especes. Les auteurs en concluent un effet marqué du lait de

chamelle sur les fonctions hepatiques et rénales des rats diabétiques.
1.1.4. Microbiologie du lait de chamelle

La qualit¢ d’un aliment n’est pas uniquement définie par les différentes teneurs en
nutriments qu’il contient, ni par sa composition en matieres premieres ou sa digestibilité et
son appétence, ni méme par son apparence ou ses caractéristiques sensorielles, mais aussi et

surtout par son état hygiénique (Gafner, 2012).

Le lait est un substrat renfermant des concentrations satisfaisantes en protéines, en
glucides, en lipides, en sels minéraux et en vitamines nécessaires a la croissance cellulaire.
Les microorganismes existant dans notre environnement, vont donc trouver dans ce
bioproduit un substrat idéal pour leur développement. La présence de nombreux facteurs de
croissance permet de satisfaire de nombreuses espéces microbiennes exigeantes et difficiles a

cultiver dans un milieu moins complet (Larpent et al., 1997).
1.2. Généralités sur les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques constituent un groupe hétérogene de microorganismes
caractéris€¢ par la production de I’acide lactique comme produit final a partir de la

5
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fermentation des carbohydrates. Elles sont, généralement, non pathogénes et considérées
comme « GRAS » (Generally Recognized As Safe) (Mozzi et al., 2010).

Les bactéries lactiques sont des bacilles ou des coques a Gram positif, immobiles, non
sporulées, aéro- anaérobies facultatifs ou anaérobies stricts et catalase negatif (Sttanni et
Moschetti, 2010).

Elles produisent de 1’acide lactique et éventuellement d’autres produits de fermentation.
L’acidité produite permet la conservation de I’aliment en inhibant la culture de trés
nombreuses bactéries (Guetarni, 2013). Elles sont protéolytiques, ne liquéfient pas la
gélatine, et ne forment ni 1’indole ni d’hydrogéne sulfureux, ces bactéries sont également

incapables de fermenter le glycérol. (Dellaglio et al., 1994; Salminen et al., 2004).
Selon le métabolisme glucidique, les bactéries lactiques sont divisées en deux groupes :

e Homofermentaires : (Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus et
quelques espéces de Lactobacillus), elles produisent de 1’acide lactique a partir de
glucose via la voie d’Embden-Meyerhof. Dans les conditions defavorables de
croissance (ex : limitation de glucose), ces bactéries peuvent produire, en plus du
lactate, de formate, d’acétate, d’éthanol, et/ou de CO2 par la voie de fermentation des
acides mixtes (Figure 01) (Mozzi et al., 2010).

e Hétérofermentaires: (Leuconostoc, Weissella, Oenococcus et un sous-groupe de
Lactobacillus) (Salminen et al., 2004). Ces bactéries ne posseédent pas 1’aldolase et la
triose phosphate isomérase de la glycolyse. Le glucose est dégradé en acide lactique,
CO2, éthanol ou acide acétique via la voie de 6-phosphogluconate/phosphocétolase
(Mozzi et al., 2010; Konig et Frohlich, 2009).
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Figure 01 : Voies majeures de fermentation chez les bactéries lactiques (Martensson, 2002).

(a) Homofermentation, (b) : Hétérofermentation, (c) : Fermentation des acides mixtes
P : Phosphate, BP : Biphosphate. Les enzymes clés : FBP : Fructose 1,6-biphosphate, XP :
Xylulose 5-phosphate, PFL : Pyruvate formate lyase, LDH : Lactate déshydrogénase.

1.3. Habitat

Les bactéries lactiques sont ubiquistes, elles ont pour habitat de nombreux milieux
naturels. Elles se trouvent généralement associées a des aliments riches en sucres simples.
Elles peuvent étre isolées du lait, du fromage, de la viande et des végétaux (plantes et fruits)
(Konig et Frohlish, 2009). Elles se développent avec la levure dans le vin, la biére et le pain.
Quelques especes colonisent le tube digestif et on peut les trouver aussi dans les cavités

buccales, vaginales et dans les feces (Leveau et Bouix, 1993 ; Hassen et Frank, 2001).

1.4. Classification des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques représentent un groupe hétérogéne et ceci non seulement de coté

métabolique mais aussi de coté morphologique, d'habitat, cette propriété d'hétérogenéité
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confere a ce genre des bactéries une diversité permettant de dresser une taxonomie (Hansal,
2015).

La classification phénotypique des bactéries lactiques est largement basée sur la
morphologie, le mode de fermentation de glucose, la croissance a différentes températures, la
capacité de croissance a de hautes concentrations de sel (6,5%), la tolérance aux pH acides,
alcalins et a I’éthanol, la configuration de l'acide lactique produit a partir du glucose,
I’hydrolyse de 1’arginine, la formation d’acétone,... etc. Les marqueurs chimio-taxonomiques
comme la composition en acides gras et les constituants de la paroi cellulaire peuvent aussi

étre utiles dans la classification (Konig et Frohlich, 2009).

Une autre classification, basée sur la nature des produits du métabolisme bactérien
obtenus a partir des glucides a subdivisé les bactéries lactiques en trois groupes (Mcleod et
al., 2008).

Le groupe | renferme majoritairement les Lactobacilles homofermentaires. Le groupe Il
contient les bactéries hétérofermentaires et regroupe les especes des genres Leuconostoc,
Oenococcus, et Weissella, ainsi que quelques espéces appartenant au genre Lactobacillus. Le
groupe 11l regroupe quant a lui quelques especes appartenant au genre Lactobacillus et la
majorité des espéces appartenant aux genres Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus. Ce
dernier qui occupe une position intermédiaire entre les groupes | et Il, renferment ainsi des
espéces capables d’étre homo- ou hétérofermentaires selon les conditions environnementales
(McLeod et al., 2008).

Une étude basée sur la comparaison des sequences d'/ARN 16S et/ ou 23S des bactéries
lactiques propose une classification en 3 groupes restreinte a certaines bactéries lactiques :
groupe des Leuconostoc, groupe des Lactobacillus delbrueckii (Lb. delbrueckii) et groupe des

Lb. casei- Pediococcus (Rodrigues et al., 1991 ; Vandamme et al., 1996).

Les bactéries lactiques regroupent de nombreux genres bactériens tels que
Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella (Figure
02).
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Figure 02 : Schéma représentant I'arbre phylogenique des bactéries lactiques y compris des
genres apparentés (Axelsson, 2004).

1.5. Propriétés fonctionnelles et technologiques des bactéries lactiques

L’utilisation des LAB pour une application industrielle donnée est déterminée par leurs

propriétés fonctionnelles et technologiques.
e Activité acidifiante

L’activité acidifiante est une activité métabolique essentielle chez les bactéries
lactiques. Elle résulte de la transformation du lactose (ou d’un autre sucre assimilable) en
acides organiques, ce qui conduit a P’acidification du produit. Elle conditionne pour une
grande part D’aptitude du lait a la coagulation comme elle assure [’inhibition des

microorganismes indésirables (Montel et al., 2005; Corrieu et Luquet, 2008).

La majorité des bactéries utilisées dans les produits laitiers ont un métabolisme

homofermentaire car elles produisent presque exclusivement de ’acide lactique a partir des
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sucres; soit quatre moles d’acide lactique formé a partir d’une mole de lactose consommé.
Cependant, les LAB thermophiles sont souvent incapables de métaboliser le galactose issu de
la scission du lactose. Dans ce cas seules deux moles d’acide lactique sont produites (Corrieu

et Luquet, 2008).
e Activité arbmatisante

Les bactéries lactiques peuvent produire de nombreux composés ardmatiques,
principalement & partir du lactose, du citrate, des acides aminés et des matiéres grasses
(Corrieu et Luquet, 2008). Ainsi, les acides lactique et acétique produits par Lc. lactissubsp.
lactis et Lc. lactissubsp. cremoris conférent au laits fermentés une ardbme caractéristique; celle
des fromages maturés est associée a plusieurs métabolites tels que: 1’acétaldéhyde, le
diacétyle, 1’acétoine et le 2-3-butyléne-glycol a partir du citrate par Lc. lactissubsp. lactis var.

diacetylactis et Leuconostoc spp. (Salminen et al., 2004).
e Activité gazogeéne

Les ferments contenant des LAB hétérofermentaires (principalement du genre
Leuconostoc) ou capables de métaboliser le citrate (Leuconostoc ou souches de Lc.
lactissubsp. lactis var. diacetylactis) produisent des quantités significatives de CO2. Cette
production favorise la formation des ouvertures dans certains types de fromages comme elle

peut conduire a des défauts dans d’autres types (Corrieu et Luquet, 2008).
e Propriétés enzymatiques

La nutrition azotée dans le lait constitue I'un des principaux facteurs limitant la
croissance des LAB auxotrophes pour un nombre variable d’acides aminés. Certaines especes
possedent un systéme protéolytique leur permettant d’utiliser les acides aminés issus de la
dégradation des protéines et des peptides. Cette activité participe au développement de la
texture et de la saveur dans les produits laitiers. L’activité lipolytique présente, de plus, un

intérét pour les applications fromageres (Corrieu et Luquet, 2008;Mozzi et al., 2010).
e Propriétés texturantes

Plusieurs souches de LAB sont capables de produire des exopolysaccharides (EPS)
c’est-a-dire des polysaccharides a 1’extérieur de la paroi cellulaire qui sont, soit attachés a
cette paroi sous forme de capsule, soit excrétés dans I’environnement extracellulaire sous

forme de gomme (Salminen et al.,2004; Devoyod et Poullain, 1988). Cette propriété est
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utilisée principalement pour améliorer les qualités organoleptiques des produits laitiers frais

fermentés.

Ainsi, la production d’exopolysaccharides par les LAB, lors de leur développement
dans le lait évite I’augmentation du taux protéique du produit ou d’avoir recours a 1’ajout
d’additifs, tels que des texturants et des épaississants, lors de la production de yaourt

(Corrieu et Luquet, 2008).
1.6. Exigences nutritionnelles

Les bactéries lactiques ont un besoin pour leur nutrition car elles sont incapables de
synthétiser un certain nombre des éléments qui sont variables d'une espéce a une autre, par ce
qu'elles ont une faible biosynthése donc ce sont auxotrophes. Alors elles sont considérées
comme un groupe de bactéries le plus exigent de point de vie nutritionnel (Drider et Prevost,
2009).

1.6.1. Exigences en acides aminés

Les bactéries lactiques exigent I'apport exogene d'acides aminés pour leur croissance car
elles sont incapables d'en effectuer la synthese a partir d'une source azotée plus simple
(Desmazeaud, 1983).Elles ne peuvent absorber et utiliser que des acides aminés libres, ou des
peptides courts. Leur nutrition azotée exige donc I'hydrolyse des protéines du lait notamment
les caséines, par les protéases situées dans la paroi extérieure de la cellule (Desmazeaud,
1998).

Les lactobacilles ont besoin d’aspartate, d’histidine, de lysine, de leucine, de méthionine
et de valine (Lenoir et al., 1992), alors que les lactocoques exigent pour leur croissance

seulement deux acides aminés, 1’isoleucine et la leucine (Juillard et al., 1996).
1.6.2. Exigences en vitamines

Les vitamines jouent un role primordial dans le métabolisme cellulaire, les bactéries
lactiques sont incapables de synthétiser des vitamines (Desmazeaud et De Roissart, 1994).
La vitamine B6 (pyridoxal) est stimulante ; l'acide aminé L-alanine peut remplacer cette
derniere chez certaines souches. En général, l'acide folique ou folinique, la thiamine et la
vitamine B12 ne sont pas exigés. Il existe une distinction claire entre St. lactis et St. cremoris,
cette derniére espéce exigeant la riboflavine. Les exigences en biotine ont été plus difficiles a
mettre en évidence car des interférences avec l'utilisation du CO2 peuvent se produire. En

effet, le CO2 serait essentiel pour la croissance des streptocoques lactiques car il serait

11
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impliqué dans la biosynthése de I'acide aspartique et des acides gras par un phénomene de
fixation faisant intervenir la biotine (Law et Sharpe, 1978). Les streptocoques thermophiles
montrent une exigence absolue en acide pantothénique et en riboflavine et a un moindre degré
en thiamine, en nicotinamide (ou acide nicotinique) et en biotine. La pyridoxine (ou ses

dérivés) stimule fortement leur croissance (Guss et Delwiche, 1954).
1.6.3. Exigences en bases azotées

Chez certaines souches de lactocoques, la production d’acide dans le lait peut étre

stimulée par le mélange adénine, guanine, uracile et xanthine (Selby-Smith et al., 1975).

Les streptocoques thermophiles présentent une exigence absolue pour ces quatre bases.
Dans les milieux synthétiques, les lactobacilles exigent la présence d’adénine, de cytosine, de
désoxyguanosine, de guanine, de thymidine et d’uracile (Ramasamy et Natarajan, 1981).
D’autre part, I’acide orotique, qui est un intermédiaire de la synthése des bases puriques, est
un facteur de croissance pour Lb bulgaricus. L’acide orotique régule la synthése des acides
ribonucléiques, tandis que la synthése des acides désoxyribonucléiques n’est pas affectée. En
général, chez les lactobacilles, les exigences en bases azotées sont trés variables selon les
souches ; I’addition de ces composés peut méme, chez certaines souches, entrainer des

phénomeénes d’inhibition de la croissance (Desmazeaud, 1992).
1.6.4. Exigences en glucides

Pour croitre, les bactéries lactiques ont besoin d'un apport de nutriments comportant au
moins un sucre fermentescible comme source d'énergie. La fermentation des sucres s'effectue
essentiellement en trois étapes. Premiérement, le transport du sucre a travers la barriére
hydrophobe de la membrane cellulaire. Deuxiémement, le catabolisme intracellulaire du sucre
et enfin la formation et I ‘expulsion extracellulaire des métabolites terminaux généralement

acides (Desmazeaud ,1983).
1.6.5. Exigences en sels minéraux

Le magnésium et le manganese sont généralement requis, ils jouent un réle 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; Imbert et Blandeau, 1998). Le zinc présente un

effet positif pour la croissance de certains lactobacilles, mais il est toxique a fort

12
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concentration. A I’opposé, le sodium, le cadmium, et le cuivre démontrent un effet inhibiteur
(Corrieu et al., 2008).

1.7. La protéolyse chez les bactéries lactiques

La protéolyse chez les bactéries lactiques est assez bien documentée. La machinerie
protéolytique développée chez ces bactéries est assez complexe du fait de la présence limitée
d’acides aminés dans le milieu lait et des auxotrophies de ces bactéries pour plusieurs acides
aminés. Le systéme protéolytique joue un réle clé dans la fermentation du lait et permet
I’obtention d’acides aminés a partir des caséines, les protéines les plus abondantes dans le lait
(Poolman et al., 1995 ; Kunji et al., 1998 ; Savijoki et al., 2006).

La protéolyse chez les bactéries lactiques commence par 1’action d’une protéase de
paroi, enzyme a sérine qui hydrolyse la caséine du lait en oligopeptides. Certaines souches de
bactéries lactique ne possédent pas de protéase de paroi et dépendent de la protéase de paroi
présente chez les autres souches pour se développer dans le lait (Savijoki et al., 2006).

1.7.1. Métabolisme azoté des bactéries lactiques dans le lait

Dans le lait les bactéries lactiques utilisent en premier lieu les acides aminés libres, mais
leur teneur est trés faible (de 1’ordre de 85 mg/l) (Mills et Thomas, 1981; Juillard et al.,
1995). Cette concentration ne permet que 2% de la croissance totale, ce qui démontre que les
acides aminés libres du lait ne jouent qu'un réle mineur lors de la croissance des bactéries
lactiques dans le lait. Ces bactéries, exigeantes d'un point de vue nutritionnel et auxotrophes
pour certains acides aminés, doivent donc trouver une source d'azote complémentaire, elles
utilisent alors les peptides et les caseines du lait. Cette utilisation requiert l'intervention de la
protéase de paroi, qui libére un ensemble d'oligopeptides a partir des caséines qui pourront

ensuite étre transportés a l'intérieur de la cellule, via le systeme de transport des oligopeptides.

Les caséines du lait représentent la principale source d'azote pour les lactocoques: 90 %
de la croissance leur est imputable (Monnet et al., 1993). Les caséines sont organisees en
micelles, particules sphériques formées par 1’association des caséines (aS1, aS2, B, ), de
quelques fragments peptidiques (cas€ine y) et de composants minéraux, principalement du
calcium et du phosphate. Elles contiennent de nombreux résidus proline qui empéchent la
formation de I’hélice a et du feuillet b, permettant ainsi une structure moléculaire ouverte,

sensible a 1’action des protéases. Leur utilisation met en ceuvre un systéme complexe, qui fait
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intervenir plusieurs enzymes pour leur dégradation en acides aminés et en oligopeptide et leur

transport a I’intérieur de la cellule microbienne (Kunji et al., 1996; Christensen et al.,1999).
1.7.2. Le systeme proteolytique des bactéries lactiques

Le systeme protéolytique des bactéries lactiques est composé de protéases associées a la
paroi cellulaire, qui catalysent I’hydrolyse de protéines en peptides contenant de 7 a 16
résidus aminés (Kamaly et Marth, 1989). Ces peptides sont ensuite dégradés par des
endopeptidases ou exopeptidases en unités transportables d’acides aminés et de petits peptides

(Lane et Fox, 1996 ; Lynch et al, 1997).

Le catabolisme des acides aminés est une voie majeure dans la formation de molécules
aromatiques (alcools, aldéhydes, acides organiques, ...), comme il peut étre une source

d’énergie pour certaines bactéries lactiques en cas de limitation en nutriments (Figure 03)

(Williams et al., 2001).

Dégradation
/’- o**®

Transport

Ext. 4 \ .0..
¥ 4

- @

-
A S

R )
L AL

‘ @
& Dégradation é

Int. ® ®
® < “:'o
® Biosynthese 000 00050®

Paroi

Membrane

cytoplasmique @

199598939

Figure 03: Représentation schématique du systeme protéolytique chez Lactococcus lactis
(Savijoki et al., 2006; Doeven et al., 2005, Kunji et al., 1995).

1.7.2.1. Les protéases de paroi

Chez de nombreuses BL utilisées en industrie laitiere, une protéase de paroi est

retrouvée. Cette protéase permet a ces différentes especes d’hydrolyser les lactoprotéines et de
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se développer dans le lait. Certaines souches de BL ne possedent pas de protéase de paroi et
se développent mal ou dépendent de la protéase de paroi présente chez I’autre espéce qui se

développe en symbiose dans le lait (Savijoki et al., 2006).

Les protéases de paroi assurent la premiere étape dans la cascade des reéactions
permettant la dégradation des caséines du lait (Juillard et al., 1996 ; Vinogradov et al.,
2013). Cing types de protéase de paroi de la méme famille mais présentant certaines
différences ont été caractérisées chez les bactéries lactique : PrtP chez Lactococcus latis et
Lactobacillus paracasei, PrtH chez L. helveticus, PrtR chez Lactobacillus rhalnosus, PrtS
chez S. thermophilus et PrtB chez L. bulgaricus (Figure 04) (Savijoki et al., 2006).
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domaine intermembranaire, AN domaine d’attachement, ® signal court

Figure 04: Protéases de paroi de quelques souches de bactéries lactique (Siezen, 1999).
1.7.2.1.1. Classification des protéases de paroi :

Deux classes de protéases de paroi ont été décrites chez les lactocoques selon leur
spécificité pour le substrat : les protéases de type Pl ayant une préférence pour la 3 caséine et
les protéases de type PIII qui dégradent les 3 types de caséine : o casé€ine, 3 caséine et k
caséine (Kok, 1990 ; Reidetal ., 1995 ; Kunji etal ., 1996 ) .
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Chez les lactobacilles, un troisieme type de protéase de paroi a été décrit. Ce sont des
protéases intermeédiaires appartenant au type P1 tout en ayant une activité sur la caséine asi
(Juillard et al ., 1995 ; Kabadjova - Hristova et al . , 2006 ).

1.7.2.1.2. Intérét technologique des protéases de paroi

Les protéases de paroi sont les enzymes clés du systéme protéolytique des bactéries
lactiques et sont impliquées dans la premiére étape de la dégradation des caséines. En plus de
leur réle vital pour la croissance bactérienne, elles contribuent au développement de la flaveur
et de la texture des produits fermentés. En outre, certaines protéases de paroi peuvent libérer,

durant la fermentation laitiere, des peptides a activités biologiques (Broadbent et al., 2002).
1.7.2.2. Les protéases intracellulaires

Les bactéries lactiques possédent également des protéases intracellulaires. Cependant
leur role dans la maturation du fromage n'est pas précisement défini (Mc Sweeney, 2004). En
plus de leur rdle strictement nutritionnel qui permet aux bactéries d’utiliser les peptides ayant
franchi les enveloppes microbiennes, les enzymes protéolytiques intracellulaires interviennent
dans la nutrition a trois niveaux : lors de I’hydrolyse de peptides éventuellement toxiques
(résistance aux antibiotiques), dans le « turn - over » des protéines intracellulaires et dans la

synthese et la maturation des protéines intracellulaires (De Roissart et Luquet, 1994).
1.7.2.3. Les systémes de transport des acides aminés et des peptides
e Les systemes de transport des peptides

20% des peptides issus de I'hydrolyse des caséines sont ingérés par les bactéries
lactiques via leurs systémes de transport actifs (Kunji et al., 1993; Tynkkynen et al., 1993).
C'est la deuxiéme étape de la caséinolyse. Lactococcus lactis posséde trois systéemes de
transport de peptides le systeme Opp impliqué seulement dans le transport des peptides issus
de I'hydrolyse des cas€ines, le systeme DtpT qui est spécifique du transport des di- et
tripeptides endogénes du lait et le systeme Opt capable de transporter les deux types de

peptides
e Systéeme de transport des acides aminés

Les lactocoques possédent au moins dix systémes de transport d’acides aminés qui se
caractérisent par une haute spécificité pour la structure des acides aminés comme par
exemple: Glu / GIn, Leu / lle /Val, Ser / Thr, Ala/ Gly, Lys /Arg /Orn (Koningsetal., 1989).
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1.7.2.4. Les peptidases

Les peptides issus de I'nydrolyse des caséines par les protéases de paroi sont dégradés
grace aux peptidases en acides aminés et oligopeptides capables d'étre transportés a l'intérieur

de la cellule via le systeme de transport membranaire actif (Monnet et al., 1993)
1.7.2.4.1. Classification et propriétés des peptidases :

Les peptidases des BL peuvent étre classées selon la position de la liaison peptidique

hydrolysée en endopeptidases ou exopeptidases.

Les exopeptidases hydrolysent la premiére liaison peptidiqgue du c6té amino-ou
carboxy- terminale des peptides. Chez les bactéries lactiques seules les aminopeptidases ont
été clairement identifiées et caractérisées. En fonction de leur spécificité, on distingue: des
amino-, di- ou tripeptidases, ainsi que des peptidases spécifiques des peptides contenant de la
proline . Ces enzymes sont toutes codées par des genes chromosomiques (Mierau et al.,
1994; Hellendoorn et al., 1997; Matos et al., 1998). Les dipeptidases ou tripeptidases sont

des exopeptidases de type aminopeptidases .

Les endopeptidases hydrolysent les liaisons peptidiques a 1’intérieur de I’oligopeptide.
Sur la base de leur spécifité, on distingue les endopeptidases spécifiques dont la spécifité du
substrat est plus étroite (PepS ,PepL , PepG , PepW et PepT) voire spécifiques d’un acide
aminé comme de la proline (PepX , Pepl , PepQ et PepR) ou des acides aminés acides (PepA)
(Tableau 02).

La grande majorité des peptidases identifiées sont de localisation intracellulaires (Atlan
et al., 1989 ; Kunji et al., 1996 ; Lanfermeijer et al., 1999, 2000). Certaines peptidase
hydrolysent spécifiquement certaines séquences, ainsi par exemple Pep X et Pep Q sont
spécialisées dans 1’hydrolyse des peptides contenant la proline, tres abondantes dans les

caséines (Hassaine, 2013).

D’autres peptidases ont plus de spécificité de substrat telles que : PepA qui libére les
acides aminés acides a partir des peptides de trois a neuf residus ; PepP, qui préfére les
tripeptides contenant une proline au milieu ; PepR et Pepl, qui agissent sur les dipeptides avec
une proline en premiere position ; PepQ, qui dégrade les dipeptides a proline en deuxieme
position ; et PepS, qui montre une préférence pour les peptides contenant deux a cing résidus
avec une arginine ou des acides aminés aromatiques en position N-terminale (Kunji et al.,
1996 ; Christensen et al., 1999 ; Fernandez-Espla et Rul, 1999).
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En général, les aminopeptidases sont subdivisées en trois groupes selon la structure de
leur site actif ou de leur mécanisme de catalyse : métallo-aminopeptidases, cystéine-

aminopeptidases et sérine-aminopeptidases.

Tableau 02 : peptidase des bactéries lactiques (Hutkins, 2001).

Peptidase Abréviation | Spécificité de substrat
Aminopeptidase A PepA Gluw/Asp [(X)n
Aminopeptidase C PepC XX
Aminopeptidase L PepL Leu/X ou Leu|X—-X
Aminopeptidase N PepN X1(X)n
Aminopeptidase P PepP X | Pro—~(X)n
Aminopeptidase X PepX X—Pro(X)n
Pyrrolidone carboxylyl peptidase PCP Glul(3X)n
Dipeptidase V PepV XX
Dipeptidase D PepD XX
Tnpeptidase T PepT X]X=X
Proiminopeptidase Pepl Pro | X—(X)n
Prohidase PepQ X|Pro
Prolinase PepR ProlX
Endopeptidase F PepF {X n—X—X | X—(X)n
Endopeptidase O PepO X=X | X—(X)n
Endopeptidase E PepE X=X | X—~X)n
Endopeptidase G PepG Xn=X | X—(X)n

1.7.2.4.2. Intérét technologique des peptidases

Outre leur role dans la nutrition azotée, les peptidases des bactéries lactiques permettent
I'nydrolyse des peptides amers dans les fromages et la libération d'acides amines précurseurs
de composés d'ardmes (Monnet et al., 1993; Jakob et Piccinali, 2006).

Les peptides PepN ,PepT et PepX ont été rapportées les plus importantes dans le
processus de 1’affinage. PepN intervient dans le développement de la flaveur. Particuliérement

dans la dimension de I’amertume (Guldfeldt et al., 2001).
1.8. Intérét de I’activité protéolytique des bactéries lactiques

L’activité protéolytique des bactéries lactiques est faible comparativement aux autres
genres bactériens tels que Bacillus et Pseudomonas. Cependant, elles jouent un réle capital :
d’une part elles stimulent la croissance des bactéries lactiques en leur fournissant les acides
aminés dont elles ont besoin et d’autre part, elles interviennent dans I’affinage du fromage,
étape au cours de laquelle se développent les caractéristiques organoleptiques du produit.
(Law et Kolstad, 1983 ; Gobbetti et Fox, 1996). Cette activité protéolytique intervient de ce
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fait sur le rendement fromager, la texture et la saveur typique du fromage et par conséquent

sur les caractéristiques du produit final.
1.9. Peptides générés par la protéolyse et leurs activités biologiques :

Les peptides présentent des compositions en acides aminés, des propriétés
physicochimiques, des sequences ou des structures particulieres qui permettent un éventail
trés large de fonctionnalités qui vont intéresser divers secteurs d’applications industrielles. La
composition en acides aminés et la digestibilité de certains hydrolysats ou de fractions
peptidiques vont conférer d’excellentes propriétés nutritionnelles avec des applications dans
le secteur de 1’alimentation, voire de la santé. Les propriétés physico-chimiques des peptides
dues a la variété de fonctions chimiques des chaines latérales exposées sont a I’origine des
propriétés de texturation de produits agroalimentaires (propriétés dites fonctionnelles) ou
cosmeétiques. Enfin, les activités biologiques portées par de nombreux peptides permettent
d’envisager des applications dans le secteur de la santé ou des nutraceutiques (Kim et

Mendis, 2006).

Les peptides bioactifs sont des fragments de protéines pouvant étre libérés par
hydrolyse enzymatique lors de la digestion gastro-intestinale ou lors des traitements
industriels. En général, les peptides bioactifs comptent 2 a 20 acides aminés. lls peuvent
exercer de nombreuses activités sur les systemes immunitaire, cardio-vasculaire, gastro-

intestinal et nerveux via différents modes d'action (Figure 05).
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Figure 05 : Les classes des peptides bioactifs.
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A ce jour, les protéines laitieres constituent la source la mieux caractérisée (Léonil et
al., 2002). Outre le développement de ces produits innovants, la présence naturelle de
peptides bioactifs dans des produits laitiers traditionnels comme les fromages a été mise en
évidence (Saito et al., 2000 ; Rizzello et al., 2005). De plus, ces fromages traditionnels
(utilisation de lait cru) sont a 1’origine d’une diversité des souches microbiennes, ceci a pour
conséquence une plus grande diversité des enzymes protéolytique d’origine microbienne qui
contribue probablement a la plus grande diversité des peptides libérés. Des données
convergentes indiquent que parmi les protéines laitiéres, les caséines constituent
probablement la source potentielle la plus intéressante de peptides bioactifs (Sofia et al.,
2005).

De nombreuses activités biologiques (antioxydante, anti-hypertensive, antibactérienne,

antifongique, antithrombique) ont été mises en évidence (Kim et Mendis, 2006).
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2. Matériel et méthodes
2.1. Cadre de I’étude

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire pédagogique de microbiologie (Labo

07) du département de Biologie — Faculté des Sciences - I’université Amar Telidji -Laghouat.
2.2. Echantillon du lait cru

Un échantillon de lait cru de chamelle a été utilisé dans ce travail, Il a été collecté dans
des flacons stériles pendant le mois de Mars 2021 dans la région de Laghouat puis transporté

au laboratoire dans une glaciére.
2.3. Milieux de culture

Les bactéries lactiques sont connues par leurs exigences nutritionnelles, et nécessitent

pour leurs croissances des milieux nutritifs riches et complexes.

Pour une croissance optimale le milieu utilisé est: le milieu MRS (Man, Rogosa et Sharpe.,
1960), pH 5,7.

Le milieu MRS est utilisé sous forme liquide ou solide additionnés d’agar agar a 1,5

%, et stérilisé par autoclavage a 120°C pendant 20 min.

Pour 1’étude du caractére protéolytique des souches, Le lait écrémé est stérilement

ajouté au milieu de culture liquide ou solide (2%).

La composition des milieux de culture utilisés dans ce travail est donnée en annexe 1.
2.4. Isolement des bactéries lactiques
2.4.1. Préparation des dilutions

L’échantillon du lait cru a été tout d’abord mit a coaguler a 30°C pendant 24h. Cette
incubation du lait favorise le développement de la flore lactique endogene mésophile. Apres
coagulation, les premiéres dilutions étaient préparées en mélangeant 1ml de lait avec 9ml
d’eau physiologique. A partir de cette solution mére, des dilutions décimales allant de 107 &

10 ont été effectuées (Figure 06).
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Figure 06 : préparation des délutions décimales a partir de lait de chamelle.
2.4.2. Isolement sur milieu MRS

Les cultures étaient réalisées par étalement, a 1’aide d’un rateau, de 0.1ml d’échantillon
de chaque dilution sur milieu solide. L’incubation des cultures bactériennes en milieux MRS a

¢été réalisée a I’étuve a 30°C sans agitation pendant 24 a 48 heures.
2.5. Purification des souches isolées

La purification des souches isolées a été réalisée par repiquages successifs sur gélose
MRS par la technique des quadrants. L’incubation a été réalisée a 30°C pendant 48h La pureté
des souches est révélée par la présence sur gélose de colonies homogenes ayant les mémes
caracteres.

2.6. Conservation des souches
2.6.1. Conservation de courte durée

Les souches pures sont cultivées sur gélose MRS inclinée en tube pendant 48h a 30°C a
I’étuve, leur conservation se fait a 4°C pour une durée de une a quelques semaines selon la

souche. Des repiquages sont effectués périodiquement.
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2.6.2. Conservation de longue durée

Les souches bactériennes sont conservées sur lait écrémé reconstitué a 10%. Le lait
ensemencé par une culture jeune (18h) et incubé a 30°C jusqu'a coagulation puis conservé
a -20°C.

2.7. ldentification phénotypiques des bactéries lactiques

Aprés purification des bactéries isolées, nous les avons identifiés par des méthodes

d’identification classique basées sur 1’étude des caractéres phénotypiques.
2.7.1. Recherche des caractéres macroscopiques

Les colonies obtenus aprés purification sont ensuite observés a 1’ceil nu afin de
déterminer leurs caracteres morphologiques : la forme du relief (bombée, semi-bombée,
plate), la taille, la couleur, I'aspect (collant, filamenteux), la transparence (opaque,
translucide), I’allure des contours (régulier, dentelés), la pigmentation, 1’aspect de la surface

(lisse ou rugueuse).
2.7.2. Recherche des caractéres microscopiques

L’observation microscopique des bactéries isolées a €té faite aprés coloration de Gram

sur un frottis fixé a la chaleur d’un petit fragment d’une colonie de la bactérie étudiée.

Cette méthode de coloration permet de différencier les bactéries Gram+ qui apparaissent

en violet a celles Gram- qui apparaissent en rose selon la composition de la paroi bactérienne.

L'observation microscopique se fait a lI'objectif x100 avec de I'huile a immersion, a ce
stade on peut observer la forme, le mode d’arrangement et le Gram des cellules bactériennes

qui peuvent étre colorées en violet (Gram+) ou en rose (Gram-).
2.7.3. Test de catalase

La catalase est une oxydoréductase héminique qui catalyse la dismutation du peroxyde

d’hydrogéne en eau et dioxygene :

2H,0, —» O, + 2 H,0.
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La catalase permet la dégradation de I’eau oxygénée qui résulte de I’oxydation par 1’02
de D’air, des protons (et ¢électron) issus des voies d’oxydation directes, elle est mise en
évidence par contact des cellules avec une solution fraiche d’eau oxygénée 1/10 .Une

effervescence due a un dégagement de dioxygeéne signe la présence d'une catalase.

Les souches a Gram positif et catalase négatif sont retenue pour la suite de 1’étude.
2.7.4. Caractérisation biochimique et physiologique des souches
2.7.4.1. Etude du type fermentaire

Ce test permet de différencier les bactéries lactiques homofermentaires de celles
hétérofermentaires. Il consiste a mettre en évidence la production du gaz (CO,). Des souches
fraiches préalablement cultivées sur gélose MRS ont été ensemencées dans des tubes stériles
contenant du bouillon MRS sans citrate et une cloche de Durham. L’incubation est réalisée a
30°C pendant 24-48 heures.

Aprés incubation, le développement d’une souche homo-fermentaire conduit a
I’apparition d’un trouble sans production de gaz, par contre dans le cas d’un métabolisme
hétéro-fermentaire, la croissance se manifeste par 1’apparition d’un trouble avec production de

gaz (CO2) qui s’accumule dans les cloches de Durham.
2.7.4.2. Etude du profil fermentaire

Les bactéries lactiques dégradent différemment les sources de carbone. et ceci constitue
un critére indispensable d’identification (Thompson et Gentry-Weeks,1994). L*étude de la
fermentation des sucres est réalisée sur le bouillon MRS modifié (sans glucose et sans extrait
de viande), de pourpre de bromocrysol (BCP) comme indicateur de pH, le glucose du milieu

est remplacé par le sucre a tester a raison de 0,1 (g/l) (Leveau et al., 1991).

Les sucres testés sont : glucose, fructose, lactose, Maltose, saccharose. Les solutions
sucres sont préparées a 3% puis stérilisees. Un millilitre de solution de sucre est additionné a
10 ml de MRSBCP. Aprés inoculation, le milieu est recouvert d’une couche fine d’huile de
paraffine stérile pour créer une micro-anaérobiose. Apres incubation a 30°C pendant 48
heures, la fermentation des sucres se traduit par le trouble du milieu accompagné par le virage

de I’indicateur de pH du violet vers le jaune, ce qui est di a la production d’acide. Dans le cas
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d’absence de virage de couleur, on en déduit que le sucre testé n’est pas dégradé par la

souche.
2.7.4.3. La thermorésistance

Le test de thermorésistance permet de sélectionner des espéces thermorésistantes. Les
souches a tester ont été préalablement réparties dans des tubes stériles contenant du bouillon
MRS. Ces tubes ont été par la suite exposés a une température de 60°C pendant 30 min puis
refroidis rapidement sous un jet d’eau de robinet, ’incubation a été faite a 30°C pendant
48heures (Guiraud et Galzy, 1980). Les isolats qui ont poussé aprés ce traitement sont

considéré comme thermorésistants.
2.7.4.4. Croissance a différentes températures

Ce test est important de point de vue taxonomique, car il permet de distinguer les
bactéries lactiques mésophiles des bactéries lactiques thermotolérantes. Les isolats ont été
ensemencés dans le milieu MRS liquide, puis les tubes ont été incubés a différentes
températures a 10°C, 40°C et 50°C pendant 24heures a 48heures. La croissance est révélée

par apparition d’un trouble bactérien.
2.7.4.5. Culture sur milieu hypersalé

La croissance des souches & été testée a différents concentration de chlorure de soduim
(NaCl). Ensemencées sur des bouillons hypersalés a 4% et a 6.5% de NaCl, en les incubant a
30° pendant 48heures. Ce test permet de séparer entre : Streptococcus, Lactococcus,
Enterococcus. La présence du trouble indique la croissance des bactéries lactique en

comparaison avec un tube témoin non ensemence.
2.8. Recherche de I’aptitude protéolytique des souches

L’aptitude a la protéolyse des cellules est mise en évidence sur milieu Agar —lait, le

milieu est préparé en utilisant de 1’eau distillée additionnée de 1,5% d’agar, apres stérilisation
le milieu est additionné de lait écrémé stérile a une concentration finale de 4%.
Le milieu est ensemencé a la surface par touches par une pre-culture fraiche (DO= 1). Apres
incubation a 30°C pendant 48h, I’activité protéolytique des cellules est révélée par
I’apparition d’une clarification autour des touches, qui est évaluée par le rapport diamétre du
halo (H) sur diamétre de la colonie(C): H/C.
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3. Résultats et discussion
3.1. Pré-ldentification des isolats

Lors de cette étude nous avons purifiée les souches isolées a partir du lait cru de

chamelle.
3.1.1. Examen macroscopique

L examen macroscopique des cultures en milieu MRS solide a montré des colonies de
couleur blanche, d’aspect crémeux, de surface lisse bombée et a contour régulier, de 2a 3 mm
de diamétre (figure3). Cet aspect correspond bien a ce qui est décrit dans la littérature pour les

bactéries lactiques (Figure 07).

Figure 07: Aspect des colonies de bactéries lactiques sur le milieu MRS.
3.1.2. Examen microscopique

L’examen microscopique des frottis apres coloration de Gram indique que toutes les
souches sont a Gram positif, et se présentent sous forme de cocci (arrondies) associées en
chainettes (Figure 08).
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Figure 08 : Aspect microscopique des souches apres coloration de Gram (GX100).
3.2. Test de catalase

Le test de catalase est négatif pour toutes les souches et c’est ce qui confirme leur

appartenance au groupe des bactéries lactiques.
3.3. Caractéristiques physiologigues et biochimiques
3.3.1. Type fermentaire

Le développement d’une souche homofermentaire conduit a ’apparition d’un trouble
sans production de gaz, par contre, dans le cas d’un métabolisme hétérofermentaire, la
croissance se manifeste par ’apparition d’un trouble avec production de gaz recueilli dans la

cloche de Durham (Dicks et Van Vuvren, 1987 ; Axelsson, 2004).

Aprés 48h d’incubation a I’étuve, nous avons constaté que les souches étudiées sont

homo-fermentaires (pas de dégagement de CO2 dans les cloches de Durham)

Les bactéries lactiques homo-fermentaires stricts ne fermentent que les hexoses par la

voie d'Embden-Meyerhof en produisant presque exclusivement du lactate.

Les bactéries lactiques hétéro-fermentaires tels que fermentent le glucose en acide
lactigue, CO2 et acide acétique ou éthanol via la voie hétéro-fermentaire de la 6-

phosphogluconate déshydrogénase/phosphocétolase.
3.3.2. Profil fermentaire

La détermination des genres et des especes bactériennes, réside essentiellement dans

leurs capacités a fermenter les sucres en acide lactique et d’autres acides organiques.
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Les bactéries lactiques possédent la capacité de dégrader différentes sources de carbone,

et ceci constitue un critére indispensable d’identification.

On a pu observer que toutes les souches étudiées consomment les sucres: glucose,

fructose, lactose, Maltose, saccharose et les utilisent en tant que source de carbone.
3.3.3. La thermorésistance

Ce traitement de thermorésistance permet de sélectionner les lactocoques en éliminant
les streptocoques et les entérocoques. Toutes les souches ne survivent pas apres un traitement

de thermorésistance (absence des troubles pour tous les isolats testés).
3.3.4. Croissance a différentes tempeératures

La croissance est mise en évidence par la présence de troubles. Selon la température
optimale de croissance, les bactéries sont classées en mésophiles dont la température est 30°C
et les thermophiles avec une température optimale de croissance allant de 40°C (Frank et al.,
2002).

Les résultats obtenus ont montré que toutes les souches isolées poussent a 30°C,
Cependant, aucune souche ne peut se croitre a une température de 45 °C ou a 50°C (Figure
09).

Figure 09 : Croissance des souches a différentes températures.

3.3.5. Croissance en milieu hypersalé

Les résultats obtenus ont montré que toutes les souches isolées poussent a 4% de NacCl.
Cependant, aucune souche na pu se croitre 6,5% de NaCl.
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3.4. Mise en évidence de I’activité protéolytique

Le caractére protéolytique des cellules est confirmé pas I’apparition d’un halo clair
correspondant a la dégradation des protéines du lait (cas€ines) autour des colonies
ensemencées par touche sur milieux solide MRS additionné de 5% de lait écrémeé ainsi que

sur milieu agar-lait 5%.

Le résultat obtenu sur MRS lait montre que la souche isolée (H/C 2,33cm) possede une
activité protéolytique plus importante (Figure 10), ces résultats rejoignent les résultats de
Bounouala (2019) et Messaoui (2013), qui a trouvé un rapport H/C de 1,5 cm pour une
souche du genre Lacotococcus (LCL).

Les mémes résultats sont obtenus sur le milieu agar-lait 5%, le rapport H/C pour la

souche est de 2 cm (Figure 11).

Figure 10 : Activite protéolytique des cellules entieres sur milieu MRS-lait 5%.

29



Résultats et discussion

Figure 11 : Activité protéolytique des cellules entieres sur milieu agar-lait 5%.

La présence de substances tel que les peptones et les extraits de levure dans le milieu
MRS apportent les acides aminés et les peptides necessaires a la croissance optimale des
bactéries lactiques, ces remarques pourraient expliquer en partie la différence entre les
rapports H/C dans les milieux MRS-lait qui sont beaucoup plus important que ceux dans le
milieu agar-lait, car les concentrations en acides aminés libres et peptide dans le lait sont trop
faibles pour permettre aux bactéries lactiques de croitre abondamment (Auclair 1990 ;
Juillard et al., 1995) ce qui les oblige a développer leurs systéemes protéolytiques ,et c’est ce

qui permet de détecter la souche la plus protéolytique .

Marilley et al., (2004), ont noté que les cellules entiéres de lactobacille sont plus
protéolytiques que les cellules entieres de lactocoque. Selon Marie.A-C et al., (2001), les
lactobacilles montrent généralement une activité protéolytique plus importante que les

lactocoques.
Discussion générale

A partir d’un seul échantillon de lait cru de chamelle provient de la région de Laghouat,
nous avons isolé plusieurs souches de genre lactococcus, elles se sont révélées positives a la

coloration de gram et catalase négative.

L’étude macroscopique réalisée sur milieu solide nous a permis d’observer de petites

colonies blanchatres, lisses et régulieres. L’examen microscopique nous a permis de
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sélectionner des bactéries qui présentent une forme sphérique, qui se colorent positivement a

la coloration de gram, et qui sont immobiles.

Les souches isolées dans le présent travail sont de type homofermentaire (absence de
dégagement de CO2 dans la cloche de Durham). Ce résultat est de nature & indiquer que cette
souche appartient au genre lactococcus (Sebastien, 2008).

Les souches isolées sont capables de croitre a 10°C, 30°C et 40 °C et non pas a 50°C,
elles peuvent pousser en présence de 4% de NaCl et non pas a 6,5%, elles ne survivent pas

apres leur exposition a 63,5°C pendant 30 min.

Selon les travaux de DeRoissart (1986) ; Guirad (2003) ; Bekhouche et boulahrouf
(2005) ; les isolats qui ont une forme des coques associée en chainette de longueur variable et
qui sont homofermontaire, mésophile et ont une inhabilité de croitre a pH 9,6 a 6,5% de NaCl
et incapables de résister a 63°C pendant 30 minutes et qui possédent de 1’arginine et ne
possédent pas d’acétoine et peuvent dégrader le glucose, le maltose, le raffinose, et le
saccharose sont des lactococcus lactis et les méme résultats ont été observé pendant notre
étude ce qui indique les isolats sont caractérisés comme souches des lactococcus lactis.subsp

lactis.

La présence des especes de Lc lactis subsp. cremoris, Lc. lactis subsp. lactis, et Lc lactis
subsp.lactis biovar.diacetylactis, dans le lait cru de chamelle a été précédemment décrite dans

la littérature.

Ces nouvelles souches de lactocoques ont montré des potentialités protéolytiques

intéressantes.
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4. Conclusion

Notre travail a porté sur I’étude de I’activité protéolytique chez des souches de bactéries
lactiques isolées d’un échantillon de lait cru de chamelle collecté dans la région de Laghouat.
Aprés isolement sur milieu de culture MRS, Nous avons procédé a une caractérisation

phénotypique de ces souches, puis la recherche de leur activité protéolytique.

L’identification de souches isolées est basée sur les techniques qui caractérisent la
morphologie et les différents métabolismes biochimiques et physiologiques. Les résultats

obtenus ont permis d’attribuer ces isolats au genre Lactococcus.

Les résultats obtenus ont montré que les souches testées sont protéolytiques quelque

soit la composition du milieu de culture utilisé (milieu MRS-Agar-Lait ou milieu Agar-lait).

Les souches étudiées ont montré qu’elles possedent de nombreux critéres de sélection
des souches requises pour des applications technologiques ainsi que pour des recherches
fondamentales. Elles présentent en effet d’importantes capacités pour étre utilisées dans

I’industrie alimentaire vu qu’elles possédent un potentiel protéolytique intéressant.
Suite aux resultats obtenus, de nombreuses perspectives peuvent étre formulées.

Ces souches nouvellement isolées pourraient faire I’objet d’une identification
phénotypique plus compléte (galeries API) ainsi que d’une éventuelle caractérisation

génotypique par des techniques moléculaires afin de mieux les exploiter.

D’autre part, ces souches qui ont exprimé une activité protéolytique extracellulaire
pourraient étre utilisées pour la production de protéases, qui, aprés extraction et purification
pourraient servir a la production d’hydrolysats protéiques alimentaires susceptibles de

contenir des peptides biologiques.
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Annexe | : Milieux de culture
1. La composition des différents milieux est exprimée (g/L)

e Gélose MRS (Man, Rogosa et Sharpe., 1960)

Peptone .......cooiiiiiiii 10g
Extraitde viande ..., 10g
Extraitde levure ..., 5¢g
GIUCOSE ..vviiiei e 20¢g
Tween 80 ....ovvviiiiii I ml
Phosphate di potassique ..............ceevennnn. 2¢g
Acétate de sodium ..., 5¢g
Citrate triammonique ..............coeoeeieennnn. 2¢g
Sulfate de magnésium ......................... 200 mg
Sulfate de manganeése .......................... 50 mg
Al o 189
Eau distillée..........cooeieiiiiiiin, 1000 ml

pH=6,5+/-0,1,
Stérilisation a I’autoclave (120 °C pendant 20 minutes)

e Milieu MRS-BCP

Extraitde levure...............ooooiiiiiiiiinnn.. 59
Extraitdeviande....................oooiiiinll. 10g
Peptone. ... 10g
Acétate de sodium...............ocooiii 5¢
Citrate de sodium.............ocooiiiiiiiiinnnn. 29
GIUCOSE. ... 20g
KH2POA. ..., 29
MOSO4.. o, 0,259
MNSOA.....o 0, 059
Pourpre de bromocrésol............................ 0,025mg
Eau distillée.........cooviiiiiiiiiiiiee 1000 ml
pH=6,8

Stérilisation a 1’autoclave (120 °C pendant 20 minutes)
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e Eau physiologie :

Composant.........ooeeveiiiiiniennnnnnnnn. g/l
Chlorure de sodium....................... 8,5¢g
Peptone.........cooooiiiiiiii 0, 5g
Eau distillée..............ooviiininn 1000 ml
pH=7.

Stérilisation a I’autoclave (120 °C pendant 20 minutes)

e Bouillon hypersalé

Extrait de viande....................ooeeeen 5¢g
GIUCOSC. ...t S5¢g
Peptone........cooiiiii 15¢
NaCl...oooiiii e, 40/ 65¢g
Eaudistillé.............ooooeiiiiii, 950 ml

Stérilisation a I’autoclave (120 °C pendant 20 minutes)

2. Préparation des milieux pour le test de protéolyse

e Milieu solide MRS-lait (5%0)

e Gélose au lait (2%0)

Agar préparé avec 1’eau distillée @ 1.5% ..ccovvevivviniiii i 95%
Lait ecreme reConStitu€ @ 100 ......o.ininieie i 5%
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Annexe Il ;: Coloration de Gram

Technique
Réaliser un frottis et le fixer.

Coloration : violet de gentiane phéniqué durant une minute. Toutes les bactéries prennent ce
colorant et sont donc colorées en violet.

Rincer a ’eau

Mordangage : recouvrir la lame de réactif de Lugol 1 minute (réactif iodo-ioduré qui
accentue la coloration).

Rincer a ’eau

Epreuve (alcoolo résistance) : Plonger 3 ou 4 fois une demi seconde dans un pot d’alcool
puis rincer a I’eau du robinet immédiatement. Pendant cette étape, les lipides de la paroi des
Gram moins sont dissous et 1’alcool peut donc pénétrer dans le corps bactérien et expulser le
violet de gentiane. Les bactéries Gram moins sont alcoolo-sensibles et sont donc décolorées.
La paroi des Gram plus ne laisse pas passer 1’alcool et sont dites alcoolo-résistantes et restent
colorees en violet.

Contre coloration : Fuschine diluée au 1/20éme ou de safranine pendant une minute. Toutes
les bactéries prennent le colorant mais le violet masque la fuschine. Les « Gram positives »
apparaissent donc violettes, les « Gram négatives », recolorées par la fuschine, apparaissent
roses.

Rincer a I’eau du robinet et sécher entre deux feuilles de papier absorbant.

Observer a I’objectif 100 a immersion, a pleine lumieére.
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