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INTRODUCTION GENERALE

L’industrie des jus offre, aux dépolymérases des substances pectiques, un large cham
d’utilisation dans la transformation des produits végétaux. Ces enzymes trouvent ainsi, plusieur
applications dans les productions diverses, telles que les boissons a base de fruits ou de légun
et autres. Parmi ces enzymes, les polygalacturonases (PG) ont un effet considérable sur
modification des propriétés physico-chimiques des pectines et des pectates (RZEDOWSKI
1972;DURAND et MONSAN 1982).

Durant les différentes étapes de transformation du végétal, les enzymes PG contribuent
I'amélioration en rendement et en qualité des jus et des nectars obtenus. Les étapes successi
de I'obtention du produit fini sont : le broyage, le pressurage, la centrifugation ou la filtration,
puis éventuellement, selon le produit désiré, une clarification, une concentration et une
pasteurisation. Le broyage entraine la solubilisation partielle des pectines. La pulpe obtenue, e
un milieu hétérogéne dans lequel la phase liquide est trés visqueuse. La phase solide forme u
masse semi-geélifiée dont la capacité de rétention d’eau élevée, limite I'écoulement du jus a
moment du pressurage. Avant l'étape du pressurage, l'addition d’enzymes (enzymage
polygalacturonase associée a d'autres enzymes pectinolytigues (pectinmethylestérase
pectinlyases) a la pulpe augmente ainsi les rendements lors de la fabrication des jus. De plus,
dégradation partielle des tissus du fruit par ces enzymes, favorise I'extraction des pigments et d¢
arbmes et contribue a améliorer les qualités organoleptiques du produit (VORAGEN
1995). L'enzymage entraine également une baisse de viscosité qui améliore la filtrabilité des jus
Il permet de réduire le temps de filtration lors de la clarification des modts, ainsi que le temps e
I'énergie nécessaires a I'évaporation des jus limpides pour la fabrication des concentré:
(YAMASAKI et al., 1964 ; WINTAKER, 1990b; SHOMER, 1991). Les nectars produits en
industrie sont des boissons pulpeuses dans lesquelles le jus visqueux maintient une quanti
importante de matieres en suspension. Ce trouble est essentiellement constitué de cellules isolé¢
ou d’'agrégat de cellules. Selon le fruit traité et en particulier pour les agrumes, le nectar produi
un trouble quelquefois tres instable. Cette instabilité pourrait étre évitée par l'utilisation des
enzymes polygalacturonases. Elles hydrolysent les pectines solubilisées en oligomeres de tail
trop petite afin d’éviter la formation du gel insoluble et qui précipite les particules du trouble
(DUCROO, 1982; LACet al.,1997). A I'échelle expérimentale, ces procédés ont été appliqués a
de nombreux fruits et Iégumes (concombre, carotte, pomme de terre, ail, abricot, péche, prune
Les modts ainsi produits, ont une teneur en matiére séche et en cendres plus élevées, une coul

plus intense et un pH plus faible qu’un témoin non additionné d’enzyme.
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Du fait de ses nombreux avantages, le champs d’application de ce procédé s’élargit
actuellement a d’autres productions que celles des jus de fruits et de légumes : comme pot
I'extraction des huiles essentielles et des pigments caroténoides a partir des écorces d’agrum
(BONNIN et al.,1997a).

L’isolement des souches susceptibles d’utiliser la pectine comme seule source de carbon
et d'énergie, est justifié en raison de l'intérét économique du substrat et de son produit
d’hydrolyse. Les pectinases industrielles sont fabriquées par plusieurs compagnies en Europe, «
USA et au Japon et les plus commercialisées proviennent toutes des espspesgilus
surtout dAspergillus niger Les préparations des pectinases a partir de cette moisissure
contiennent les polygalacturonases, les pectinestérases et les pectines lyases. Mais, d’autt
activités enzymatiques parfois indésirables, sont liées a elles (PILNIK et ROMBOUTS, 1981).
C’est la raison pour laquelle ces enzymes ont été étudiés chez d’autres microorganismes. Les F
sont les premiéres enzymes pectolytiques produites par les microorganismes phytopathogéen:
pour coloniser la plante et sont tres répandues chez I'ensemble des microorganisme
(COLLMER et KEEN, 1986 ; RODRIGUEZ-PALENZUELAet al, 1991). Différentes espéces
de levures productrices de polygalacturonase telles gbedotorula, Saccharomyces, Candida,
Cryptococcus et Geotrichusont citées par plusieurs auteurs (BLANE€al, 1994; ESTEVE-
ZARZOSOet al, 1998; GUESSOUSt al, 2000). Des fractions protéiques correspondant a des
activités PG de type endo ont aussi été purifiées a partir de préparatdaperdillus niger
(SINGH et RAO, 2002 ; GUPTAt al, 1993 ; THIBAULT et MERCIER, 1978) et des exo-
polygalacturonases sont produites Alernaria mali(AKI-3) (NOZAKI et al, 1997). L’activité
polygalacturonase a aussi été étudiée chez les bactéries telles ljaeilles (SOARESet al,

1999). Les olives constituent un milieu favorable pour le développement des microorganisme:
pectinolytiques. Les microorganismes isolés a partir des olives noires et vertes commercialisée
sous forme saumurées appartiennent geénéralement aux geacesbacillus Bacillus
Rhodotorula Candidaet CryptococcusSelon plusieurs auteurs les espéeces de ces genres sont
pectinolytiques (CATULCet al, 2002 ; IOPEZ-LOPEZ et al., 2004; CAMPANIELLO et al,

2005H. Mais, peu de travaux sont publiés sur I'existence des enzymes pectinolytiques produite:
par des bactéries lactiques. JUVENal (1985) ont mis en évidence la production d’enzymes
pectinolytiques par la soucheuconostoc mesenteroidéSAKELLARIS et al (1988 et 1989)

ont étudié la synthése extracellulaire et effectué la purification et la caractérisation de I'enzyme

polygalacturonase paactobacillus plantarum
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Les travaux de KARAM (1995) ont montré la présence d’activités pectinolytiques chez
les bactéries lactiques.

Parmi les 80 espéces étudiées par ces deux autewatspacillus caseiLactobacillus
plantarum et Lactococcus lactispnt présenté une activité polygalacturonase et peuvent se
développer sur un milieu ne contenant que de I'acide polygalacturonigue comme source d
carbone et d'énergie. KARAM (1995) a par ailleurs obtenu la clarification d’'un milieu
synthétique contenant 1% de pectine en utilisant un surnageant de cultatatecillus casei
concentré 20 fois. Des préparations de pectinases de bactéries lactiques pourraient aussi é
utilisées pour la clarification des jus des végétaux. Selon cet auteur, cette propriété technologigL
semble intéressante et devrait étre prise en compte dans la sélection des souches lactigL
utilisées pour les ensilages ou les industries cidricoles. En 2002 Awdllain ont déterminé
I'activité endopolygalacturonase cheactobacillus brevid 166 destinée a la fermentation du
café arabica. Et, ZADI-KARAM (1998) a montré la présence de polygalacturonase chez 14
souches deactococcus lactissolées a partir d’échantillons de lait de chamelle.

Les bactéries lactiqgues présentent aussi d'autres intéréts dans lindustrie qui leurs sor
acquis depuis fort longtemps. Elles assurent des caractéristiques particulieres d’ardbmes et ¢
texture et une bonne sécurité alimentaire grace aux acides organiques produits (acides lactiqu
et acétiques) qui abaissent le pH dans le milieu. La synthése de bactériocines permet aussi
renforcement de la conservation des produits alimentaires contenant les bactéries lactiques. To
les produits alimentaires de transformation sont concernés. Dans les produits carnés, la vianc
conduit a des saucisses fermentés ou a des produits saumuré secs. Le lait est transformé
fromage, yaourt, creme, beurre et autres produits laitiers. Les produits végétaux (fruits, légume
et céréales) subissent aussi dans de nombreux pays, une fermentation lactique qui est impliqu
dans la fabrication des boissons, des pains, du chou et la transformation du soje
(DESMAZEAUD, 1996). Les espéces du getm@ctococcus appelé communément souches
acidifiantes, sont utilisées principalement dans la fabrication des fromages a pate fraiche (Fét
Camembert et Roquefort). Ceux du geheiconostocsont utilisées dans la fabrication des
fromages a pates persillées : Roquefort (NOVEL, 1993) et pour la production des ardmes
(LEVATA-JOVANOVIC et SANDINE, 1997). LesPediococcusont utilisées principalement
dans les aliments fermentés, carnés et végétaux (SKYeEAR 1993).

3
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Les especes du gentactobacillus sont utilisées comme levains dans des grandes
variétés de fermentations de produits laitiers et autres. Elles interviennent dans la fermentatio
du café et du cacao (AVALLONEt al., 2002), des ensilages, des olives, de la choucroute et
comme levains lactiques dans la charcuterie (Guiraud, 1998).

Elles participent a I'élaboration de I'arbme et de la texture du prdduitp{antarumet
Lb. acidophilu3, a la maturation du saucisson sec et dans la fermentation lactique de nombreu»
végétaux (LARPENT, 1991, ZINKt al, 2000).

Pour toutes ces raisons, nous nous sommes intéresseés aux microorganismes productel
de pectinase et notre choix est porté sur leur isolement a partir du lait cru de vache et des olive
noires et vertes. Pour cela, les objectifs fixés sont :

-L’isolement des bactéries lactiques, a partir des laits crus provenant des vaches importées
élevées dans des conditions d’alimentation et d’environnement locales.

- Les souches obtenues vont étre étudier pour leur activité pectinolytique et constituent aussi ur
contribution de notre part dans I'acquisition d’'un souchier qui fera par la suite I'objet d’études
diverses au sein du laboratoire de microbiologie de linstitut .LN.A.T.A.A.

- Lisolement des microorganismes producteurs d’enzymes pectinolytiques a partir d
échantillons d’'olives noires et vertes traitées et non traitées.

- La mise en évidence de l'activité pectinolytique des souches obtenues, par le test d
I'acidification du milieu de culture et la révélation de I'hydrolyse enzymatique selon les
techniques de MCKAY (1988) et de TANSEY (1971).

- La caractérisation des souches fortement sécrétrices de I'enzyme polygalacturonase.

- L’étude des effets du pH et de la concentration en acide polygalacturonique (APG) ainsi que
I'influence du pH initial contr6lé et non contrdlé sur les productions de la biomasse et de la PG.
en fermenteur chez deux souches représentatives.

La partie expérimentale est précédée d’'un apercu des travaux antérieurs relatifs a :

- La présentation du substrat pectine et des enzymes pectinolytiques,

- La caractérisation des bactéries lactiques du lait,

- La caractérisation de la flore lactigue des olives en générale et productrice de

polygalacturonase en particulier.
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Zone lisse: -41-D-alpha-Gald-1-4)-alpha-D-Gald-[1-41-alpha-D-GalA-1 -4 )-alpha-D-Gal -1 ..
Homogalacturonane, -B 06 032 /O'E
chaine principale / \\
= Ie A he
Zone Ilérissé} -4-alpha-D-Gald-1-2- alpha-L-Fha-(1-4)- alpha-D-GalA-(1 - 2-alpha-L-Rha-1 ...
-5 o4 D302
Fhamnogalacturonane, /
chaines laterales hie Ara. Gal A

Ara : ArabinoseGal : galactoseRha : rhamnoseMe : méthanolAc : acide acétique

Figure 1. Structure type du squelette des substances pest{ONNINet al.,1997a)

@ a.galacturonique

@ a.gal.méthylé
. rhamnose
) autres oses

Figure 2. Structures de la chaine principale (composée dadgdlacturonique, d’acide
galacturonique méthylé et de rhamnose) et de lanehkatérale (constituée de divers oses)

(http://www.Unilim.fr/theses/2003/sciences/20080002/thése_ notes).
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1. LES SUBSTANCES PECTIQUES
1-1. STRUCTURE

Les pectines sont constituées d’'une zone lisse formée d’homogalacturonanes (HG) e
d’'une zone hérissée composées de rhamnogalacturonanes (RG) et de chaines latérales (Fig. :
2). Ce sont des complexes de polysaccharides a forte teneur en acide galacturonique (AG) et u
faible quantité de rhamnose et d’oses neuffigs 3 : annexe I)(VORAGEN et al., 1995;
BONNIN et al.,19973.

1-1-1. La zone lisse

Elle est forméal’homogalacturonanes qui sont des polyméres composeés principalement
d’acide D- galacturonique liés en(1-4) sur des longueurs d’aux moins cent résidus et d’'une
faible quantité de rhamnose.

1-1-2. La zone hérissée
La zone hérissée est représentée par des hétéropolymeres divisés en deux groupes.

e Les rhamnogalacturonanes constituent le groupe 1. C’est une chaine composée d'une
alternance d'acides D-galacturonique liés eth-2 et de rhamnose liés en—1-4 sur une
longueur d’aux moins vingt résidus.

e Les chaines latéraleseprésentent le groupe 2. Elles different du précédent par la diversité et
le nombre de sucres (60) qu’elles contiennent. Elte® composées d'oses neutres, les plus
abondants sont I'arabinose, le galactose, le xylose en quantité faible et parfois du glucose, d
mannose, de l'acide gluconique et d'autres oses rares (méthylfucose et meéthylxylose)
L’arabinose et le galactose forment des polymeéres, d’arabinanes, de galactanes ¢
d’arabinogalactanes, liés au squelette principal au niveau des résidus de rhamnose. Le
arabinanesont des polysaccharides ramifiés avec un squelette composé d’'unités L -
arabinofuranosyl liées em (1-5) transportant une chaine latérale et d'une courte unité de L -
arabinofuranosyl liée em (1-3) en O-3 et/ou O-2)(Figa4 annexe |). Les arabinogalactanes ont

un squelette de galactose portant des ramifications d’arabinoses. lls sont représentes par de
types. Le type 1 possede un squelette linéaire de D- galactasglet) et porte généralement

au niveau de I'0O-3 de courtes chaines d’arabinose (@r5) (Fig. 4 : annexe 1). Le type 2st
composé de polymeres hautement ramifiés. Le squelette est composé d’unités D-galactose lié
enp 1-3
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Figure 5. Configuration schématique de l'architecture dpdeoi primaire des dicotylédones :
Les molécules de cellulose (chainespeglucose) sont associées sous forme de microébrill
(a). Certaines hémicelluloses comme les xyloglucgeemettent le positionnement des fibrilles
cellulosiques entre elles. Cellulose et xyloglusasent réunis par des liaisons Ib). (Un réseau
supplémentaire composé de pectines augmente lalexitépde la matricec]. A la fin de la
croissance le réseau polysaccharidique peut élidifigopar un réseau secondaire de protéines
composé “ Hydroxyproline Rich Glyco Proteins HRGP) €). (http://www.snvi.jussieu.fr/

bmedia/paroi/pectines).
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La ramification est constituée d’'une chaine laeraixte de D-galactose liée ¢n1-3 et des
substituants d’arabinoses terminal tous deux skué$'O-6 (Fig. €: annexe 1) (SPELLMAN
et al.,1983b ;AMAN etWESTERLUND, 1996 ; ALAISetLINDEN, 1997).
1-2. LOCALISATION

Les substances pectiques sont localisées essemigit dans la structure de la lamelle
moyenne des régions intracellulaires des planteériures (VORAGENMt al, 1995). Dans le
modele étudié par CARPITA et GIBEAUT1993), la cellulose constitue I'armature par
'intermédiaire d’'une trame lache. Tandis que, éxtme et les autres constituants forment un
ciment permettant la cohésion de I'ensemble (fjg. 5

Dans la paroi primaire, les pectines sont minaggtapar rapport a la cellulose mais elles
sont responsables de la perméabilité de la pardepzontrole de la taille de ces pores. Dans la
paroi des produits végeétaux tels que les fruiteetégumes, la quantité des substances pectiques
est plus importante dans les tissus des parenchginglsis faible dans les tissus ligneux. Par
contre dans la paroi des céréales, la concentratigpectine est trés faible dans les deux tissus
(Tab.1). Certains sous-produits de I'industrie alitaire, comme les écorces d’agrumes, le marc
de pomme et la pulpe de betterave, peuvent étrsidimés comme d’excellentes sources de
pectine et de fibres alimentaires (Tab. 2) (BONMINI.,1997a, THIBAULT et RALET, 2001).

Tableau 1.Composition des parois de fruits, de légumes eedéales (BONNINet al.,1997a)

Composition (%) du poids sec Fruits et Légumes Céreéales

Parenchymes Tissus Parenchymes Tissus

Lignifiés Lignifiés
Substances Pectiques 35-45 5 0-05 0-05
Cellulose 35 40 3-5 30-35
Autres Polysaccharides 10 25-30 80 -85 80 -85
Glycoprotéines 10-20 5 10 5-10
Lignines + Acide phénoligue 5 20-25 5 15
8
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Tableau 2 :Teneur en pectine de différents fruits et Iégumes

Fruits

Teneur en pectine
(% du poids frais)

Références

Ecorce d'orange
Ecorce de citron
Ecorce de fruit de la Passion
Marc de pomme
Tamarin

Banane

Pulpe de betterave
Papaye

Goyave

Mdare

Framboise
Pomme

Fruit de la passion
Lychee

Péches

Tomate

Carotte

Mangue

Ananas

3,6-55
25-4
2,1-3,0
15-25
1,71
0,7-1,2
1
0,66 -1,0
0,77-0,95
0,72
0,6 -0,7
05-1,6
0,5
0,42
0,1-0,9
0,2-0,6
0,2-0,5
0,26 — 0,42
0,04 -0,13

RENARD et THIBAULT, 1993
KARR, 1976
HODGSON et KERR, 1991
HODGSON et KERR, 1991
HODGSON ET KERR, 1991
KARR, 1976
KARR, 1976
HODGSON et KERR, 1991
HODGSON et KERR, 1991
HODGSON et KERR, 1991
HODGSON et KERR, 1991
KARR, 1976
HODGSON et KERR, 1991
KARR, 1976
KARR, 1976
KARR, 1976
RENARD et THIBAULT, 1993
HODGSON et KERR, 1991
HODGSON et KERR, 1991
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0=C-0" + H' 0=C-0" + H'
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d

Figure 6. Acide galacturoniqueaj, acide galacturonique méthyld) polymere d’acide
polygalacturonigue acide)(et plus ou moins acide selon son degré de meibwyl€COO-CH3)

(d) (http://www.snvi jussieu.r/b media/paroi/pectines).
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1-3. PROPRIETES PHYSICO- CHIMIQUES

Les propriétés physico-chimiques des pectines digrgrdu degré de méthylation (DM)
que I'on exprime en pour cent du nombre de —COQQCHY. 6). Leurs teneurs en méthoxyl
(Me) et en acide acétique sont généralement expsrag degrés de méthylation et d’acétylation
(DAC), qui sont les rapports molaires entre cesstuants et I'acide galacturonique.

Les pectines natives sont les plus souvent hauteméthylées (HM) (DM> 50). Leurs degrés
d’acétylations (DAc) sont par contre généralemaitilés avec quelques exceptions comme les
pectines de poire ou de betterave. Les DM et leg Bént des caractéristiques structurales
fondamentales des pectines car elles sont reliékesiraaptitude a la gélification et a leur
réactivité envers les ions. Pour des pectines HMWjdgré d’estérification (DE) conditionne la
rapidité de la prise du gel ; plus il est élevéspla formation du gel est rapide. Alors que les
pectines faiblement méthylées (LM) (DM<50) sontatalps de fixer fortement les ions divalents
tels que le calcium.

Les HG forment des gels rigides et insolubles a¥sgmce du calcium, ce qui laisse a penser
gu’ils jouent un réle important dans la structues gbarois cellulaires. Le gel serait formé par
I'association de chaines pectiques, au niveau dasszhomogalacturoniques non estérifié, par
l'intermédiaire d’ion calcium (Figd). Cette hypothése est soutenue par I'observatenad
désagrégation des tissus lors du traitement dessppar des agents chélatants du calcium. La
prise du gel dépend fortement de la quantité duiwal fixée. Cette réactivité aux ions est
également influencée par la distribution des grogrds carboxyles libres et par une
distribution en bloc qui permet la fixation et c@rahne ainsi la texture finale du produit. Dans
ce cas, le calcium va favoriser la liaison de dénagments de chaines composés d’acide
galacturonique non méthylé pour donner une stractdite de boite a oeufs ou egygs box>
(Fig.7b) (BONNIN et al.,1997a; THIBAULT etRALET, 2001).

Les pectines ont un réle important dans les pragsi@hysico-chimiques de la paroi
cellulaire des végétaux, notamment dans la rétemt&gol’eau (CUN et LESGARDS, 1993) leurs
dégradations sont donc un point clé lors des péxélé pressurage. Certaines pectines peuvent
passer en solution et constituer alors une géns lanétapes de filtration et de concentration,

leur dégradation dans ce cas est nécessaire.

11

wg,:? This PDF was created using the Sonic PDF Creator.

To remove this watermark, please license this product at www.investintech.com



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

@ a.galacturonique
@ a.gal.méthylé

. rhamnose
) autres oses

+ jons calcium

Figure 7. Liaison de deux chaines d'acide galacturonigmenméthylé en présence de calcium
(a) et(b) : Le calcium bivalent peut se lier a 9 oxygeénestébmégatifs et assurer ainsi la liaison
entre 2 chaines de pectines (http:// www.Unilintligses/2003/ sciences/2003 thése_notes).
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* . Liaisons glycosidiquesHG : HomogalacturonaneRG : Rhamnogalacturonane

Tableau.3.es enzymes qui interviennent dans la dégradation des régions HG, RG et des chaines Latérales des pectines
(BENE al.,1996b).

Réaction Substrat préférentiel Mode Enzymes EC. Produits
catalysée
Pectate endo Endopolygalacturonase 3.2.1.15 AG1, AG2, AG3
Pectate, ext.non réductrice Exo Exopolygalacturonase 3.2.1.67 AG1
Hydrolyse * Pectate, ext.non réductrice Exo Exopolygalacturonase 3.2.1.82 AG2
Pectine endo Endopolyméthylgalacturonase
HG Pectine exo Exopolyméthylgalacturonase
Pectate endo Endopectate lyase 4222 oligomeres insaturés
Pectate.ext.non réductrice exo Exopectate lyase 4.2.2.9 AG2 insaturé
B-élimination
Pectine endo Endopectine lyase 4.2.2.10 oligomeéres insaturés
Pectine.ext.non réductrice exo Exopectine lyase
. RG non substitué endo Rhamnogalacturonane-hydrolase 2 a 3 motifs (AG-Rha)
Hydrolyse . :
RG.ext.non réductrice exo Rhamnogalacturonane-
RG rhamnohydrolase
B-élimination RG.ext.non réductrice endo Rhamnogalacturonane-lyase
RG.ext.non substitué
Arabinane endo Endo-arabinase 3.2.1.99
Arabinane arabinogalactane  exo Arabinofuranosidase 3.2.1.55
Chaines Hydrolyse *
Latérales Arabinogalactane endo Endo-galactanase 3.2.1.89
Arabinogalactane exo B-galactosidase 3.2.1.23
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2. LES ENZYMES DE DEGRADATION DES SUBSTANCES PECTIQUES

2-1. INTRODUCTION

Les enzymes qui dégradent les substances pectiques se composent en deux catégori
Les dépolymérases et les estérases agissent au niveau des zones lisses des pectines.
rhamnogalacturonases, les arabinanases, les galactanases et parfois les férulatestéra
interviennent au niveau des zones hérissées (LE GOFF, 2001). Comme toutes les autre
enzymes les pectinases sont aussi caractérisées par un numéro de code EC (Enzyr
Commission) qui tient compte de la spécificité de la réaction catalysée, du substrat, du mode d

coupure et de la nature de la liaison rompue (Tab. 3).

2-2. LA DEGRADATION DES HOMOGALACTURONANES (ZONE LISSE)

Les dépolymérases agissent soit par hydrolyse (Hydrolases) oy-@anination
(Lyases) sur les liaisons glycosidiques. Elles ont pour substrat préférentiel, les pectines ou le
pectates et coupent les liaisons a l'intérieur du polymere (mode endo) ou a partir d’une extrémit
de substrat (mode exo0). Les enzymes impliquées sont les polygalacturonases (EndoPG, ExoP!
et les lyases (EndoPL et EndoPAL, ExoPAL). Les estérases ou enzymes saponifiante
catalysent la désestérification des groupements méthoxyl des pectines pour former de I'acid
pectique et du méthanol. Leur complexe enzymatique est composé de pectineméthylestéra
(PME) ou pectinestérases (PE) et de pectines-acétylestérases.

Leurs modes d’actions sont représentés dans la figure 8.

vV V v V Y EndoPL. Y Y ¥ 3 .3
—O:.--- @ —B - *—e —0—0 —8------.. —_— ...

PME ou PE

AAopc; \ EndoPG \E:dNoPAL
o—e / e..... .-7/ *o—O- . o—..“....—?{
@: Acide galactdroniquegg : Acide galacturonique insatu@4-C5 ; :méthoxyle

Figure 8. Les différentes voies de dégradation enzymatique des pectines (BARON et
THIBAULT, 1985).

14
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2-2-1. Les polygalacturonases (PG)

Les PG coupent la liaison glycosidiqu#-4 reliant deux résidus d’acide galacturonique
de la chaine polygalacturonique. Elles ont pour substrat préférentiel les polygalacturonates
Mais, en fonction de leur sensibilité a la présence de groupement methoxyl (Me), ces enzyme
peuvent réagir differemment. Généralement l'augmentation du DM ralentie [I'activité
enzymatique et le pourcentage final de liaisons hydrolysées (BENIEN, 1999). Cependant,
certaines enzymes PG sont trés actives sur un substrat pas ou peu méthoxylés. Alors que, d’au
ont une activité optimale sur pectine fortement méthoxylé (PARENIC@WVAL., 2000a). La
présence de groupement acétyles influence également la dégradation des pectines par les PG.
pourcentage d’hydrolyse d’homogalacturonane est élevé lorsque le degré d’acétylation est faibl
(RENARD et JAVIS, 1999). Selon leurs modes dactions, on distingue les

endoplygalacturonases et les exopolygalacturonases :

e Les endoplygalacturonasegendo PG) (PG, Poly-1,4-D-galacturonide glycano-hydrolase,
E.C. 3.2.1.15) : Elles attaquent au hasard les liaisd% des réesidus d’'acide galacturonique
(AG) pour libérer des monomeéres (AG1), des dimeres (AG2) et des trimeres (AG3) d’acide
galacturonique en fonction du substrat concerné, pectine ou acide pectique, (REXOV
BENKOVA et MARKOVIC, 1976). Cependant, certaines enzymes ne produisent pas de
monomeres (PATINCt al., 1997a et b) et d’autre ont parmi leurs produits de dégradation des
oligomeéres de degré de polymérisation (DP) supérieurs (ZHANED, 1999). Leur mécanisme
d’attaque peut avoir lieu de différentes facons :
- Dans I'attaque sur de simples chaines, une premiére liaison est hydrolysée au hasard au sein
polymére, puis 'enzyme, en glissant le long de la chaine, I'’hydrolyse totalement. Les oligomeres
de tres faible degré de polymérisation (DP) issues des dégradations successives apparaissent
le début de la réaction (SAKAdt al, 1993). Ce type d'attaque a été observé chez la PG-I
d’Aspergillus aculeatuPASCULLI et al, 1991).
- Dans l'attaque sur plusieurs chaines, I'enzyme s’associe au hasard avec le substrat pour form
un complexe enzyme-substrat (ES). Apres la catalyse de la liaison glycosidique, I'enzyme st
sépare du polymeére et le complexe ES se forme ailleurs indépendamment du premier. C
mécanisme libére des oligomeéres de degré de polymérisation (DP) élevé qui seront par la sui
dégradés en oligoméres de DP de plus en plus faible (GREENW@OMDLNE, 1968;
BENEN et al.,1996a).

15
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- Dans l'attaque multiple, les deux précédents mécanismes se combinent pour dégrader le
chaines du polymére les unes apres les autres. Le complexe enzyme substrat (ES) se forme
hasard, I'enzyme coupe la liaison et le complexe (ES) se reforme ailleurs sur la méme chaine.

Ce mécanisme permet la libération rapide d’oligoméres de petits DP; leurs modes d’actions s

caractérisent par une chute rapide de la viscosité du substrat en solution.

e Les exopolygalacturonasegxo PG) hydrolysent les liaison&-4 entre deux résidus d’acide
D-galacturonique : Elles agissent généralement a partir de I'extrémité non réductrice d’une
chaine dont les AG ne sont pas estérifiés. Leur action le long de la chaine peut étre bloquée p
la présence d’'un ester méthylique, de résidus de rhamnose ou de chaines latérales d’oses neu
Les exo PG sont de deux types selon le produit de la réaction. Le type | (PGu-pa@hyD-
galacturonide galacturonohydrolases, E.C. 3.2.1.67) libére I'AG1 et le type Il (PGogHy,
D-galacturonide digalacturonohydrolases, E.C.3.2.1.82) libere 'AG2. L'action de ces deux types
d’enzymes peut-étre génée par la présence de résidus de rhamnose ou de chaines latérales d'c
neutres et également la présence de methoxyl (Me). En effet, lorsque le second résidu a partir
I'extrémité non réductrice est méthoxylé, I'exo-polygalacturonase de type | est incapable de
libérer 'AG non réducteur (BARON et THIBAULT, 1985 ; KESTERal.,1996 ; KORNERet

al., 1999) (Fig. 9).

OOH
H
H
H OH H H
i OH

COOH

Figure 9. Action des polygalacturonases sur I'acide polygalacturonique

2-2-2. Les lyases
Les lyases catalysent la dépolymérisation d’'un substrap-géimination de la liaison
glycosidiqueal-4 entre deux résidus d’acide D-galacturonique. L'absence de molécule d’eau
dans le mécanisme réactionnel conduit a la formation d’une double liaison entre le C4 et le C5
'extrémité non réductrice libérée d'une unité d'acide galacturonigue. Comme pour les
polygalacturonases, il existe aussi deux types de lyases :
16
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e Les pectines-lyasefPL) : Elles ont pour substrat préférentiel la pectine et agissent
selon deux modes : - Les endopectines-lyases (endo PL, E.C. 4.2.2.10) agigsélihpaation
et ont une préférence pour les pectines HM. Leur affinité pour les pectines diminue avec le DV
du substrat et sont inactives sur I'acide polygalacturonique (APG). Elles coupent la liaison soit
entre deux AG méthoxylés, ou entre un résidu AG libre et un résidu AG méthoxylé. Le plus petit
substrat est un AG4 totalement méthoxylé (Fig. 10) (LEMBERE.,2000a).
- Les exopectines-lyases agissent sur les pectines fortement estérifiees, ont reccemment été isols
d’Aspergillus nige(SUTHERLAND, 1995).

COOCHS COOCHS
H : H
PNOE iNOEH
H  of C00CHS H oK COOCH3

Figure 10. Action des pectines-lyases
e Les pectates-lyases (PAL) :Elles agissent préférablement sur une chaine d'acide
galacturonique mais aussi sur les pectines faiblement méthylée selon un mécanisme endo «
exo :- Les endopectate-lyases (endo PAL, E.C. 4.2.2.2) attaquent au hasard a l'intérieur de |
chaine polygalacturonique. Le substrat préférentiel est une pectine faiblement méthoxylé (LM)
avec un degré de polymérisation (DP) plus élevé. Le plus petit substrat obtenu est un trimér
(AG3).
- Les exopectate-lyases (exo PAL, E.C. 4.2.2.9) ont une action récurrente a partir de I'extrémite
réductrice de I'acide galacturonique en libérant des diméres insaturés (AG2) (REXOV
BENKOVA et MARKOVIC, 1976; BARON et THIBAULT, 1985). La présence de calcium

serait nécessaire a lI'action des endo et des exopectate-lyases (Fig. 11) (JEiRMNAKO96).

COOH COOH
H
H
H un H H Ll
H OH H

COOH

Figure 11. Action des pectates-lyases
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2-2-3. Les estérases
e Les pectines-méthylestérasesu pectinestérases (PME ou PE, E.C. 3.1.1.11). Elles
catalysent I'élimination des groupements meéthoxyles fixés sur la pectine pour former de l'acide
pectique et du méthanol par hydrolyse des liaisons esters méthyliques sur le C-6 de I'acid
galacturonique (Fig. 12). Ce mode d’action conduit a une distribution en bloc des groupement:
carboxyliques libérés et a une grande sensibilité des acides pectiques produits au Ca2+ (KHAI
et al.,1990)

COOCH3 C00H
\)—0 \A— i
H
i OR i CH 1
B of
+CH30H

Figure 12. Action des pectines-méthylestérases

e Les pectines-acétylestéras€dPAE, E.C. 3.1.1.6) : Elles éliminent les acides estérifies en C-2
ou C-3 des résidus AG (Fig. 13).

C00CH3 i C00H
i | /1 -0 +H,0 i
i 0F g []J i i )
i pAE
B O cooh i o8 coo

+ CH;COOH

Figure 13. Action des pectines-acétylestérases
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2-3. LA DEGRADATION DES ZONES HERISSEES

2-3-1. La dégradation des rhamnogalacturonanes (RG)

La dégradation des rhamnogalacturonanes implique des enzymes actives sur le squelet
principal et sur les chaines latérales. Ces enzymes ont été mises en évidence dans les années ¢
Par conséquent, elles ne possédent pas de numéro E.C. La dégradation du squele

rhamnogalacturonique nécessite I'intervention des hydrolases et des estérases.

e Les Rhamnogalacturonanes-hydrolase$RG-hydrolase) : Ce sont des endo enzymes qui
interviennent au hasard sur le squelette rhamnogalacturonique et hydrolysent la liaison entr
I'AG et le rhamnose au sein des R@s produits de dégradation sont des oligoméres ayant une
structure de base, un tétramére comportant une alternance stricte de 2 ou 3 motifs de rhamnose
d’acide galacturonique (AG). L'extrémité non réductrice de ces oligomeres est toujours un résidt

rhamnose, alors que I'extrémité réductrice est un acide galacturonique (S@&t@ll.3990a).

e Les Rhamnogalacturonanes-rhamnohydrolasesont des exo enzymes qui agissent au
niveau des extrémités non réductrices du substrat RG et liberent le rhamnose. Elles peuvent é
génées par la présence de résidu galactose en C-4 du rhamnose (M&TEITERD98 a et b).

e Les Rhamnogalacturonanes-galacturonohydrolasesont aussi des exo enzymes qui agissent
par hydrolyse sur les extrémités non réductrices des RG pour libérer les AG. Cependant, elle
sont inactives sur les HG et ont besoin de reconnaitre un rhamnose a droite de la liaison coup
(MUTTER et al.,1996).

e Les Rhamnogalacturonanes-lyasesont des endo enzymes @uéliminent la liaison entre le
rhamnose et 'AG au sein des RG. La coupure libére un résidu de rhamnose a I'extrémité
réductrice et un AG insaturé a I'extrémité non réductrice (MUTEE®&., 1998b).

e Les Rhamnogalacturonanes-acétylestérasdibérent les groupements acétyles estérifiés sur
les rhamnogalacturonanes des pectines (SEARLE VAN LEEU\tEN, 1992).

2-3-2. La dégradation des chaines latérales

De nombreuses enzymes interviennent dans la dégradation des arabinanes, des galactal
et des enzymes capables de libérer les acides féruliques.
e Les endoe-L-arabinanases(Endo-A, E.C. 3.2.1.99) : Elles coupent au hasard, l'intérieur des
chaines latérales d’arabinanes, les liaisofls5) entre deux résidus L-arabinose pour libérer du
monomere, du dimére ou du trimére d’arabinose. La présence de ramifications limite leur
efficacité.
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e Les exoe-arabinanases: Elles liberent le résidu L-arabinose terminal non réducteur des
arabinanes. L'enzyme hydrolyse non seulement les liaisoii$-3) des résidus arabinose
branchés latéralement, mais également les liaisofiE-5) entre les résidus arabinose de la
chaine principale. Elles sont actives sur les arabinanes et les arabinogalactanes (KAJI ¢
SHIMOKAWA, 1984 ; BRILLOUETet al., 1985 ; ROMBOUT&t al.,1988).

e Lesa-L—arabinofuranosidases(E.C. 3.2.1.55) : Elles hydrolysent aussi les liaiso(is-3) ou
a (1-5) entre deux résidus arabinose pour libérer I'arabinose terminal non réducteur. Selon leu

spécificité, elles peuvent également agir sur des arabinoxylanes (ROMB&ET 3. 988).

e Les galactanases Elles comprennent des endo enzymes, des exo enzymes et des osidase:
Cet ensemble hydrolyse les liaisons impliquant les résidus galactose au sein des galactan
linéaires ou d’arabinogalactanes de type | et Il.

- Les endd3-D-galactanases (E.C. 3.2.1.89) hydrolysent généralement les lifligdrd) entre

deux résidus de galactose et liberent du monomere ou des oligoméres de DP inférieur ou égal &
(NAKANO et al.,1990 ; BRILLOUET et al.,1991).

- Les exop-D-galactanases sont spécifiques des liaigoris-4) oup (1-3) et sont d’origine
bactérienne (PELLERIN et BRILLOUET, 1994).

e Les p-D—galactosidasegE.C. 3.2.1.23) hydrolysent les liaisgh$1-4) et libérent les résidus
galactose terminaux non réducteurs au sein des galactanes et des arabinogalactanes de type
faible poids moléculaire (SEKIMAT &t al., 1989).

e Les osidases$iydrolysent les substrats de faibles masses molaires.

e La féruloylestérase | et la cinnamate estérasdoutes les deux coupent la liaison entre
I'acide férulique lié en C-2, d'un résidu arabinose en O-6 d’'un résidu galactose, situé dans le
chaines latérales de pectines de betterave. Elles ne peuvent agir que sur des oligomeres (RALI
et al.,1994b ; KROONet al., 1996).
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3. LES BACTERIES LACTIQUES

3-1. INTRODUCTION

Les bactéries lactiques sont des coques ou des batonnets, Gram positif, immobiles, no
sporulées, catalase négative et généralement nitrate réductase négjasveynthétisent leur
ATP grace a la fermentation lactique des glucides. Lorsque l'acide lactique est le seul produi
terminal, il s’agit des bactéries lactiques homofermentaires (Certaines espéces peuvent produi
au moins 18 moles d’acide lactique par mole de glucose fermenté). Parfois, en plus de I'acidk
lactique, d’autres composés constitués principalement d’acide acétique, d’éthanol et de ga
carbonique sont produits : c’est le cas des hétérofermentaires (produisent uniqguement 1 mo
d’acide lactique par mole de glucose fermente).
Les bactéries lactigues sont aéro-anaérobies facultatives ou micro-aerophiles. En présen
d’oxygeéne, elles sont incapables de phosphorylation oxydatives car elles ne peuvent synthétis
les cytochromes et les enzymes a noyau héme. Elles ont des besoins complexes en facteurs
croissance, acides amineés, peptides, bases puriques et pyrimidiques, des vitamines B et d
acides gras. C’est la raison qui explique leur abondance dans le lait (LARPENT, 1989 ; NOVEL,
1993).

3-2. HABITAT

Les bactéries lactiques ont pour habitat de nombreux milieux naturels, des vegétau»
(plantes et fruits), des animaux et des humains (cavités buccales et vaginales, féces et dans
lait). Mais certaines espéces semblent s’adapter a un environnement spécifique et ne sont gué
trouvées ailleurs que dans leurs habitats naturels (de ROISSART, 1986).

Les especes du genreactococcussont isolées du lait ou des végétaux qui sont les
réservoirs naturels de la plupart de ses especes. L'eEpetmoccus lactis subsp. lactest
isolée pour la premiere fois a partir du lait fermenté par Lister en 1873 et reconnue comme aget
primaire de I'acidification du lait caillé (SANDINE, 1988).

Parmi les especes du gerSteptococcusStreptococcus thermophilest isolée du lait

pasteurisé, du matériel de laiterie et de levains artisanaux (JONES, 1978).
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Les espéces du genkeuconostoc sont isolées du lait, des produits laitiers, des fruits,
des Iégumes (en particulier la betterave), des végétaux en fermentation (comme la choucroute
des produits de la panification (SUHIGARA, 1985) et des solutions visqueuses de sucre dans le
sucreries (DEVOYOD et POULLAINL988)

BOUBEKRI et YOSHIYUKI (1996) ont isolé deux souchesldmiconostosp. a partir
de fromage traditionnel El-Klila fabriqué a Batna (Algérie). Tandis que, RYHANEMI.,

(1996) ont identifié trois espéeceke(iconostoc curvatydn. Citreumet Ln. Mesenteroides
subsp. Mesenteroidessolées a partir de blé ferment®eule I'espécé.euconostoc oenosst
isolée du vin (FLEMINGet al., 1985 ; SUGIHARA, 1985 ; DEVOYOD et POULLAIN, 1988 ;
HOUNHOIGAN et al.,1993).

Les espéces du genrBediococcussont présentes surtout dans les végétaux en
décomposition, parfois dans les boissons alcoolisées, le lait, les différents fromages (Parmesan
autres fromages italiens) et les préparations culinaires (Saucisses, anchois salés ou sauce de s
(CHAPMAN et SHARPE, 1981; DELLAGLICet al., 1981A ; UCHIDA, 1982; BACUS et
BROWN, 1985B ; VILLARet al.,1985).

Les espéces du gent@ctobacillus sont présentes dans plusieurs milieux différents :
dans le lait et les fromagekh( casei subsp. casei, Lb. plantarum, Lb. curvatus et Lb. hrevis
dansles laits fermentésLp. kefir, Lb. brevis et Lb. fermentungdansles produits végétaux
fermentés, les marinades, I'ensilage, le vin et les viandes fraiches ou fermientdgs\(s, Lb.
curvatus, Lb. buchneri et Lb. san franscis@EMAZEAUD, 1996).

3-3. CLASSIFICATION

La taxonomie a longtemps reposé sur les criteres morphologiques et biochimiques
permettant de différencier les especes et de caractériser des variants au sein d’'une méme espt
Ces testes sont :

-Le type de gram, la morphologique et la disposition cellulaire.

- Les différents métabolismes glucidiques, protéiques, lipidiques, le caractere fermentaire.

- La croissance des cellules sur des milieux hostiles

- Et la synthese d’enzymes (de protéases), de métabolites (exopolysaccharides), de bactériocin
et la résistance aux bactériophages.

Puis, des études basées sur les criteres moléculaires ont permis de classer les espéces selor

criteres suivants :

22



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

- La détermination de la composition des peptidoglycanes (PTG) permet d'observer le type
d’espéce selon la nature de la liaison peptidique.

- Et la composition de 'ADN mesurée par hybridation permet de difféerencier les genres et les
especes entre eux. Le pourcentage en bases Guanine+Cytosine (G-C %) permet |
rapprochement des geni@sgeptococcug34-46%),Leuconosto¢36-43 %) ePediococcug34-

42 %) (SCHLEIFERet al.,1985; SCHLEIFER, 1986 ; FARROWt al., 1989). Le pourcentage

de G-C des espéeces du gebaetobacillusest tres hétérogene et varie d’'une espéce a une autre
de 32 a4 53 %(Tab. 4) (SCARDOVI, 1986).

Cependant, les espéces des gehassobacillus, Pediococcus. Leuconostmestreptococcus

dont le G-C % de I'ADN est inférieur a 50 %, peuvent étre regroupées dans la branche de:
ClostridiumavecBacillus et séparées de la branche desnomycétalesau G-C % supérieur a

50 %, comprenanPropionobacteriumet Bifidobacterium (STACKEBRANDT et al., 1983 ;
KANDLER et WEISS, 1986b ; STACKEBRANDT et TEUBER, 1988).

Tableau 4.Les différents genres de bactéries lactiques

Genres Cellules Fermentation ADN Références
G-C (%)

Forme | Arrangements

Streptococcus| Coques Chaines Homolactiques 34 - 46 SCHLEIFER, 1986
Leuconostoc | Coques Chaines Hétérolactiques 36-43 FARR#WI., 1989
Pediococcus | Coques Tétrade Homolactiques 34 -42 SCHLEIFER, 1986
Lactobacillus | Bacilles Chaines Homolactiques et| 32 —53 | KANDLER et WEISS,
Hétérolactiques 1986a et b

3-3-1. Les coques lactiques

Elles appartiennent a la famille d&reptococcaceaeles cellules sont groupées en
paires ou en chaines et de longueurs variables. La différenciation des genres est basée

I'arrangement des cellules et sur le type de fermentation lactique (homo ou hétérolactique).
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Les coques lactiques ont des exigences nutritives parfois complexe. Certains ont des activité
protéasiques et peptidasiques. Actuellement, ils regroupent les geRr#srococcus,
Lactococcus,  Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Oenococcus
Tetragenococcus, Vagococcus, Weiss@IEILES et HOLZAPFEL, 1997).

e Les genresEnterococcus, Lactococcus et Streptococclis gtaient anciennement groupés en

un seul genreStreptococcus lls sont trés fréquents dans l'industrie alimentaire comme
contaminant et surtout comme agents de fermentation homolactique (avec production d’acids
lactique de type dextrogyre). lls sont tres exigeants sur le plan nutritionnel et se développent bie
a 37 °C. Parmi le genr@treptococcus le groupe viridans comprend les agents d’acidification
fréquents dans certains fromages et yaourts comme le cas de I'é&peteermophilus.
(SKINNEL et QUESNEL, 1978).

Les Enterococcuseprésentent le groupe des entérocoques, ils sont composés de streptocoque
fécaux Enterococcus faecalist Enterococcus faeciunet considéré comme contaminants.

Les Lactococcus regroupent I'especéc. Lactis ses trois sous espec&e. Lactis., Sc.
diacetilactis et Sc. cremoris,Sc. raffinolactiset de nouvelles especes mal classégs.:
plantarum et Sc. garviae(GARVIE et FARROW, 1982 COLLINS et al., 1983). Et Selon
GUIRAUD (1998), le genrd.actococcusest représenté par les especes suivarites Lactis
subsp. cremoris, Lc. Lactis subsp. LaaisLc. diacetilactisLa sous espéc8treptococcus

Lactis subsp. diacetylactest remplacée par la sous espéaetococcus Lactis subsp. Lactis

e Le genreLeuconostoc

Il représente les coques hétérofermentaires. La classification des especes basée sur le
C% a permis de distinguer trois espéckn.:mesenteroideet ses trois sous espéecesibsp.
Mesenteroides., subsp. dextranicatsubsp. Cremoris), Ln. lactis, Ln. paramesenteroatés.
enos(YANG et WOESE, 1989 EVEAU et BOUIX, 1993).

e Le genrePediococcus Il rassemble des coques homofermentaires dont la particularité qui les

différencie des autres genres est le regroupement en paires ou en tétrades. Redjecwecus

est mésophile. Leur exigence nutritionnelle, leur faible activité protéolytique et le plus souvent
leur incapacité a utiliser le lactose, ne leur permettent pas d’acidifier et de coaguler le lait. Leul

fermentation homolactique donne parfois de I'acide lactique racémique (acide D. L.-lactique).
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Mais, fréquemment la forme |évogyre L prédomine : les espéces osmophiles non acidophiles n
donnent que cette forme. Ce genre est parfois utilisé comme levain lactique pour les charcuterie
(GUIRAUD, 1998).

3-3-2. Le genrelLactobacillus

Ce genre regroupe plus de 70 espéces (dont plusieurs sont divisées en sous-especes).
genreLactobacillusest quantitativement le plus important des genres du groupe des bactéries
lactiques. Les souches de Lactobacilles sont constituées de bacilles long et fin (parfois incurveé:
ou de coccobacilles dont la forme est proche a celle des corynébactéries.

Les cellules sont généralement immobiles (pour les souches mobiles, la ciliature est péritriche’
La production d’acide lactique issue du métabolisme fermentaire représente au moins 50 % de
produits de fermentation (AXELSSON, 1993).

ORLA- JENSEN (1919) a proposé de diviser le gebaetobacillusen trois sous genres :
ThermobacteriupBétabacteriumStreptobacteriuniTab. 5).

e Les Lactobacilles homofermentaires strictgegroupent les espéces de I'ancien sous-genre

Thermobacteriumqui dégradent les hexoses en acide lactique.

e Les Lactobacilles hétérofermentaires strictgegroupent les especes de I'ancien sous-genre

Bétabacteriumfermentent les hexoses en acide lactique, en acide acétique ou en éthanol et CC
(voie heétéerofermentaire de la 6-phosphogluconate déshydrogénase/phosphocétolase). |
dégradent les pentoses en acide acétique et en acide lactique (voie hétéfermentative de
glycéraldéhyde-3- phosphate/pyruvate kinase/lactate déshydrogénase). Ces bactéries produise

du CQ lors de la fermentation du glucose et du gluconate.

e Les Lactobacilles héterofermentaires facultatifsregroupent les especes de I'ancien sous
genreStreptobacterium métabolisent les hexoses en acide lactique par la voie homofermentaire
d’Embden-Meyerhof-Parnas et dégradent les pentoses par voie hétérofermentaire. lls n
produisent pas de GQors de la fermentation du glucose mais ils en produisent lors de la
Fermentation du gluconate (KANDLER et WEISS, 1986b ; STILES et HOLZAPFEL, 1997).
L’établissement d’'un arbre phylogénique construit & partir des séquences d’ARN 16S a
démontré que les genreactobacillus, Leuconostoc et Pediococsosit trés liés (malgré leurs

caractéres morphologiques et physiologiques tres différentes) (SCHLEIFER et LUDWIG, 1995).
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Tableau 5.Classification des lactobacilles selon ORLA- JENSEN (1919)

Groupe 1 Thermobacterium
(Homofermentaires stricts)

Groupe 2 Streptobacterium
(Homofermentaires facultatifs)

Groupe 3 Bétabacterium
(Hétérofermentaires stricts)

Groupe delbruekii

G-C:49-51 %

Lb. delbrekii

Lb. ssp.delbrekii
Lb. ssp.lactis

Lb. ssp.bulgaricus

Lb. ssp. Leichmani

G-C: 3341 %

Lb. acidophilus

Lb. helveticus

Lb. amylovorus
Lb. crispatus

Lb. gallinarum

Lb. jensenii

Lb. kefiranofaciens

Lb.Kefirgranum

Groupe plantarum
Lb. Plantarum
Lb. pentoseus

Lb. sake

Groupe caseli

Lb. caseisp.casei

Lb. cassip.alactosus
Lb. casessp.Pseudoplantarum

Lb. caseissp.rhamnosus

Lb. Johnsoni

Groupe fermentum

Lb. san francisco
Lb. Brevis

Lb. reuteri

Lb. Kefir

Lb. Fructivorans
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Selon ATLAN (2000), ce critere physiologique a conduit a la classification des Lactobacilles en
trois groupes qui different largement de celle déterminé précédemment par ORLA-JENSEN
(1919).

e Le groupedelbrueckii comprend les especed.actobacillus delbrueckii, Lb. helvetis, Lb.
crispatus d’autres lactobacilles homofermentaire et les lactobacilles hétérofermentaires

facultatifs (b. acetotolerans et Lb. hamsteri

e Le groupecasei-Pediococcugst le groupe le plus large car il regroupe de tres nombreux
lactobacillus homofermentaires strictsLl§. avarius, Lb. salivariys hétérofermentaires
facultatifs (b. casei, Lb. plantarum, Lb. sake, Lb. curvattsdes hétérofermentaires stridtb.(
brevis, Lb. fermentum, Lb. buchneri, Lb. reuteri, Lb. sanfrancisco, Lb. panakéérgroupe
contient aussi la plupart des souches REdiococcus(Pc. damnosus, Pc. parvulus, Pc.
acidilactici, Pc. pentosacels

e Le groupeleuconostoccomprend les Lactobacilles heterofermentaires stricts et les espéces du
genreLeuconostodLn. amelibiosum. Ln. carnosum, Ln. geliguamsi que le genr@Veissella
dans lequel sont regroupés plusieurs Lactobacilles hétérofermentabrescanfusus, Lb.
viridescence, Lb. halotoleranpstLn. paramesenteroides

La taxonomie moléculaire a différenci&euconostoc oenosn un nouveau genre bactérien :
Oenococcus oerfirab.6)

3-4. PROPRIETES METABOLIQUES

3-4-1. Le métabolisme des sucres

Les bactéries lactiques homofermentaires transforment tout le glucose en exces en acic
lactique. Le transport du glucose ou du lactose vers les cellules différent selon les especes. Ell
utilisent la voie EMP dans la derniére étape de la glycolyse, convertissent le pyruvate en lactat
et régénérent ainsi du NAD partir du NADH formé auparavant. Dans cette derniére étape les
bactéries font intervenir une lactate-déhydrogénase.

Les bactéries lactiques hétérofermentaires utilisent les voies du tagatose-6-phosphate, de
glycolyse et des pentoses phosphates. Le résultat de la fermentation lactique aboutit a |
formation de quantité équimolaire de lactate, d’éthanol et de gaz carbonique. Une production d

formate et d’acétate peut avoir lieu, notamment en aérobiose (Fig. 14) (DESMAZEAUD, 1996).
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Tableau 6.Nouvelle classification des Lactobacilles selon ATLANal. (2000)

Groupe |.Delbrueckii

Groupe ll.casei-Pediococcus

Groupe lll.Leuconostoc

Lb. delbrueckii

Lb. acidophilus

Lb. helveticus

Lb. crispatus

Autres Homofermentaires
Hétérofermentaires Facultatifs
Lb. acetotolerans

Lb. hamster

Homofermentaires stricts
Lb. avarius

Lb. salivarius
Hétérofermentaires facultatifs
Lb. casei

Lb .plantarum

Lb. sake

Lb. curvatus
Hétérofermentaires stricts
Lb. brevis

Lb. fermentum

Lb. buchneri

Lb. reuteri

Lb. sanfrancisco

Lb. parakefir
GenresPediococcus

Pc. damnosus

Pc. parvulus

Pc. acidilactici

Pc. pantosaceus

Hétérofermentaires stricts

GenrelLeuconostoc
Ln. amelibiosum
Ln. carnosum
Ln. gelidum
GenreWeissella

Ln. paramesen

Lb. confusus
Lb. halotolerans

Lb. viridescens

28



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

e Chez les lactocoquesles sucres sont transportés par un systéme actif mettant en jeu une
phosphotransférase (PTS) qui phosphoryle les sucres aux dépend du phospho-énolpyruva
(PEP). Le PEP dans ce cas intervient surtout dans le métabolisme des sucres transportés.
lactose (dans le cas du lait), apparait dans la cellule sous forme de gpi¢bglylgalactoside-

6-P (ou lactose-P) et prét a étre hydrolysé parpuDephosphogalactosidase (LEEal., 1973 ;
MOLSKNESSet al.1973 ; THOMPSON, 1979).

e Chez les lactobacilleset les leuconostocs le transport du lactose se fait librement par
l'intermédiaire d’une perméase, puisque la présence systématique pdgaiactosidase a été
démontrée dans 28 souches (SOMKUTI et STEINBERG, 1979a). Le glucose et le galactose
issus de la dégradation du lactose sont transformés respectivement en glucose-6-P selon la v
d’Embden-Meyerhof-Parnas et en galactose-6-P selon la voie du D-tagatose-6-P.

e Chez les streptocoques thermophilese méme systeme enzymatique de transport, que celui
des lactobacilles et désuconostogsest utilisé mais seul le glucose est rapidement dégradé par
la voie de la glycolyse et le galactose en exces est rejeté dans le milieu ou il peut exercer ur
inhibition sur l'utilisation du lactose résiduel (TINSG# al., 1982A ; HUTKINS et MORRIS,
1987).

3-4-2. Le métabolisme du citrate

L’'acide citrique est utilisé par de nombreuses especes des ¢stiegRoCoCCUS
(Streptococcus thermophilyd.actococcuglc. Lactis subsp. lactis biovar diacetylagtis
Enterococcus (Ec. faeciunp Pediococcus, Leuconostofln. lactis Ln. cremori et
Lactobacillus(Lb. plantarum. Lb. casgiCependant il ne peut étre dégradé qu’en présence d’un
substrat fermentescible et d’'une source d’azote (LEVEAU et BOUIX, 1993).

Le citrate est transporté a l'intérieur des cellules par une citrate-perméase, ou il est scindé e
acétate (en majeure partie excrétés) et en oxaloacétate par le complexe enzymatique citrate-lya
L’oxaloacetate est ensuite converti en pyruvate et ep @@ une oxaloacétate décarboxylase.
Des transformations successives du pyruvate aboutissent a la formation de composé
aromatisants et le produit fini est le 2,3-butylen-glycol (2,3-butanediol) (Fig. 15) (COGAN, 1981
et 1982).
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6-diphosphate aldolasé ; pyruvate Kinase6 : lactate déshydrogénase ; fructose-1, 6-diphosphate aldolase:;

pentose-5-phosphate cétolage: ¢thanol déshydrogénase)

Figure 14.La fermentation du lactose chez les bactéries lactiques : voie Homofermentaire et

voie Hétérofermentaire (LEVEAU et BOUIX, 1993).
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Figure 15.Le métabolisme de citrate chez les bactéries lactiques (COGAN, 1981).
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Figure 16. Coupe schématique du fruit de I'olive (BIANCHI, 1999)

Tableau 7. Composition chimique de d’olive (BIANCHI, 1999)

Eau

Polysaccharides'

Huiles

Mono- et disaccharides
Cires, triterpenes, phénols

Autres composés

48%
27%
21%
3%
1%

Traces

a: hémicellulose, cellulose, pectinds: alcanes, alkyl-esters, methyl-phenyl-esters, sterylesters,

aldéhydes, alcools, stérols, triterpénoides polycycliques et acides gras a trés longue chaine carbonée
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4. LA MICROFLORE DES OLIVES

4-1. LES OLIVES

Le fruit de I'olivier est une drupe de forme ovoide ou ellipsoide. Il est constitué :
-d’épicarpe : la pellicule qui recouvre le fruit.
-de mésocarpe : la partie charnue appelée pulpe, riche en lipides dont la taille reste variable sel
les variétés.
-d’endocarpe : le noyau fusiforme, constitué d’'une amande ayant une texture rigide, protégear
une seule graine a albumen huileux cellulaire (Fig. 16).
La forme de l'olive est variable et caractéristique de la variété. Au cours de la maturation du
fruit, le mésocarpe passe de la couleur vert tendre (olive verte) a la couleur violette ou rouge
(olive tournante) et en fin de maturité a la coloration noiratre (olive noire) (BIANCHI, 1999).
La composition chimique de l'olive est constituée principalement d’eau, de polysaccharides,
d’huile et d'autres composés sous forme de traces (Tab. 7). Malgré leur faible représentation, ce
composeés ont une tres grande importance, car ils vont d'une part, conférer a I'huile une grand

partie de ses qualités gustatives et nutritionnelles, et d’autre part, la stabiliser.

4-2. LA FLORE DES OLIVES

Les olives de par leur richesse en substances pectiques et autres constituants, représent
un milieu favorable pour la prolifération d’'une flore tres diverse. Selon BORCAKILAI.
(1993a) et KOTZEKIDOU (1997), cette flore est constituée essentiellement de bactéries Gran
négatif, dd_actobacilluset de levures :

- Les microorganismes isolés a partir des olives vertes commercialisées sous forme saumuré
appartiennent pour la plupart d'entre eux aux bactéries lactiques et aux levures. Les bactérie
lactiques sont plus abondantes que les levures. Les aérobies mésophiles générateurs de spc
tels lesBacillus, qui peuvent étre considérés comme des contaminants du produit lors de se
manipulation, ont aussi été isolés a partir de quelques échantillons mais leurs effectifs n’étaier
pas trés important QPEZ-LOPEZet al.,2004).
- Une flore microbienne complexe favorisant la fermentation des olives noires du Portugal,
constituée principalement de bactéries lactiques et de levures, a été mise en é@adence
CATULO et al.(2002). L’étude taxonomique des mémes auteurs a prouvé que plusieurs espéce
de levures sont présentes durant le temps de fermentation avec des possibilités métaboliqu
particulieres.
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Alors que les bactéries lactiques constituées principalemérmtatiebacillusse sont développées
pendant le premier et/ou les dernieres phases de fermentation.

Les études réalisées sur des échantillons d'olives noires fermentées selon les techniqu
artisanales et industrielles, ont également confirmé la prédominance des especes d
Lactobacilluspar ces mémes auteurs. Dans le cas des olives vertes conservées en saumure,
peut y avoir une fermentation indésirable avec la production de gaz, dueEatdesbacter
Bacillus et Clostridium (CI. butyricumqui peut entrainer une fermentation butyrique).

Dans le cas des olives stockées et exposées a l'air, le développement sur la surface ¢
fruit d’un film de levures Candidg et de moisissureAépergillus Penicillium, Fusariun est
tres fréquent ce qui entraine la dégradation de I'acide lactique et permet ensuite I'implantation d
contaminantsKseudomonast Bacillus) qui modifient I'aspect et la qualité organoleptique du
produit (GUIRAUD, 1998).

Des germes pectinolytiques constitués le plus souveBadidlus Aeromonast de moisissures

provoquent I'apparition de viscosité dans le fruit.

4-2-1. Les bactéries

e Lisolement de nouvelles souches tactéries lactiquesa partir des olives crues et
fermentées ainsi que leurs dérivés (huiles d'olives et margines) a suscité l'intérét de plusieur
auteurs des pays méditerranéens (VAN DEN BER@A.,1993 ; CHAMKHA, 2001).

Plusieurs souches de bactéries lactiques ont été isolées des olives vertes traitées a la saum
pendant quatre a neuf mois et sont identifiées comme dtaotabacillus brevis, Lb. plantarum,

Lb. casei subsp casei ; Leuconostoc mesenteroides, Lc. dextranicum et Pediococcus cerevisi
(ASEHRAOQU et al.1993). Parfois la présence d’especes du génterococcus €té constatée
(GUIRAUD, 1998). D’autres souches de bactéries lactiques sont également isolées a partir de
olives de table en ltalie par LAVERMICOCCA et GOBBETTI (1998) et a partir d'olives
fermentées au Portugal (CIAFARDINt al.,1994).Les travaux récents de CAMPANIELLé&

al., (2005) sur lidentification d’espéces de bactéries lactiques dans les olives naturelles ot
traitées, selon la tradition espagnole qui traite les olives avec une solution aqueuse de NaOH (1
a 2,6 %) durant 12 a 15 bnt prouvé qudactobacillus plantarunétait I'espece prédominante,

bien queLactobacillus pentoselet Leuconostoc mesenteroidesient aussi présents.
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e LesBacillus sont des contaminants des olives traitées en saumure. Parmi I'espéce de ce genr
la plus fréquemment rencontrée &scillus subtilis considérée pectinolytiques et causait le
ramollissement du fruitGAMPANIELLO et al.,2005 ; LANCIOTTlet al.,1999).

e Les Enterobacter sont présents dans le sol et les plantes. Ce sont des contaminants
alimentaires trés fréquents et capables de dégradation importante. Les eSpémebdcter
cloacae Enterobacter amnigenyde ce genre ont été isolées a partir des olives vertes traitées et
non traitées avec de la soude. Elles apparaissent dés leur premiere phase de fermentation
persistent dans les échantillons durant 80 jours de conservation (THIERRY, 1997 ;
CAMPANIELLO et al.,2005)

e Les PseudomonasLes especes de ce genre sont dotées d’'une grande activité métabolique
(protéolyse, lipolyse et dégradation des substances carbonées) (THIERRY, 1997). Ce groupe €
tres répandu dans la nature. Ce sont des agents phythopaidgetimihonas, Photobacterium,
Agrobacteriumet PseudomongsLes Pseudomonasont aussi des contaminants des olives ;
pendant le stockage des olives traitées en saumure, le développemdnseddsmonas
protéolytiqgues cause la détérioration du produit. Elle est caractérisée par une diminution dt
I'acidité des saumures et le gonflement du fQANPANIELLO et al.,2005).

4-2-2.Les Levures

Les levures sont classées en deux groupes selon la proportion de lipides qu'elles
contiennent (groupe 1: 20 % ; groupe 2 : 20 a 80 % de lipide). Les espéces du deuxiéme grouy
sont appelées des levures oléagineuses et incluent principalement les espéces des genrt
Lipomyces Rhodotorula, Candida, Trichosporaet CryptococcusElles sont rencontrées dans
I'air, les eaux, les sols et les végétaux ou les sucres simples sont peu représentés (KREGE
1987) Parmi ces genres, les espéces isolées a partir d’olives traitées avec de la soude sor
Candida pelliculosa, Candida ciferrii, Candida glabrata, Cryptococcus laurentii et
Rhodotorula mucilaginosat sont toutes dotées d’activité polygalacturofl@&VIPANIELLO
et al., 2005). Les especes isolées des olives fermentées et stockées en vracasdita
etchellsii, Candida versatilis, Rhodotorula glutinis var. glutinis, R. minuta var. minuta, et R.
rubra, Saccharomyces cerevisiae et Pichia anomglies possedent des activités estérase et
polygalacturonase et sont la cause du ramollissement du fruit (VAUGHIMEI., 1969 ;
ASEHRAOUet al.,2000).
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4-2-3. Les moisissures

Les moisissures saprophytes (Mucorales, Pénicillium, etc.) se développent sur les fruits crus ou
cuits, les fruits séchés placés a I’humidité, les déchets de betteraves et de bagasse de canne a
sucre. Elles sont utilisées depuis fort longtemps par ’lhomme pour la préparation d’aliments et
interviennent comme agents de fermentation dans la fabrication du fromage.

Elles synthétisent un grand nombre de substances complexes économiquement tres importan
comme les enzymes, des acides organiques, des antibiotiques et des alcaloides (MOREAL
1989; ROQUEBERT, 1997).

e Le genreAspergillus est trés répandu dans I'environnement et généralement trouvé comme
contaminant banal dans les cultures surtout des céréales et dérives telle que Assprmibus

niger (DERACHE et DERACHE, 1986 DAVISE LARONE, 1987). Tandis que l'espece
Aspergillus versicolor été isolée a partides olives et des huiles végétales (KAVITidAal.,

1997).

e Le genreRhizopuscontient plusieurs espéces. Les plus communes $inizopus oryzge
Rhizopus arrhizust Rhizopus stolonifeisolées du sol, des graines des céréales et des matieres
végetales en décomposition. L'esp&tezopus stoloniferus été isolée a partir d’huile d’olives.

Les espéces dehizopussont des moisissures qui, en se développant sur les légumes et les fruits
(Bananes, Fraises) les rendent mous (BRETON, 1985).
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ETUDE EXPERIMENTALE, CHAPITRE 1

CHAPITRE 1. BACTERIES LACTIQUES ISOLEES A PARTIR DE LAIT CRU

1. INTRODUCTION

Le lait cru de par sa richesse en substances nutritives (protéines, graisses, glucide:
vitamines...etc.), constitue un milieu favorable pour le développement des germes. Lorsqu’il es
prélevé dans de bonnes conditions, le lait cru contient peu de germegitt@s par mL). II
s’agit de germes saprophytes et parmi eux, on trouve les Streptocoques lacaqt@¢cup
etles Lactobacilles. Durant la traite et le stockage, le lait peut se contaminer par une flore varié«
constituée essentiellement de bactéries lactiques appartenant aux genres saiinepitscoccus,
Lactococcus, Enterococcus, Leuconostocs et Lactobacillus.

La mise en évidence des bactéries lactiques isolées a partir des laits crus, a fait I'objet d
travaux de recherche réalisés surtout dans la région de l'ouest Algérien: SAIDI (1998) et
KACEM (2005) ont isolé différents genres de bactéries lactiques a partir du lait cru de vache.
Tandis que, ZADI- KARAM (1998) s’est intéressée a la mise en évidence de souches lactiques
partir du lait de chamelle. Dans la région de l'est et plus précisément a Constantine, peu d
travaux ont été publiés dans ce sens.

A travers cette étude, nous avons voulu constituer un lot de souches de bactérie
indigénes ayant une application dans I'industrie alimentaire et par la suite dans un autre chapitr
mettre en évidence leurs activités pectinolytiques. Pour cela, des bactéries lactiques sont isolé
des laits crus provenant des vaches importées et élevées dans des stations d’élevages situées
la wilaya de Constantine (Algérie). Ces stations sont localisées sur six emplacements
géographiquement opposés : Sidi Mabrouk, Ain- El -bey, les quatre chemins et El-Kroubs. Dan:
cette étude six genres de bactéries lactiques appartenarfEréepococcus, Streptococcus,

Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus et Lactobaeitlnsétre isolés.

2. MATERIEL ET METHODES

2-1. ORIGINE ET PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS DE LAITS

Les échantillons de lait proviennent de six stations d’élevages, de vaches laitieres de
races croisées. Ce sont de petites exploitations excepté la station 6. L’alimentation des vach:
laitieres est saisonniere : elle s’effectue en hiver dans les étables (fourrages et complémel
nutritif a base de protéines). Durant les saisons chaudes, les vaches sont dans les paturag

Seules les vaches appartenant a la station 3 séjournent toute I'année a I'étable (Tab. 8).
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Dix huit échantillons de lait cru de 250 mL chacun, sont prélevés tous les 7 jours. Dans
les cinq premiéres stations, le lait est prélevé au moment de la traite manuelle a partir des bidot
de 10 litres. Dans la station 6, le lait est soutiré aprés la traite mécanique a partir des cuves
stockage. Les échantillons de lait sont conservés a + 4 °C durant les cinq heures qui précédent |
analyses au laboratoire et sont notés comme suit : E1, E2, E3 (station 1), E4, E5, E6 (station 2
E7, E8, E9 (station 3), E10, E11, E12 (station 4), E13, E14, E15, (station 5), E16, E17, E1€
(station 6).

Tableau 8.Présentation des stations d’élevages et Origine des échantillons de lait cru

Stations d’élevages Superficie des Stations Nombres de vaches laitieres
Station 1 2 a 4 hectares 10
Station 2 2 & 4 hectares 14
Station 3 2 & 4 hectares 12
Station 4 2 & 4 hectares 22
Station 5 2 & 4 hectares 22
Station 6 600 hectares 40

2-2. DENOMBREMENT

Les genres étudiés sont mis en évidence sur les milieux suivants :
- le milieu M17 est employé pour la recherche 8&sptococcus, lactococces Enterococcus
L’ensemencement est réalisé en surface. Le milieu M.R.S est utilisé pour déterminer les
Pediococcust Lactobacilles.Pour le premier genre 'ensemencement est effectué en surface et
pour le deuxiéme genre en profondeur. Le milieu de Mayeux sert pour l'isolement des
Leuconostocd.’ensemencement de I'inoculum se fait en surface.
La composition de ces milieux figure dans I'annexe II. Trois boites de Pétri par dilution{de 10
a 10°% et par échantillons sont ensemencées et incubées & 30 °C durant 48 h. Le nombre c
colonie par souches est évalué en UFC (unité formant colonie) par millilitre d’échantillon de lait

analysé. Toutes les souches isolées sont conservees et entretenues dans leurs milieux.
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2-3. IDENTIFICATION

L’'identification des souches isolées est réalisée selon les techniques décrites par GUIRAUD ¢
GALZY (1980), GARVIE (1986a et b), PETRANSXIENE et LAPIED, 1981 ; GUIRAUD
1998 ; BOURELet al., 2001. La composition des milieux de cultures utilisés figure dans
'annexe II.

2 -3-1. Caractéres morphologiques

Afin de déterminer leurs caractéres culturaux (couleur, disposition forme et aspect), les
colonies obtenues sont observées a la loupe binoculaire. Apres la coloration de Gram, les cellule

sont examinées au microscope optique (x100).

2-3-2. Caracteres biochimiques et physiologiques

e ’activité catalytique permet la dégradation de I'eau oxygénée en oxygéne et en eau. Elle est
mise en évidence en émulsionnant la culture bactérienne a tester dans une solution fraiche d’'e
oxygénéee a 10 volumes. Un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse, traduit

décomposition de I'eau oxygénée sous l'action de I'enzyme a tester.

e L’activité citratase : Le milieu utilisé est la gélose semi solide au lait citraté contenue dans
des tubes a essais. L’'ensemencement est réalisé par piglre centrale et les souches sont incubé
30 °C. Cette activité enzymatique est recherchée chez les souches desSgeptesoccus,

Lactococcu®t Enterococcus

e Le développement des souches aux températures optimaéss realisé:

- a 10 et 45 °C, les souches sont cultivées sur le milieu de Naylor et Sharpe pour les genre
Streptococcud,actococcugt Enterococcugt sur le milieu M.R.S pour le gentactobacillus;

- a 37 et 45 °C, les cultures sont réalisées sur le milieu Naylor et Sharpe pour le genre

Pediococcu®t seulemend 37 °C sur le milieu de Mayeux pour lesuconostoc.

e La croissance des souches dans des conditions hosissétudiée sur le milieu de Naylor et
Sharpe :

- a pH 9,6pour les genreStreptococcus, LactococcasEnterococcusle pH 9,6 est obtenue par
I'addition d’'une solution de NaOH (1N).

- a pH 5pour le genrd®ediococcusle pH initial égal a 7 du milieu de culture est abaissé jusqu’a

5 avec une solution d’acide lactique (1N).
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- Avec 6,5 % de NaCl réalisés sur les gel$tseptococcus, LactococcasEnterococcus.
- Avec 10 % et 15 % de NaGlr les Pediococcus. Le milieu de culture est préparé selon la
concentration en Nacl utilisé.
- a 55 °C durant 15 min poureuconostocet a 60 °C durant 30 min poutreptococcus,
Lactococcust Enterococcus.
- en présence de tellurite de potassium : Les souches sont cultivées dans la “gélose au tellurite
contenant 50 mL d’une solution stérile de tellurite de potassium a 0,8 % par litre de milieu.
L’inoculum est ensemencé sur la surface des boites de Pétri et concerne les souches des ger
Streptococcus, LactococcasEnterococcusLes souches résistantes donnent des colonies noires
et celles qui poussent mal donnent des colonies grises aprés une incubation a 30 °C durant 48 f
- La croissance sur le lait “bleu de ShermarlLg& milieu utilisé est le lait écrémé contenu dans
des tubes a essais de 9 mL. Aprés sa stérilisation par tyndallisation, 1mL d’une solution de ble
de méthylene a 1 % sont ajoutés dans chaque tube. Le milieu est ensemencé avec les souche
tester et incubé a 30 °C durant 48 h. Seules certaines especes appartenariérgetoasccus,
Lactococcust Enterococcusont capables de se développer.
e La croissance sur le lait tournesolé ce milieu est composé de 1 L de lait écrémé et de 10
mL de teinture de tournesol a 4 %. Le milieu est réparti en tube a essai. Aprés sa stérilisation (
110 °C pendant 15 min), il est inoculé avec les souches des §trme®coccus, Lactococcas
Enterococcu®t Leuconostoet incubé a 30 °C durant 72 h. La présence du tournesol considéré
comme un indicateur de pH du milieu, permet d’observer plusieurs types de réactions: attaque c
lactose avec acidification (coagulation de la caséine et virage au rouge), attaque de la caséi
avec alcalinisation (virage au bleu), peptonisation de la caséine aprés ou en dehors de tout
coagulation (éclaircissement du milieu ou dégradation du coagulat) et réduction du colorant
(décoloration).
e La production de dextranes:. chez les souches du genireuconostocla synthése de
dextranes est mise en évidence dans leur milieu d’isolement (milieu de Mayeux). Elle se tradui
par la formation de colonies larges et gluantes sur les boites de Pétri.
e La production d’'acétoine est détectée par la réaction de Voges Proskawele bouillon
lactosé et citraté. Elle concerne les souches appartenants auxSjespescoccus, Lactococcus
Enterococcus, Leuconostet PediococcusLa mise en évidence de I'acétylméthylcarbinol (ou
acétoine) est obtenue apres une culture de 72 h a 30 °C. 1 mL de culture est additionné de (
mL de réactif a b naphtol et 1 mL de NaOH a 16 %.
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Apres agitation durant 10 min une coloration rose indique la présence de l'acétoine. Cette
substance se transforme en diacétyl sous I'action de la soude et se combine @apltdl en
complexe rouge.

e L’hydrolyse de Il'amidon par les souches des genr&sreptococcus, Lactococcust
Enterococcusgst recherchée sur la gélose nutritive ordinaire additionnée de 0,3 % d’amidon
soluble et caractérisée au lugol apres trois jours d’incubation a 30 °C.

e L ’hydrolyse de la gélatineest mise en évidenaair la GNO additionnée de 4 % de gélatine,
par les souches des genf&septococcus, Lactococces Enterococcus Aprés incubation, la
surface des boites ensemencées est vaporisée par le réactif de Frazer.

Un précipité opaque se produit sauf dans les endroits ou la gélatine a subi I'’hydrolyse.

e L’hydrolyse de I'esculineest réalisée pour les souches des gedtreptococcus, Lactococcus

et Enterococcus, LeuconostetLactobacillus.Elle est mise en évidence sur le milieu gélosé a la
bile esculine aprés incubation des cultures a 30 °C pendant 72 h. L’hydrolyse de I'esculine liber
I'aglycone qui est décelé par une réaction chimique en présence de sel de fer et donne ur
coloration noire au milieu de culture.

e La réduction du chlorure de 2-3-5 triphenyltetrazolium (TTC) est testée sues souches

des genreStreptococcus, LactococcesEnterococcuslLes souches sont ensemencées en boite
de Pétri sur la gélose au Tergitol additionnée de 0,05 % de TTC. Apres incubation a 30 °C durar
72 h, une coloration rouge des colonies obtenues traduit la réduction du TTC en formazan.

e La fermentation des sucresest réalisée dans les milieux de cultures spécifiques aux genres.
Apres 72 h de culture a 30 °C, la croissance des souches et le virage de I'indicateur coloré tradt
la fermentation du sucre. Pour chaque milieu utilisé, un témoin sans sucre ensemence par |
souches est utilisé. Pour les souches des g8tmgstococcus, EnterococcesLactococcusles

sucres testés sont: le lactose, le maltose et le mannitol.

Pour les souches du gerfPediococcusles sucres utilisés sont les : saccharose, maltose et les
dextrine. Pour les souches du gebeeconostocles sucres sont: le saccharose et le fructose. La
dégradation des sucres par les souches du dgemtebacillusest mise en évidence avec le
lactose, le melibiose, le saccharose et le raffinose.

e Le caractere homo ou hétérofermentaireest mis en évidence sur le bouillon de Mac
Cleskey. Le milieu est réparti dans des tubes a essais, stérilisés a 120 °C durant 15 min. Apr

inoculation, 4 mL de gélose blanche sont ajoutés dans chaque tube.
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Les homofermentairesS{reptococcus, Enterococces$ Lactococcus)se développent dans le
milieu en utilisant le sucre mais ne produisent pas de gaz. Au contraire les hétérofermentaire
(Leuconostocet le groupe betabacteriumiu genreLactobacillu3 produisent du CO2 qui se

manifeste par la montée du bouchon de la gélose.
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3. RESULTATS
3-1. DENOMBREMENT

Les résultats du dénombrement par station sont rassemblés dans le Tableau 9. Le nomb
moyen de colonies obtenu, pour I'ensemble des échantillons appartenant 6 stations, est plt
important sur les milieux M17 et M.R.S que sur le milieu de Mayeux. Le milieu de Mayeux est
un milieu sélectif pour leseuconostocsil est tout a fait normal que nous obtenions un nombre
de colonies plus faible.

Les nombres moyens de colonies, les plus importants, sont obtenus pour la station 3 ¢
ceci pour les milieux M17 (4 T0JFC/mL)) et MRS (7 10UFC/mL). Tandis que la station 5 a
donné le nombre moyen deeuconostode plus élevé (1,5 TOUFC/mL). Les plus faibles
nombres moyens de colonies, sont obtenus pour la station 2 sur les milieux M17 (4,073 10
UFC/mL) et de Mayeux (0,005 1@WFC/mL) et pour la station 6 sur le milieu MRS (0,35 107
UFC/mL). L’amplitude des variations du nombre moyen de colonies obtenu entre les stations es
relativement peu importante et ceci quel que soit le milieu utilisé.

3-2. ISOLEMENT

Les 1645 colonies isolées sont de taille variable, de forme circulaire avec un pourtour
régulier ou irrégulier ou érodé et de couleur blanche, jaune ou blanc-créme. Parmi ce nombre
1000 souches ont pu étre purifiées. A partir de ce lot, 66 souches sont prélevées au hasard pc
étre identifiees a raison de : 19 souches des geaotscoccus, Enterococcus, Streptococdiis
souches du genrkeeuconostocs;l4 souches du genfeediococcuset 17 souches du genre
Lactobacillus.

Tableau 9.Nombre moyen de colonies dénombrées (UFC/mL de lait) dans le lait de chaque
station d’élevage et dans les différents milieux utilisés

Milieux de Station 1 Station 2 Station 3 Station 4 Station 5 Station 6
culture

M17 2,050 10 0,073 10 410 0,4 10 2,50 10 0,206 10
Mayeux 0,252 10 0,005 10 0,410 0,030 10 1,50 10 0,3 1d

M.R.S 2,367 10 0,501 16 710 2,40 10 510 0,35 10
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Tableau 10.Caractéristiques physiologiques et biochimiques des souches desSjespascoccud.actococcuset Enterococcus

144

Caractéristiques Station 1 Station 2 Station 3 Station 6
des souches
El E2 El E3 El E2 E3
LS1 LS2 LS3 LS4 LS6 LS7 LS8 LS9 LS10 LS14 LS15 LS16 LS17 LS18 LS19
Croissance a4 10 °C + + - \% \ + - + + - -
Croissance a 45 °C - + + + \% - + + + + +
Croissance a pH 9,6 + + + + + + + + + - -
Croissance a 6,5 % NaCl + - - + + + + + + + +
Résistance 30 min 60 °C V + \% \% \% \% + + + + +
Croissance sur lait
"bleu de Sherman" i i i i i * - + +
Résistance au tellurite K - - - - + - + + + + +
Réduction du T.T.C. + + + + + + + + + + +
Lait tournesolé RC CA CA CA A R ND ND ND D ND ND
Lactose + + + + + + + + + + +
Maltose - + - + + - + + + + +
Mannitol - + + + + + + + + + +
Acétoine - + + + + + + + + + +
Citrate - - - - + - - - - + .
CO2 sur citrate - - - - + - - - - + .
Gelatinase + + + - - - ND ND ND ND ND
Hydrolyse de I'amidon ND ND ND ND ND ND - - + - -
Esculine + + + + + + + ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

(+): Positif; (-) : Négatif ; (V) : Variable ; (R ) : Réduction du colorant ;@) : Coagulation de la caséineA)(: Acidification (production d’acide lactique) ND ) : Non
déterminé .
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3-3. IDENTIFICATION
L'observation microscopique a révélé deux formes de cellules (Coques et Batonnets). Le:

coques (diplocoques et en chainette) constituent 80,3 % de I'effectif total et sont représentées p
les genresStreptococcus, Lactococcus, Enterococcus, PediocatdusuconostocLes formes
batonnets observés sont représentées par le gaat@bacillusavec 19,7 % de I'effectif total.

Les 66 souches sont Gram positif, immobiles, catalase négative, peroxydase négative et nitrat
reductase négatif. A L'exception des souches : LS2, LS4, LS6, LLb5 et LLn3 qui sont catalase
positive, LLS2, LLb2, LLb5 et LLn4 peroxydase positive et LS4, LS5, LS6, LLb3, LP2, LLn3 et
LLn4 parfois mobiles.

Parmi les souches sélectionnées, huit appartiennent au Eyjgerecoccust présentent
un développement positif : a 10 °C (Sauf LS17, LS18 et LS19) et 45 °C (Sauf LS6), a pH 9,6
(Sauf LS17, LS18, LS19), en présence de 6,5 % de NaCl (Sauf LS12) et une thermorésistanc
égale a 60 °C durant 30 min (pour I'ensemble des souches). Les souches LS8, LS9, LS12, LS]
et LS19 sont citrate négatif ; ce qui les rapproche a I'espatarococcus faeciumAlors que
LS6 et LS17présentent les mémes caractéristiques que I'edpetrococcus faecalipar la
production de citrate et un développement positif en présence de Tellurite de potassium. L.
souche LS1 qui est mannitol négatif et citrate négatif peut étre identifiée a I'&spgéoacoccus
durans(Tab. 10). Les trois souches Hdactococcud.S7, LS13 et LS1he résistent pas a 45 °C.

La souche LS7 présente un développement positif a 6,5 % de NaCl et produit de I'acétoine, c
qui permet de la rapprocher de I'espkaetococcus lactis subsp. cremories souches LS13 et
LS15, qui difféerent de I'espéce précédente par la non croissance a pH 9,6 se rapprochent c
I'especelactococcus subsp. lacti$ab. 10)

Pour lesStreptococcudes résultats des tests réalisés sont tres variables. Sur la base de I
thermorésistance et la production des cellules a 45 °C les souches LS2, LS3, LS4, LS5, LS1(
LS11, LS14 et LS16 peuvent étre classées parmi I'esptéeptococcus thermophil§$ab. 10).

e Toutes les souches deuconostoc présentent un développement positif & 37 °C et la plupart
résistent au traitement thermique de 55 °C pendant 15 min. Les souches LLn1, LLn8, LLn10,
LLn1l, LLn12, LLn13, LLn14, LLn15 et LLn16 produisent des dextranes ; elles sont classées
parmi I'especelLn. mesenteroides subsp. dextraniculiors que Les souches LLn2, LLn3,
LLn4, LLn5 LLn6, LLN7 et LLn9sont dextranes négatif et I'ensemble de leurs caractéristiques
les rapprochent deeuconostoc lacti§Tab. 11).
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Tableau 11.Caractéristiques physiologiques et biochimiques des souches du_gaoomostoc

Caractéristiques
des souches

Station 1 Station 2 Station 3 Station 4 Station 5 Station 6

Croissance a37 ° C
Résistance 15 min 55 ° C
Acétoine

Saccharose

Fructose

Production de dextrane
Esculine

Lait tournesolé

El E2 El El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3

LLnl  LLn2 LLNn3 LLn4 LLn5 LLn6 LLn7 LLn8 LLN9 LLN10 LLn11 LLn12 LLNn13 LLNn14 LLn15 LLN16

+ + + + + + + + + + + + + + + +
+ + + Vv + + - - + + + + - + + -
+ + + + + + + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + + + + + + +
+ - - V - - - + - + + + + + + +

- ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
- AC AC AC AC AC AC - AC - - - -

(V) :Variable; (ND):

Non Déterminé ; € ) : Positif ; (-) : Négatif ; (A ) : Acidification ; (C) : Coagulation .



Tableau 12.Caractéristiques physiologiques et biochimiques des souches diPgeiveoccus

A%

Caractéristiques des souches Station 1 Station 3 Station 4 Station 5 Station 6
El El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3
LP1 LP2 LP3 LP4 LP5 LP6 LP7 LP8 LP9 LP10 LP11 LP12 LP13  LP14

Croissance a37 ° C + + + + + + + + + + + + + +
Croissance a45° C - + + + + - - - - + - + + +
Croissance a pH 5 ND ND - - + - - + - - - + + +
Croissance a 10 % NacCl + + + + + + + + + + + + + -
Croissance a 15 % NacCl + \Y - - - - - - - - - - - -

Acétoine - + - - - \Y; - - + - - - - -

Saccharose + + + + + + + - + + - + + -
Dextrine + + + + + - + - - + + + + +
Maltose + + + - - - - + - + - - - -

(V) :Variable , (D): Nom Déterminé , t) : Positif, (- ) : Négatif .
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e Parmi le genrePediococcusla souche LP1 fermente le maltose, présente une croissance
positive en présence de sel (15 % ), se développe a 37 °C mais pas a 45 °C. Ainsi, elle peut é
identifiée a I'espec@ediococcus parvuluda souche LP2 se développe bien a 37 °C et a 45 °C,
fermente le maltose et les dextrines. Elle se rapproche de I'eéBpdmeoccus dextrinicugar
'ensemble des tests réalisés. Les souches LP3, LP4, LP6, L P7, LP9, LP10 et LP11 sont nc
acidophiles et ne tolérent pas des concentrations en NaCl égales a 15 %. Elles sont classé
parmi I'especé’ediococcus urinae equies souches LP5, LP12, LP13 et LP14, sont acidophiles
(croissance positive a pH 5), présentent un développement positif a 37 °C et a 45 °C, n
fermentent pas le maltose et sont donc classées parmi I'eBpdmeoccus acidilacticiAlors

gue la souche LP8, fermente le maltose et ne se développe pas a 45 °C. Elle peut étre rapproct

de I'espécd’ediococcus pentosace{isab. 12).

e Parmi lesLactobacillus Les souches LLb1, LLb2, LLb3, LLb4, LLb5, LLb8, LLb9, LLb10,
LLb11, LLb12, LLb13, LLb14 et LLb17 sont classés dans le groBpwmbacteriumpar la
production de C@sur milieu glucosé. Les souches LLbl, LLb2, LLb3, LLb4, LLb5, LLbS,
LLb9, LLb10 et LLb14 se développent a 45 °C et fermentent I'ensemble des sucres testés, s
rapprochent de I'espéckactobacillus cellobiosusTandis queles souches LLb1l1l, LLb12,
LLb13 et LLb17 se développent a 10 °C mais pas a 45 °C, fermentent la plupart des sucres test
et sont classés parmi les espdcastobacillus brevis ou Lb bruchneri

Parmi le groupeStreptobacteriumqui differe du précédent par la non production de gaz, la
souche LLb6 qui fermente tous les sucres testés est rapprochée de llesgbacillus
plantarum

Les souches LLb7, LLb15 et LLb16qui ne produisent pas dg &Cgartir du glucose et ne se
développent pas a 10 °C, appartiennent au grdupmgmobacterium La souche LLb7 ne
fermente ni le lactose ni le raffinose, peut étre rapprochée de I'edmmmtebacillus
delbrueckii/delbrueckii Tandis que LLb15 et LLb16 fermentent seulement le lactose et le

saccharose, sont rapprochées a I'espacebacillus acidophilugTab. 13).
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Tableau 13.Caractéristiques physiologiques et biochimiques des souches du_getuigacillus

Caractéristiques
des souches

Station 1 Station 2 Station 3 Station 4 Station 5 Station 6

CO2 sur glucose
Croissance 210 ° C
Croissance 245 °C
Esculine

Lactose

Mélibiose

Raffinose

Saccharose

El E2 E3 El E3 El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3
LLbl LLb2 LLb3 LLb4 LLb5 LLb6 LLb7 LLb8 LLb9 LLb10 LLb11l LLb12 LLb13 LLb14 LLb15 LLb16 LLb17

+ + + + + - - + + + + + + + - - +
Y, \Y, \Y, + + + - + \Y, - + + \Y; + - - +
+ + + \Y, \Y, + + + + + - - - + + + -
+ + + - - ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
+ + + + + + - + + + + + + + + + +
+ - V + + + + + V - - + - + - - -
+ + + + + + - + + + + + + + - - +
+ + - + + + + + + + + + + + + + +

(V) :Variable , (ND):

Nom Déterminé , € ) : Positif, (- ) : Négatif .
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Tableau 14. Bilan des souches de bactéries lactiques isolées et identifiées

Souches Espéeces identifiées Souches Especes identifiées
Station 1 Station 4
LS1 Ec. durangE1) LS11 Sc. thermophilu¢El)
LS2 Sc. thermophilug¢E3) LS12 Ec. faeciumE2)
LS3 Sc. thermophilug¢E?2) LS13 Lc. lactis subsp. lacti€E3)
LS4 Sc. thermophilu$E?2) LLn8 Ln. mesenteroides subsp. dextranidit)
LS5 Sc. thermophilu¢E3) LLn9 Ln. Lactis(E2)
LLnl Ln.mesenteroides subsp. dextranidigh) LLn10 Ln. mesenteroides subsp. dextraniqi®)
LLn2 Ln. lactis(E2) LP6 Pc. urinae equ{E1)
LLn3 Ln. lactiE3 LP7 Pc. urinae equ(E2)
LP1 Pc. parvulugE1) LP8 Pc. pentosaceu&3)
LP2 Pc. dextrinicugE?2) LLb9 Lb. cellobiosugE1)
LLb1 Lb. cellobiosugE1) LLb10 Lb. cellobiosugE?2)
LLb2 Lb. cellobiosugE?2) LLb11 Lb brevisou Lb. bruchneriE3)
LLb3 Lb. cellobiosugE3)
Station 2 Station 5
LS6 Ec. faecaliqE1) LS14 Sc. thermophilu¢El)
LS7 Lc. lactis subsp. Cremor(&3) LS15 Lc. lactis subsp. lacti€E2)
LLn4 Ln.lactis(E1) LS16 Sc. Thermophiluée3)
LLb4 Lb. cellobiosugE1) LLn1l Ln. mesenteroides subsp. dextraniqiit)
LLb5 Lb. cellobiosugE?2) LLnl12 Ln. mesenteroides subsp. dextraniqt)
L Ln13 Ln. mesenteroides subsp. dextraniqiit)
LP9 Pc. urinae equ{E1)
Station 3 LP10 Pc. urinae equ{E2)
LP11 Pc. urinae equ{E3)
LS8 Ec. faeciumE1) LLb12 Lb. brevisou Lb.bruchneri(E1)
LS9 Ec. faeciumE2) LLb13 Lb. brevisou Lb .bruchneri(E2)
LS10 Sc. thermophilu¢E3) LLb14 Lb. cellobiosugE3)
LLn5 Ln. lactis(E1)
LLn6 Ln. lactis(E2)
LLn7 Ln. lactis(E3)
LP3 Pc. urinae equi (E1) Station 6
LP4 Pc. urinae equi (E2)
LP5 Pc. acidilactici(E3) LS17 Ec. faecalidE1)
LLb6 Lb. plantarum(E1) LS18 Ec. faeciumE2)
LLb7 Lb. delbrueckii/delbrueckifE2) LS19 Ec. faeciumE3)
L Lb8 Lb. cellobiosugE3) LLn14  Ln. mesenteroides subsp dextranicuil)
LLn15  Ln. mesenteroides subsp. dextranic&®)(
LLn16  Ln. mesenteroides subsp. dextranic&3)(
LP12 Pc. acidilactici(E1)
LP13 Pc. acidilactici(E2)
LP14 Pc. acidilactici(E3)
LLb15 Lb. acidophilugE2)
LLb16 Lb. acidophilug E3)
LLb17 Lb brevisou Lb. bruchneri(E3)

Les abréviations entre parenthése représentent les échantillons de lait
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4. DISCUSSION

Les 66 souches sélectionnées sont Gram positif, immobiles, catalase négative, peroxyda:s
négative et nitrate-reductase négatif. Ces résultats confirment les données de GEINAIER
(1998). Les souches catalase positive (LS2, LS4, LS6, LLb5 et LLn3), peroxydase positive
(LLS2, LLb2, LLb5 et LLn4) et parfois mobiles (LS4, LS5, LS6, LLb3, LP2, LLn3 et LLn4)
sont observées parmi nos résultats de ROISSARD (1986) a trouvé le méme type de résultat chi
quelgues especes dactobacilluspour la mobilité et chez les especesRéliococcuset de
Lactobacillussur la production de la catalase.

Les caractéres culturaux, biochimiques et physiologiques ont permis de mettre en
évidence 18 especes différentes. Leurs nhombres par station varie de 5 (Station 2) a 9 (Station ¢
Les plus fréquemment rencontrés sont surtout les coques avec 13 espéces, alors que |
lactobacilles ne constituent que 5 espéeces (Tab.14).

Parmi les coques, deux espéced detococcusont été isolées avec une fréquence tres
faible : I'espécelc. lactis subsp. cremoriest représentée par une seule souche (LSIg.et
lactis subsp. lactipar deux souches (LS13 et LS15). Les mémes espéeces ont été identifiées pa
SAIDI (1998) et KACEM (2003) a partir de laits crus de vaches produites dans la région de
I'ouest algérien et par ZADI- KARAM (1998) dans le lait de chamelle.

Dans le genreEnterococcus Les résultats obtenus par BOUBEKRI et YOSHIYNKI
(1996) sur des échantillons de fromage produit traditionnellement en Algérie a partir de lait cru
de vache ont montré une forte prédominance de I'edpéctaecalis Alors que parmi le genre
Enterococcugsolé a partir de nos échantillo®speceEc. faeciumest la plus fréquemment
rencontrés. Tandis qué&c. faecalisest représentée par deux souches (LS6 de la station 2 et
LS17 de la station 6). Nos résultats laissent supposer que les conditions de traite et de stocka
des laits sont défavorables a ce type de bactérie qui est d’origine fécale.

Parmi le genrd.actococcusdeux especes seulement ont été identifiées : L'espece
lactis et Lc. lactis subsp cremorisParmi le genr&treptococcusseul I'especé&c. thermophilus
a été isolée des échantillons appartenant a I'ensemble des stations excepté la station 6.

Pour le genrd_euconostocdeux especed,n. mesenteroides subsp. dextranicutLn.
lactis sont frequemment rencontrées dans la plupart des échantillons des différentes statior

étudiées.
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Tableau 15.Bilan des espéces de bactéries lactiques identifiées

Station 1

Ec. durang1)
Sc. thermophilug3)
Ln. mesenteroides subsp mesenteratles
Ln. lactis(2)
Pc. parvuluql)
Pc. dextrinicugl)
Lb. cellobiosug3)

Station 2

Ec. faecaliq1)
Lc. lactis subsp cremor{d)
Ln. mesenteroides subsp mesenteradftles
Lb. cellobiosug?)

Station 3

Ec. faecium2)
Sc. thermophilugl)
Ln. lactis(3)
Pc. acidilactici(3)
Lb. cellobiosug1)
Lb. plantarum(1)

Station 4

Ec. Faeciun{l)
Lc. lactis subsp lacti€l)
Sc. thermophilugl)
Ln. mesenteroides subsp mesenteraides
Ln. lactis(1)
Pc. acidilactici(2)
Lb. cellobiosugl)

Lb. brevisou buchneri(1)

Station 5

Lc. lactis subsp lacti€l)
Sc. thermophilugl)
Ln. mesenteroides subsp mesenterof@es
Pc. urinae equ(3)
Lb. cellobiosugl)

Lb. brevisou buchneri(1)

Station 6

Ec. faecium(2)
Ec. faecaliq1)
Ln. mesenteroides subsp mesenterojdes
Pc. acidilactici(3)
Lb. brevisou buchneri(1)
Lb. acidophilug2)

Les chiffres entre parenthése représentent le nombre d’espéces identifiees
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Les tests effectués pour la détermination du geResliococcus ont abouti a
I'identification de quatre especes différentéx: pentosaceu$c. parvulusPc. urinae equiet
Pc. acidilactici Généralement I'habitat naturel de ces especes sont les matieres végétales, ma
peuvent aussi étre trouvées dans le lait (GARVIE, 1986b).

Dans le genréactobacillus,’'espéecelb. cellobiosugst largement dominante par rapport
aux autres especes isolées. 9 souches ont été isolées des échantillons de lait de 4 stations.
résultat concorde avec celui de LARPENT (1991).

L’espécelLb. plantarum identifieest représentée seulement par la souche LLb6. Alors que les
souches du genrkactobacillusisolés par KARAM (1995) appartiennent essentiellement a
I'especelb. plantarum(Tab. 15).

5. CONCLUSION

L identification des différentes souches a montrée une répartition tres variée des espéce
dans les dix huit échantillons de lait appartenant aux 6 stations d’élevages. Certaines espéc
sont fréquemment rencontrés telles qua..mesenteroides subsp. dextranicum, Ln. |attis.
cellobiosus. Par contre d’autres espéeces ont été isolées a partir d’'un ou de deux échantillons «
lait d'une seule station, c’est le cas des espéces suivaatesdurans, Lb. plantarumlLb.
delbruecki/delbruecki, Lc. lactis subsp crempRs. pentosaceus, Pc. parvull. dextrinicus
et Sc. thermophilus
La plupart de ces especes sont considérées comme flore de contamination et parmi la flot
originelle, seulement deux especes appartenants aulgerioeoccuont été obtenues avec une

fréquence trés faible.
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CHAPITRE 2. ETUDE DE LA MICROFLORE PECTINOLYTIQUE ISOLEE A
PARTIR DES OLIVES NOIRES ET VERTES

1. INTRODUCTION

Les olives de par leur richesse en substances pectiques et autres constituants, représent
un milieu favorable pour la prolifération d’'une flore pectinolytique. Cette flore peut étre
représentée par :

- Une flore saprophyte trés variée en fonction de sa relation avec I'environnement (milieux salés
acides ou milieux naturels).

- Une flore de contamination selon que le produit se présente a I'état frais ou conservé par de
différentes techniques.

Dans les deux cas, NYCHASt al. (2002) ont rapporté que les difféerents types de flores
proliferent de la maniére suivante : les levures et moisissures se développent sur les surfaces
la peau et dans les ouvertures stomatiques des olives. Tandis que les bactéries préférent
espaces intercellulaires des cellules secondaires des stomates. Cette flore, trés diversifiée,
composeée de plusieurs especes des genres de bactéries (bactéries laatijugs,de levures
(Rhodotorula, Candida, Cryptococqust de moisissuresAgpergillus versicoloret Rhizopus
stoloniferu3. Elle est considérée pectinolytique et pourrait causer le ramollissement du fruit
(KAVITHA et al., 1997 ; LANCIOTTI et al., 1999 ; LOPEZ-LOPEZ et al., 2004 :
CAMPANIELLO et al, 2005).

Le travail de ce chapitre a pour but lisolement et la purification des souches
pectinolytiques a partir d’olives noires et vertes fraiches ou conservées dans I'eau salée. Pol

cela, un milieu synthétique contenant comme seul substrat énergétique la pectine, a été utilisé.

2. MATERIEL ET METHODES

2-1. PRESENTATION ET PREPARATION DES ECHANTILLONS
La flore totale pectinolytique est recherchée dans les échantillons d'olives noires (ONCS)
et vertes (OVCS) conservés durant une année dans lI'eau salée et dans les échantillons d’oliv
noires (ONF) et vertes (OVF) achetés a I'état frais du marché.
Pour chaque catégorie d’'olive trois échantillons ont été utilisés. 5 g de chaque échantillon d’olive
sont broyés puis dilués de la fagon suivante :
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- les échantillons ONCS et OVCS sont additionnés avec 45 mL d’eau salée ayant déja servi pol
leur conservation (solution a 0,9 % de NaCl),

- les échantillons ONF et OVF sont additionnés a 45 mL d’eau physiologique stérile.

A partir de la solution mére, des séries de dilutions décimales (jusgty&df réalisées dans

de I'eau physiologique stérile.

2-2. DENOMBREMENT DE LA FLORE TOTALE PECTINOLYTIQUE

Le milieu de culture utilisé est le milieu MRBlineral Pectin 5 Mediumproposé par
ATLAS (1995), son pH est égal a 5 et il contient comme seul substrat carbori&degkctine
de citron (DM 22 %) (Sanofi bio-industries. France). La composition de ce milieu figure dans
I'annexe IIlI.
Pour chaque dilution, 3 boites de Pétri sont ensemencées en surface. Les cultures sont incubée
30 °C durant 24 h pour les bactéries et 72 h pour les levures et moisissures. Les colonies et I

myceliums obtenus sont dénombrés et observeés a la loupe binoculaire.

2-3. ISOLEMENT

A partir du milieu de dénombrement, les colonies et les mycéliums sont prélevés et
repiqués successivement autant de fois jusqu’a obtention d’'une souche pure. Apres chaqt
incubation, des examens macroscopiques et microscopiques sont réalisés afin de vérifier |

pureté des souches.

2-4. IDENTIFICATION DES BACTERIES

La démarche et les techniques utilisées pour identifier les souches bactériennes sor
basées sur les références suivantes : PleEal., 1998 ; GUIRAUD, 1998 et SINGLETON,
1999. La composition de tous les milieux ayant servi pour l'identification des souches figure
dans I'annexe lll.

2-4-1. Etude des caracteres morphologiques

Cette étude est basée sur dasservations microscopiques (x100) permettant de

différencier le type de Gram, les coques, les bacilles ainsi que la disposition des cellules.
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2-4-2. Etude des caractéeres biochimiques et physiologiques

e L’activité catalytique : Chez les bacilles, elle permet de distinguer les bactéries sporulées,
aérobies et catalase positive appartenants au @awius et les bacilles asporulées catalase
négative du genreeactobacillus

Chez les coques, elle permet de différencier les coques lactiques et les coques non lactiques. L
coques lactiquesSgreptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Leuconestediococcussont
catalase négative alors que les coques non lactidgitephfylococcuset Micrococcug sont
catalase positive.

e L’aptitude a la sporulation est réalisée sur les bacilles. Ce test est basé sur la
thermorésistance et permet de différencier le g&aallus caractérisé par son aptitude a la
sporulation. Les souches sont cultivées sur le bouillon nutritif ordinaire contenant 0,004 % de
sulfate de manganése (agent favorable a la sporulation) en tube a essai. Aprés 3 a 10 joL
d’incubation a 30 °C (selon les résultats obtenus), les cultures sont chauffées a 80 °C durant 1
min, repiquées sur un milieu neuf et incubées a nouveau a la méme température pendant 3 jou
ou plus (selon les résultats obtenus).

La coloration de Bartholomew et Mittwer est réalisée sur les souches ayant résistées a
chauffage a 80 °C. Le colorant met en évidence la présence et la position de la spore (centrale
terminale) dans la cellule. C’est un des criteres pour différencier les espbeeiida

Le frottis, fixé a la flamme, est coloré pendant 10 minutes a I'aide d’'une solution aqueuse saturé
de vert malachite, lavé a I'eau froide, recoloré avec de la safranine (a 0,25 %,@artkitant

15 secondes, lavé a I'eau, séché et observé au microscope. Les spores apparaissent colorée:
vert et le corps bactérien en rouge.

e Le caractére homo ou hétérofermentaire Les coques et les bacilles Gram positif sont
ensemencés sur le bouillon de Mac Cleskey. Aprés inoculation, 4 mL de gélose blanche sor
ajoutés dans chaque tube. Les homofermenta@teeptococcus, Enterococcus, Pediococeus
Lactococcuske développent dans le milieu en utilisant le sucre mais ne produisent pas de gaz
Au contraire, les hétérofermentairekeiconostocet le groupe betabacteriundu genre

Lactobacillug produisent du C@qui se manifeste par la montée du bouchon de la gélose.
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e La présence dedseudomonas Les bacilles Gram négatif et oxydase positvet cultivés

sur le milieu King A utilisé en tubes inclinés.

Ce milieu permet de différencier IEseudomonaparmi les souches de bacilles a Gram négatif

et favorise sélectivement la synthese de la pyocyanine (production de puRgepdomonas
aeruginosa(bacille pyocyanique. Elle se manifeste en colorant le milieu de culture en bleu ou en
vert si les deux pigments €s. aeruginosaont synthétisés a la fois).

L’ensemencement est réalisé en stries sur la surface du milieu gélosé incliné et les souches sc
incubées a 30 °C pendant 1 a 4 jours. Apres incubation, 0,5 mL de chloroforme sont répartis st
la surface du milieu gélosé. La pyocyanine est trés soluble dans ce dernier en le colorant en ble
Ensuite quelques gouttes d’acide sulfurique sont versées et il en résulte un changement de
couleur du bleu au rouge.

e La présence dedAcétobacter. Les bacilles Gram négatif et oxydase négative sont cultivés
dans le bouillon glucosé pour la sélection des bactéries acétiques (test de présomption).

Les souches obtenues sont repiquées sur le milieu gélosé DSM (dextrose sorbitol mannitol
utilisé sur boites de Pétri, pour la différenciation des geicésobacteret GluconobacterLes
Acétobacterqui utilisent le lactate du milieu (lactate positif) font virer le milieu au pourpre,
contrairement auxGluconobacterqui ne change pas la couleur (jaune) du milieu (lactate

négatif). Les souches sont ensemenceées en surface et incubées a 30 °C pendant 48 h.

2-5. IDENTIFICATION DES LEVURES

2-5-1. Les caracteres culturaux

Les caractéres culturaux sont étudiés sur le milieu a I'extrait de levure glucosé. Il est
utilisé a I'état liquide ou gélosé (avec 2 % d’agar-agar). Le bouillon a I'extrait de levure glucosé
permet d'observer la sédimentation des cellules, la présence d'une pellicule en surface et |
formation de gaz. Le milieu a I'extrait de levure glucosé gélosé permet de définir la taille des
colonies, leur forme (contour net ou irrégulier, convexe ou concave), leur aspect (mat ou brillant]
et leur pigmentation. Les cultures sont incubées pendant trois jours a 28 °C, examinées a la louj

binoculaire puis laissées quatre semaines a la température du laboratoire et réexaminées.
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2-5-2.Les caractéres morphologiques

La morphologie cellulaire et le mode de reproduction végétative des levures isolées sont
observés a I'état frais ou aprés coloration au microscope.
La Coloration de Schaeffer-Fulton met en évidence le type de reproduction chez les levures
Une parcelle de colonie est émulsionnée dans une goutte d’eau distillée, puis fixée a la chaleu
Le frottis est recouvert d’'un colorant, le vert malachite a 5 % dans I'eau, durant 1 min puis séche
par la flamme. L'excés de colorant est lavé a I'eau et la préparation est colorée a nouvea
pendant 30 s a I'aide d’'une solution aqueuse de safranine a 0,025 %. Apres lavage et séchage
préparation est examinée au microscope. Les ascospores sont colorés en bleu vert et les cellu
végétatives en rouge.
2-6.IDENTIFICATION DES MOISISSURES

2-6-1. Les caracteres culturaux

L’observation, a la loupe binoculaire, des mycéliums isolés permet de différencier les
souches obtenues selon : la vitesse de croissance, la variation de la couleur au cours du tem
I'aspect de I'envers des colonies et le changement du milieu de culture et de la texture de s

surface avec présence ou non de duveté et d'odeur.
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Flore de I'¢chantillon ONCS Flore de I'¢chantillon ONF
7,69%
25,46%
46,34%
28,20% 92,31%
Flore de I'échantillon OVCS Flore de I'échantillon OVF
3,33%
27,53%
6,809
55,60%
16,87%
89,87%
Bactéries D Levuresl Moisissur'

Figure 17. Evaluation en pourcentage du nombre de microorganisiénombré dans les
échantillons d’olives noires (ONF ; ONCS) et velf@¥F ; OVCS).
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2-6-2. Les caractéres morphologiques

Contrairement aux bactéries, I'étude des moisissures ne nécessite pas la réalisation c
frottis colorés directement observables dans I'huile a immersion. Le matériel fongique est
observé dans tous les cas sur milieu liquide. Le mycélium a examiner est placé sur une lame da
une goutte de liquide de montage le lactophénol, dilacéré a I'aide de deux aiguilles pour éviter |
réalisation d’'un frottis trop dense et inobservable, recouvert d’'une lamelle et observé au
microscope ( x40 et x100)

L utilisation du lactophénol d’Amann comme liquide de montage donne de tres bons résultats. |l
ne provoque ni contraction, ni gonflement des cellules (contrairement a I'eau), peu volatil
(contrairement a I'alcool) et favorise une bonne conservation des préparations.

La Coloration a la lactofuchsine, a 0,1 % dans I'acide lactique pure, permet de mettre en relie
certains détails de la structure du mycélium et le type de sexualité (forme et ornementation de
spores, cloisonnement des hyphes, etc.) (BOTE€0., 1985).

3. RESULTATS
3-1. DENOMBREMENT

Dans I'échantillon ONCS, leffectif global des souches de levures (28,20%) et de
moisissures (25,46 %) est plus élevé que celui des bactéries (46,15 %). Alors que dan
I'échantillon ONF, les bactéries sont largement représentées (92,31%) et seules les moisissur
sont observées (7,69 %) dans la catégorie des champignons (Fig. 17).
Dans I'échantillon OVCS, la flore dominante est représentée par les moisissures (55,6%) alor
gue dans I'échantillon OVF, elle est constituée essentiellement de bactéries (89,87%) (Fig. 17).

3-2. ISOLEMENT

Les souches retenues sont sélectionnées selon la fréquence de leur présence dans
milieu d’isolement.
Dans les échantillons d'olives noires, Les bactéries sont représentées par les souches S1, S3,
S6, S7, S8, S11 (isolées de I'échantillon ONF), S12, S13 (de I'échantillon ONCS), les levures
par les souches S9 et S10 (de I'échantillon ONCS) et la moisissure par S14 (de I'échantillo
ONF).
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Dans les échantillons d'olives vertes, les souches bactériennes sont représentées par : S'3, $
S'10, S'11, S'12 (isolées de I'échantillon OVF), S'1, S'5, S'6, S'7 (de I'échantillon OVCS), les
souches de levures S'2 (de I'échantillon OVCS) et S'4 (de I'échantillon OVF) et la moisissure S'¢
(de I'échantillon OVCS).

Tableau 16. Morphologie des souches bactériennes isolées des échantillons d‘olives noire

Souches Echs. Les colonies Les cellules
Couleur Forme Pourtour Surface  Forme Disposition
S1 ONF Blanc-  Circulaire et Régulier et Lisse et  Coques Isolées et en chalnettes
créme bombé halo clair brillante
S3 ONF Blanc- Circulaire et Irrégulier et Lisse Bacilles Isolées, en paires, en
creme plate halo clair chainettes
et en amas
S5 ONF Blanc-  Circulaire et Régulier Lisse Bacilles Isolées, en paires, en
creme plate chainettes
et en amas
S6 ONF Blanche Circulaire et Irrégulier et Lisse Bacilles Isolées, en paires, en
plate halo clair chainettes
et en amas
S7 ONF Blanche Circulaire et Irrégulier Lisse et Bacilles Isolées, en paires, en
plate brillante chainettes
et en amas
S8 ONF Blanche Circulaire et Irrégulier Lisse et  Bacilles Isolées, en paires, en
bombée brillante chainettes
et en amas
S11 ONF Blanc- Circulaire et Régulier Lisse Bacilles Isolées, en paires, en
creme plate chainettes
et en amas
S12 ONCS Blanc- Circulaire et Irrégulier Lisse Bacilles Isolées, en paires, en
créme Plate chainettes
et en amas
S13 ONCS Blanc- Circulaire et Irrégulier Lisse Bacilles Isolées, en paires, en
créme plate chalnettes
et en amas

Echs. : les échantillons d’olives noires
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3-3. IDENTIFICATION DES BACTERIES

3-3-1. Caractéres morphologiques et culturaux

Dans les échantillons d'olives noires, les colonies des souches S1, S7, S8 sont de coule
blanche avec une surface lisse et brillante (S1, S7, S8), de forme circulaire, plate (S7) et bombe
(S1, S8). Alors que les colonies des souches S3, S5, S6, S11, S12, S13 présentent une coul
blanc-créme, une forme circulaire et plate. L'observation microscopique, montre deux formes de
cellules : des coques isolées et en chainettes (S1) et des hbsw#dkeen paires, en chainettes et en
amag¢S3, S5, S6, S7, S8, S11, S12, S13) (Tab.16). Dans les échantillons d’olives vertes plusieut
variétés de colonies sont isolées : des colonies de couleurs jaune (S’'1), orange (S'12) et blan
cremes (S’11) a blanches (S’'3, S'5, S'6, S'7, S’9, S'10) et avec des formes lenticulaires (S'9),
circulaire et bombée (S'1, S'5) auirculaire et plate (S'3, S’6, S’7, S’'10, S'11, S'12). Les souches
observées au microscope révélent des formes de coques (S'1, S'9 et S'10), de coccobacilles (S
et de bacilles (S'5, S'6, S'7, S'11, S'12). Les cellules de S'1 et de S’10 sont disposées e
diplocoques ou en tétrades. Les cellules de S'9 sont des coques isolées ou disposées
chainettes. Les cellules des bacilles sont soit isolées ou disposées en paires et en chainei
(Tabl.17).

3-3-2. Caractéres biochimiques et physiologiques

Dans les échantillons d'olives noires, les souches S3, S5, S6, S7, S8, S11, S12, S13 sc
des bacilles aérobies, Gram positif, catalase positive, thermorésistantes et possedent d
endospores ovales. Ces derniers apparaissent comme un corps brillant au centre de la cellt
chez I'ensemble des souches et sur la partie terminale avec un bord sombre coloré en vert ck
S5. Les cellules sporulées sont nombreuses par rapport aux cellules végétatives qui sont coloré
en rouge. Les souches S5, S6, S7, S8, S11 et S12 appartiennent au groupe 1 (spore ovale |
déformante a paroi mince) et les souches S3 et S13 au groupe 2 (spore ovale déformante a pa
épaisse). Ces résultats permettent de classer toutes ces souches danBkcijesr®ans les
échantillons d'olives vertes, les souches S’3 et S’5 sont des b&uilles neégatif, mobiles et
asporulées. La souche S'3 est oxydase positive et présente une croissance positive sur le mili
de King A, elle appartient au genRseudomonasTandis que S’5 est oxydase négative et

dégrade 'acide lactique contenu dans le milieu DMS, elle appartient auAgstobacter
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Les souches S'11 et S'12 sont des bacilles Gram positif, catalase positive,
thermorésistantes et posseédent une endospore située au centre de la cellule. S'11 appartient
groupe 1 et S'12 au groupe 2 du geBeeillus. Les souches S'6 et S'7 sont des bacilles Gram

positif et catalase négative. La production de gaz observée dans le milieu Mac Cleskey indiqu

gu’'elles sont hétérofermentaires. Elles sont classées dans ld_getuieacillus (Tab. 18)

Tableau 17. Morphologie des souches bactériennes isolées des échantillons d‘olives vertes

Souches Echs Les colonies Les cellules
Couleur Forme Pourtour  Surface Forme Disposition
Sl OVCS Jaune Circulaire et Régulier Lisse, Coques Diplocoques et tétrades
bombé brillante
S’3 ONF  Blanche Circulaire et Régulier Lisse et Coccobacilles Isolées, en paires et
plate brillante parfois en amas
S5 OVCS Blanche Circulaire et Réguliere Lisse, Bacilles Isolées et en paires
bombée brillante
S'6 OVCS Blanche Circulaires et Irrégulier Lisse et Bacilles Isolées, en paires et en
plates transparente chainettes
S7 OVC Blanche Circulaires et Irrégulier Lisse et Bacilles Isolées, en paires et en
plates transparente chainettes
S'9 OVF  Blanche Lenticulaire  Régulier Lisse, Coques Isolés et en chainettes
brillante
S'10 OVF  Blanche Circulaire et Régulier Plissée, Coques Diplocoques et tétrades
plate brillante
S'11 OVF Blanc  Circulaire et Irrégulier  Rugueuse, Bacilles Isolés, en paires et en
creme plate mate chainettes
S'12 OVF Orange  Circulaire et Régulier Lisse, Bacilles Isolés, en paires et en
plate brillante chainettes
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Tableau 18.Souches, en forme de bacilles, isolées des échantillons d’'olives noires et vertes

Souches 1 Echs. 2 3 4 5 6 Identifiées a
S3 ONB3 ONF + + +2( Bacillussp.
S5 ONB5 ONF + + +1T Bacillussp.
S6 ONB6 ONF + + +1C Bacillussp.
S7 ONB7 ONF + + +1C Bacillussp.
S8 ONBS8 ONF + + +1C Bacillussp.
S11 ONB11 ONF + + +1C Bacillussp.
S12 ONB12 ONCS + + +1C Bacillussp.
S13 ONB13 ONCS + + +2C Bacillussp.
S'3 OVPs3 OVF - (+1) King A+ Pseudomonasp.
S5 OVAc5 OVCS - (-1) Lact+ Acetobactesp.
S6 OVLb6 OVCS + - Hétéro-F Lactobacillussp.
S'7 OVLb7 OVCS + - Hétéro-F Lactobacillussp.
S'11 0vVBll OVF + + +2C Bacillussp.
S'12 0vVBl12 OVF + + +1C Bacillussp.

1: Nouvelle appellation des souch&zhs : Echantillons d'olives 2: Gram;3: Catalase (+ou -), oxydase
positive (+1) ou oxydase négativel) ; 4: Thermorésistance et sporulatidd (spore centraleT : spore
terminale,+1 : spore ovale non déformante a paroi min¢2,. spore ovale déformante a paroi épaisse ;
5: Croissance sur DMS avec utilisation du laci@tect+) ; Croissance sur King A avec pigmentation
(King A+) ; 6 : Type fermentaire: Hétéro-F (hétérofermentaire)
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Dans les échantillons d'olives noires, une seule souche (S1) en forme de coque es
obtenue. Elle est Gram positif, immobile, catalase indéterminée et produit du gaz dans le miliel
de Mac Cleskey (hétérofermentaire) et correspond au genmnostoc

Dans les échantillons d'olives vertes, les souches S'1 et S'10 sont des coques. Elle
produisent de l'acide lactique, dans le milieu de Mac Cleskey, elles sont homofermentaires e
peuvent étre rapprochées du gelResliococcusLa souche S'9 est aussi en forme de coque, elle
produit de I'acide lactique et du gaz dans le méme milieu et elle est considérée hétérofermentail

et se rapproche du gerireuconostog¢Tab. 19).

Tableau 19.Coques lactiques isolées des échantillons d’olives noires et vertes

Souches 1 Echs. Gram Catalase  Type fermentaire Identifiées a
S1 ONLN1 ONF + Ind Hétero-F Leuconostosp.
Sl OVP1 OVCS + - Homo-F Pediococcusp.
SS9 0VLnh9 OVF + Ind Hétero-F Leuconostosp.
S'10 OVP10 OVF + - Homo-F Pediococcusp.

1: Nouvelle appellation des souche&chs: les échantillons d'olives;ind : indéterminé ; Hétéro-F:

hétérofermentairddomo-F : Homofermentaire.
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Tableau 20.Souches de levures isolées des échantillons d'olives noires (S9 et S10) et vertes (S'2 et S'4).

Souches Ech. Les colonies Les cellules ldentifices a
1 2 3 4 5 6

S9 ONRN9 ONCS Orange Circulaire régulier Ovales Bl Rhodotorulasp.
et plate

S10 ONCr10 ONCS Blanche Circulaire régulier Ovales Bl Cryptococcusp.
et plate et rondes

S2 OVEN2 OVCS Blanche Circulaire régulier Ovales B2 Endomycesp.

et bombée

S'4 OvCa4 OVF Creme Circulaire régulier Fusiformes B2 Candidasp.

et plate

1 : Nouvelle appellation des souches:;Couleur 3 : Forme; 4 : Pourtour; 5 : Forme; 6 : bourgeonnement: (multilatéraB4, multipolaire B2)
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3-4. IDENTIFICATION DES LEVURES

Dans les échantillons d'olives noires, deux souches de levure S9 et S10 sont isolée:
Leurs colonies sont de couleur orange (S9) et blanche (S10), circulaire, plate, brillante (S9) e
mat (S10). L'observation au microscope de leurs cellules, colorées au bleu de méthylene, montt
des formes ovoides (S9) et ovales (S10) (Tab. 20). A I'état frais les deux souches présentent d
pseudomycéliums avec des bourgeonnements multilatéraux et sans aucune forme sporale.

Les caracteres culturaux des souches de levures S9 et S10 montrent une sédimentation ¢
cellules cultivées dans le milieu yeast-glucose (YG) en tube et une croissance positive sur .
gélose a l'extrait de levure glucosé (YGA).

Ces résultats sont conformes a ceux donnés par Davise Larone (1987) pour les genre
Rhodotorula(S9) etCryptococcugS10).

Dans les échantillons d'olives vertes, les colonies des souches S'2 et S'4 isolées, sont
couleurs blanches, rondes et bombées (S'2), cremes, rondes et plates (S'4) et avec un pourtc
régulier pour les deux. Leurs cellules, observées au microscope, sont ovoides (S’2) ou fusiforme
(S'4). Les deux souches présentent aussi une reproduction par bourgeonnement multipolaire.
La coloration de Schaeffer-Fulton a donné les résultats suivants :

- les cellules de S'2 présentent des ascospores colorées en vert, disposés au centre de la cell
leur nombre varie de 2 a 4 spores par cellule. Les cellules végétatives sont colorées en rouge.
La souche S'2 répond aux caractéristigues des Ascomycetes, de la famille des Endomycetoide:
et du genre ddsndomyes.

- Les cellules de S'4 sont aussi colorées en rouge et les spores ne sont pas observées. La sol
S'4 présente les caractéristigues @eEsutéromycétesde la famille de<Cryptococcoideaeadu
genreCandida (Tab. 20) (GUIRAUD et GALZY, 1980 et GUIRAUD, 1998).

3-5. ldentification des moisissures

Dans I'échantillon des olives noires, une seule espéce représentée par la souche S14 a
isolée. L'observation macroscopique de la souche montre la présence d'un thalle a croissan
lente, un aspect laineux et une couleur blanche obtenue aprés 2 jours de culture. Au bout de
jours la couleur du mycélium devient brun foncé avec un revers blanc a jaune. La présence d

globules visqueuse sur la surface du mycélium a été observée a la loupe binoculaire.
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L'observation microscopique a montré des hyphes septés avec des conidiophores longs, n
ramifiés, renflés sous forme de vésicules globuleuses. Les phyalides couvrent entierement |
vésicule et les spores sont rondes et lisses. Selon BRETON (1985) et DAVISE LARONE (1987),
ces caractéristiques nous permettent de classer la souche S14 parmi PegmEgdlus niger

La souche&s14sera nommée souckENAs14.

Dans les échantillons d'olives vertes, les colonies de la souche S'8 ont une couleu
blanche avec une forme mycélienne, veloutée et brillante. Les mycéliums possedent de
sporocystes noires, brillants et localisés sur la périphérie. La présence des gouttelettes c
transpiration sur la surface est aussi observée.

Apres coloration a la lactofushine et examen au microscope, les myceliums présentent des thall
tres longs, non ramifiés, non cloisonnés avec des stolons bien différenciés qui se terminent p:
un systeme de rhizoides. Les sporocystophores isolés se dressent a partir des points d'insert
des rhizoides. Les apophytes ont une forme d'un entonnoir, limité entre le sporocystophores et
sporocyste. La columelle est de couleur brune et globuleuse. Les sporanges sont globuleu:
noires et remplies de spores. Ces derniéres ont une forme ellipsoidale, lisse et de couleur grise
noire. La souche S'8 répond aux caractéristiqgues des Zygomycetes, de l'ordre des Mucorale:

c’est unRhizopusLa souche S’8 sera nommée souche OVRI8.

4. DISCUSSION

Le milieu de culture MP5, considéré sélectif de par sa composition (contient 0,5 % de
pectine comme seul substrat carboné), nous a permis d’obtenir 24 souches supposées &
pectinolytiques. Elles sont constituées de bactéries (18 souches), de levures (4 souches) et
moisissures (2 souches).

Les bacillus sont des contaminants des olives. lls ont été isolés de la plupart des
échantillons analysés (11 souches). Ce résultat rejoint celQAMPANIELLO et al. (2005).
Parmi ce genre, I'espéce la plus fréequemment rencontrée dans les oliBesibss subtilis
considérée pectinolytiques causant le ramollissement du fruit (ASEHRAO®I., 1993;
LANCIOTTI et al.,1999).
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Une seule souche dgseudomonas été identifiée a partir de I'échantillon OVF. Selon
certains auteurs leéBseudomonasont aussi des contaminants des olives (GUIRAUD, 1998) ;
CAMPANIELLO et al., 2005) et les espéces de ce genre sont dotées d’'une grande activité
métabolique (Protéolyse, lipolyse et la dégradation des substances carbonées) (THIERRY
1997).

Parmi les bactéries lactiques, seulement trois genres représentééesupanpstoc(2
souches)Pediococcug?2 souches) dtactobacillus(2 souches) sont identifiés.

Le nombre de souche du gerractobacillusobtenu ne correspond pas avec les résultasedains
auteurs qui ont démontrés une grande prédominalznes les olivesdu genrelLactobacillus
avec la présence deediococcuset delLeuconostocl(n. mesenteroidggBORCAKLI et al.,
993a ; KOTZEKIDOU 1997 ; CATULt al.,2002).

Le genreLactococcugn’a pas été identifieé alors que les travaux de KACEM (2005) démontrent
la présence de 17 souches isolées des olives fermentées.

Parmi les levures identifiées, la présence de souches des dgehoetorula
Cryptococcuset Candida dans les échantillons d'olives, est en accord avec les travaux de
plusieurs auteurs qui ont isolé les especes de ces genres a partir dWRWESHIN et al.,

1969 ; ASEHRAOLkt al.,2000 ;CAMPANIELLO et al.,2005)

Les souched\spergillus niger et Rhizopusp, isolées respectivement des échantillons
ONF et OVCS, ont aussi été obtenu a partir de plusieurs huiles végétales en particulier I'huile
d'olive (BRETON 1985 ; KAVITHAet al.,1997).

5. CONCLUSION

Vingt quatre souches sont isolées a partir d‘échantillons d'olives noires et vertes. Le
milieu de culture MP5 (a 0,5 % de pectine) utilisé pour leur I'isolement a permis d’obtenir une
flore trés variée et capable de dégrader le substrat pectine. Le plus nombre de souche obte
appartient au genmacillus Mais d’autre genre sont identifiés avec un nombre de souche plus
faible. Les bactéries lactiques sont représentées par les gexuwesnostoc(2 souches),
Pediococcug2 souches) dtactobacillus(2 souches).

Parmi les levures, les genres identifiés soRhodotorula(l souche),Cryptococcus(1 souche),
Candida(1 souche) eEndomycegl souche)Et parmi les moisissures, le gemiizopug1 souche)
et 'espéceAspergillusniger (1 souche) sont identifiés. La plupart des auteurs ont confirmés I'existence
de tous ces genres dans les olives.
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CHAPITRE 3. MISE EN EVIDENCE DE L' ACTIVITE PECTINOLYTIQUE ET
EVALUATION DE LA POLYGALACTURONASE

1. INTRODUCTION

Les polygalacturonases, par leur action dépolymérisante, ont un effet considérable sur I:
modification des propriétés physico-chimiques des pectines et des pectates. Elles catalyse
I'hydrolyse des liaisons alpha-1,4 glycosidique dans le polymére pectique (pectine ou acide
polygalacturonigue) générant des oligomeéres d’acide galacturonique dosés par I'augmentation ©
pouvoir réducteur.

L’activité polygalacturonase chez les microorganismes peut étre détectée soit en miliet
liquide soit en milieu solide :

- Dans le milieu liquide, la dégradation de la pectine aboutit a I'acide galacturonique qui acidifie
le milieu et I'acidification peut étre mise en évidence par le contr6le du pH. Cette technique a éte
utilisée par LUH et PHAFF (1951) et par BELL et ETCHELL (1956) pour tester l'activité
pectinolytique chez plusieurs souchesSdecharomyces cerevisiae

- Dans le milieu solide ou semi solide, I'hydrolyse enzymatique des substances pectiques e:
caractérisée par la clarification du milieu. Deux techniques ont été utilisé : celle de TANSEY
(1971) a permis de mettre en évidence des cellulases chez les champignons et celle de MCKA
(1988) des pectinases chez l'esp&accharomyces fragiliD’autres auteurs ont utilisé la
technique de MCKAY (1988)our rechercher les activités pectinases chez les bactéries lactiques
(ZADI-KARAM, 1998) et chez Saccharomyces cerevisi@AINVORS et BELARBI, 1995 ;
BLANCO et al.,1994 ; GOGNIESt al.,2001).

Dans la premiére partie de ce chapitre, des essais de mise en évidence de I'activit
pectinolytique sont réalisés sur 42 souches isolées a partir des échantillons de lait et d'olive
noires et vertes. Pour ce faire, les techniques citées précédemment sont utilisées.

La deuxiéme partie est consacrée a I'évaluation de I'activité polygalacturonase des 4z
souches, selon les techniques combinées de NELSON (1944) et de SOMOGY (1952) et dont |
principe est basé sur I'hydrolyse enzymatique des liaisons glycolytiques qui libéere des
groupements réducteurs des oses (acide galacturonique). En milieu alcalin, le groupemer
pseudo-aldéhyde des extrémités réductrices réduit les ions cuivriqii8s gcésents dans la

solution, en ion cuivreux (i
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Ces derniers réagissent avec le réactif arséniomolybdique en donnant une coloratiol
bleue dont la densité optique, mesurée a 600 nm, varie linéairement avec la concentration en 0s
réducteurs.

2. MATERIEL ET METHODES

2-1. PRESENTATION DES SOUCHES UTILISEES

Pour cette étude, nous avons utilisés :
- Dix huit souches de bactéries lactiques sélectionnées parmi le lot des 66 souches isolées
partir du lait cru de vache (chapitre 1) et appartenant aux gebeesonostodLLnl, LLn2),
LactococcuqLLc7, LLcl3 anciennement appelées LS7 et LSLagtobacillus(LLbl, LLb6,
LLb7, LLb11, LLb15),StreptococcuglL.Sc2 anciennement appelées LI2)terococcugLEcl,
LEc6, LEc8 anciennement appelées LS1, LS6, LSBedtococcugLP1, LP2, LP3, LP5, LP8.).
- Vingt quatre souches isolées a partir des échantillons d'olives noires et vertes (chapitre 2) €
appartenants aux genre8acillus (ONB3, ONB5, ONB6, ONB7, ONB8, ONB11, ONB12,
ONB13, OVB11l, OVB12), Pseudomonas(OVPs3), Acetobacter (OVAc5), Lactobacillus
(OVLb6, OVLDb7),Leuconosto¢ONLN1, OVLN9),PediococcugOVP1, OVP10)Rhodotorula
(ONRhN9), Cryptococcus(ONCr10), Aspergillus (ONAs14), Endomyces(OVEN2), Candida
(OVCa4) eRhizopugOVRI8).

2-2. MISE EN EVIDENCE DE LA DEGRADATION DE LA PECTINE

Pour mettre en évidence la dégradation du substrat par les enzymes sécrétées, différer
tests sont réalisés : I'acidification sur milieu liquide, la clarification sur milieu semi solide en
tube et sur milieu solide en boite de pétri.

2-2-1. Test d’acidification

Les souches sont cultivées sur le milieu MP5 (annexe lll) liquide, a pH 5, contenant 0,5
% de pectine de citron (DM 22%) et additionnées d’une solution aqueuse de vert de bromocrésc
(1 %). Le pH du virage de la coloration de cet indicateur est situé entre 3,8 et 5,4.

Le milieu est réparti en tube puis stérilisé a 120 °C durant 20 min. Un mL de I'inoculum est
ensemenceé et incubé a 30 °C. La premiere lecture est observée a partir du deuxiéme jot
d’'incubation. L’acidification du milieu se traduit par le virage de la couleur initiale de
l'indicateur de pH du vert au jaune.
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2-2-2. Test de clarification

Pour mettre en évidence I'hydrolyse enzymatique du substrat, deux techniques son
utilisées :
e La technique de TANSEY (1971)permet de visualiser I'hydrolyse de la pectine par la mesure
de la zone de clarification du milieu. Elle est réalisée dans le milieu MP5 semi solide contenan
0,5 % de gélose (annexe III).
Le milieu est réparti en tubes a raison de 9 mL puis ensemenceés sur une surface non incliné
avec une suspension de cellules. Ces tubes sont incubés a 30 °C en présence d'un témoin r
ensemenceé. La premiere lecture est observée apres 24 h d’incubation. La réaction positive ¢
traduit par I'apparition d’'une zone d’hydrolyse dans le milieu qui est évaluée par la mesure er
mm de la hauteur de clarification.
e La technique décrite par MCKAY (1988) permet d’observer I'activité polygalacturonase des
souches cultivées sur le milieu MP5 solide, en boite de Pétri. Cette activité est révélée au bleu c
méthyléne (ZADI-KARAM, 1998). La présence de polygalacturonase sécrétée par les souche
testées, dépolymérise le substrat en favorisant ainsi la pénétration du colorant dans le milieu. L
colorant se fixe sélectivement sur les groupements carboxyles formés par des unité:
galacturonique issus de I'hydrolyse du substrat pectique. Dans le cas contraire, le colorant res
sur la surface du milieu et disparait aprés lavage a I'eau. L’ensemencement est réalisé sur
surface. Apres incubation des souches a 30 °C, un premier lavage a I'eau distillée est réalisé po
éliminer les colonies développées. Le milieu gélosé est inondé de la solution de bleu de
méthyléne a 0,02 % pendant quelques minutes puis lavé abondamment avec de I'eau distillée.
La mise en évidence de cette activité est caractérisée par deux cas possibles:
- la présence d’'un halo clair autour des colonies, signifie une hydrolyse compléete du substrat
donc le colorant ne se fixe pas sur le réseau pectique.
- la présence d'un halo coloré autour des colonies indique I'hydrolyse partielle de la pectine qu
aboutit a l'acide polygalacturonique et les autres éléments constituant le réseau pectique
- L'inexistence d’halo entourant les colonies et I'élimination du colorant aprées lavage révélent un

résultat négatif : donc il n’y a pas d’enzymes pectinolytiques produites.
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2-3. CROISSANCE CELLULAIRE ET PRODUCTION DE POLYGALACTURONASE

Des ballons de 250 mL contenant chacun 150 mL de milieu MP5 liquide (annexe IlI) ont
été inoculés par les souches. Le pH initial du milieu est égal a 5.
Les cultures sont incubées & 30 °C sous agitation rotative (105 TouUbsduiant 24 h pour les
bactéries et 72 h pour les levures et moisissures.

2-3-1. Evaluation de la biomasse cellulaire

Aprés incubation des cultures, la biomasse cellulaire est évaluée par la mesure de |
densité optique (DO) a 600 nm a I'aide d’un spectrophotométre (Uvikon 860).

2-3-2. Mesure de l'activité polygalacturonase

Le dosage de cette activité est réalisé sur des surnageants des cultures appartenant aux
souches. Les surnageants sont récupérées par centrifugation (12 000 g durant 15 min et a 4 °¢
10 mL de chaque surnageants sont mis dans des boudins pour étre dialysé durant 2 jours a 4
contre 5 L d’eau déionisée. Ce traitement a pour but de concentrer la fraction enzymatique
contenue dans le surnageant.
e La solution de substratutilisée pour la réaction enzymatique, est une solution de polymere
d’acide polygalacturonique (DE 0%) (Fluka France) a 0,5 % dans du tampon acétate de sodiur
(50 mM ; pH=5)) (AVALLONEEet al.,2002).
e Le milieu réactionnelest préparé dans des tubes a hémolyses, ou 450 pL de la solution de
substrat et 50 pL du surnageant des cultures sont ajoutés dans cet ordre. Le mélange est incuk
40 °C dans un bain-marie pendant 10 min, puis 125 pL sont prélevés et versé dans une plaq
Elisa (1960) de 2,2 mL contenant déja 125 pL de la solution C (annexe V). Parallelement, le
témoin est préparé dans un des puits de la plaque contenant 125 pL de la solution C, ou so
ajoutés dans l'ordre : 12,5 pL de surnageants des cultures (Dans les mémes conditions que de
I'essai) et 112,5 pL de la solution de substrat. Le mélange n’est pas incubé a 40 °C.
e La gamme étalon :elle est préparée a partir de la solution meére de I'ose constitutif du substrat
(D-(+)- acide monogalacturonique monohydraté) (Fluka) & 1 mg.i8ette derniére est diluée
au Y afin d’obtenir une concentration en ose egale a 250 ug. mL. Elle est réalisée dans de

concentrations situées entre 0 et 250 pd.m&ns un volume total de 125pL.
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Concentration en oses (ug. L 0 50 100 150 200 250

Solution en ose (mL) 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
H20 (mL) 1 0,8 0,6 0,4 0,2 0
Volume total (mL) 1 1 1 1 1 1

e La réaction colorimétrique : les tubes a hémolyses de la réaction enzymatique, du témoin et
de la gamme étalon, sont mises dans un bain-marie bouillant durant 15 min (pour stopper I
réaction), refroidies puis 125 pl de la solution D (annexe V) sont ajoutés et agités durant 10 mir
avant I'addition de 1 mL de 4@. 250 pL de chacun des milieux sont transvasés dans les puits

d’'une plague Elisa. La densité optique a 600 nm, est lue sur un lecteur de plaques.
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Tableau 21, Acidification du milieu MP5 par les souches isolées

Souches Acidification Souches Acidification

2Jdrs  3Jrs 4 Jrs 2Jrs  3Jrs  4Jrs

Souches isolées des échantillons de lait cru

LLbl - - + LP1 - + +
LLb6 - + + LP2 - + +
LLb7 - + + LP3 - - i
LLb11 - - - LP5 + + +
LLb15 - + + LP8 - - +
LLnl + + + LSc2 + + +
LLn2 - - + Lecl - - -
LLc7 + + + Lec6 - - -
LLc13 - - + Lec8 - - -

Souches isolées des échantillons d'olives noires Souches isolées des échantillons d'olives vertes

ONB3 - - + OovBl11 + + +
ONB5 - + + OovB12 - - +
ONB6 - - + OVLb6 + + +
ONB7 - - + OVLb7 + + +
ONBS8 - - + OVLn9 - - +
ONB11 - - + OVP1 - - +
ONB12 - + + OVP10 - - +
ONB13 + + + OVPs3 - - +
ONLN1 - - + OVAc5 - - +
ONRN9 - - + OVCa4 - - +
ONCr10 - - + OVEN2 - - -
ONAs14 - - + OVRI8 - - +
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e Calculs et expression des résultats :

- La gamme étalon est exprimée en concentration d’oses en pmole afin d’obtenir une valeur d
pente en umole. Le temps d’incubation est évalué en minute.

- L’activité enzymatique est exprimée en Unité Internationale par mL de milieu réactionnel. Une
unité d’activité polygalacturonase représente la quantité d’enzyme qui libére une pmole d’acide
galacturonique par minute dans les mémes conditions de pH et de température. Le calcul c
I'activité polygalacturonase est effectué selon la formule suivante : U. |,=D08Q (pente) x 10

x 1/ 10.

DO, . La valeur observée dans le milieu réactionnel ;) D&lle correspond a la valeur du blanc ;
U.l': exprimé en pmol.mt; Pente: c'est la valeur de x obtenue par I'évaluation de la
concentration en monomére (de la gamme étalon) selon I'équation : y =a x + b ; 10 : le taux d
dilution de I'enzyme dans le milieu réactionnel; 10: le temps en minute de la réaction

enzymatique.

3. RESULTATS

3-1. ACIDIFICATION DU MILIEU

Le bilan du résultat obtenu pour les bactéries lactiques isolées du lait cru est le suivant :

- Les souches LLn1, LLc7, LP5 et LSc2 acidifient le milieu dés le deuxiéme jour de culture.
- Les souches LLb6, LLb7, LP1 et LP2 acidifient le milieu apres trois jours d’incubation.
-Les souches LLb1, LLn2, LLc13 et LP8 acidifient le milieu aprés 4 jours.

- Les souches LLb11, LP3 ainsi que les trois souches du Gateeococcuse donnent aucune
réponse.

Parmi les souches isolées des échantillons d’olives noires et vertes, seules ONB13
OVBL11, OVLb6 et OVLb7 acidifient le milieu apres deux jours de cultures. Les souches ONB5
et ONB12 acidifient le milieu aprés trois jours d’incubation. Quant aux autres souches, elles
modifient la couleur du milieu apres quatre jours de cultures a I'exception de OVEnN2. (Tab.
21).
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3-2. HYDROLYSE ENZYMATIQUE

3-2-1. L’hydrolyse enzymatique selon la technique de TANSEY (1971)

Chez les souches des échantillons de lait cru, les hauteurs de clarifications mesurée
varient de 1 a 5,5 mm. Les valeurs maximales des zones d’hydrolyses déterminées chez I
Lactobacilles sont : de 2 mm pour LLb15, 1 mm pour LLb6 et 1,5 mm pour LLb7. Les temps
d’incubations respectifs utilisés sont de 2, 4 et 5 jours.

Chez les souches du gerreuconostoc Les valeurs d’hydrolyses maximales sont observées
apres 15 jours de culture : la souche LLn1 présente une hydrolyse de 5,5 mm de hauteur et LLr
une hydrolyse de 5 mm.

Chez lesLactococcus les valeurs maximales des hauteurs d’hydrolyses enzymatiques des
souches LLc7 et LLc13 sont obtenues aprés 10 jours de cultures et sont respectivement égale:
4 mm et 3,5 mm. Parmi le genRediococcusLP5 présente aprés 20 jours de culture une
hauteur d’hydrolyse la plus élevée et égale a 4,5 mm. Et pour les autres souches les valeurs st
comprises entre 3 mm (LP1 et LP3) et 3,5 mm (LP2, LP8) et elles sont observées dans le mén
temps que celui de la souche LPP5. La hauteur d’hydrolyse maximale observée, aprés 15 jou
d’incubation dans le milieu utilisé par la souche LSc2 du g8inmeptococcuest égale a 4,5

mm. Seules les souches LEc1, LEc8, LLbl et LLb11 n’hydrolysent pratiquement pas le substra

et leurs valeurs d’hydrolyses maximales sont de 1mm (Fig. 18).
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Figure 18. Evolution de la hauteur de clarification du milieu MP5 par les souches isolées du lait

cru.
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Figure 19.Evolution de la hauteur de clarification du milieu MP5 par les souches isolées des

olives noires et des olives vertes.
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Les hauteurs des zones de clarifications optimales déterminées par les souches de
échantillons d’olives noires sont comprises entre 2 et 7 mm. Chez les souches dagéinse
les zones de clarification maximale observées dans leurs milieux de cultures respectifs sor
obtenues comme suit :
-Aprés 3 jours d’incubation, la souche ONB6 hydrolyse le milieu et la hauteur de dégradation es
€gale a 2 mm.
-Apres 5 jours de cultures, les milieux utilisés par les souches ONB5 et ONB11 présentent de
hauteurs d’hydrolyses respectivement égales a 3 mm et 1,5 mm.
-Aprés 6 jours les milieux de cultures utilisées par les souches ONB8 et ONB12 présenten
chacun une hydrolyse de 2,5 mm. Tandis que, dans les milieux appartenants aux souches ONI
et ONB13, la zone de clarification observée dans chacun d’eux est égale a 3 mm.
- Et seule, le milieu utilisé par la souche ONB3 présente une trés faible hydrolyse égale a 1 mr
et obtenue apres le quatriéme jours d’incubation.
La souche ONLNn1 du genrkeuconostocclarifie le milieu apres 6 jours avec une zone
d’hydrolyse de 2,5 mm.
Chez les levures et les moisissures, les hauteurs d’hydrolyses maximales sont égales:
- A 2 mm et obtenues apres 7 jours de cultures pour la souche ONCr10.
- A 4,5 mm et observées apres 17 jours pour la souche ONRh9.
- A7 mm et déterminées apres 24 jours pour ONAs14 (Fig. 19).

Chez les souches isolées des olives vertes, la zone de clarification maximale varie de 1
4 mm. Elle est obtenue dans les milieux de cultures :
- Aprés 3 jours par la souche OVLb7 (1,5 mm).
-Apres 4 jours de cultures,par la souche OVB12 (1,5 mm),
-Aprés 5 jours de cultures, les milieux appartenants aux souches OVLb6 et OVAc5 présenten
des hauteurs d’hydrolyse respectivement égale a 3 et 1,5 mm
- Aprés 6 jours de cultures, les milieux utilisés par les souches OVPs3, OVP1, OVP10 et OVENZ
présentent des hauteurs d’hydrolyses respectivement égalesa 2 ; 2,5 et 1 mm.
- Apres 9 jours d’'incubation, les hauteurs de dégradation observées dans les milieux de culture
utilisés par des souches OVLNn9 et OVB11 sont équivalentes a 2 et 4 mm.
- Les zones de dégradations enzymatiques mesurées dans les milieux de culture utilisés par |
souches OVCa2 et OVRI8 sont chacune égale a 2 mm et sont respectivement obtenues apres
et 11 jours de cultures, (Fig. 19).
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Tableau 22.Activité pectinolytique révélée au bleu de méthylene

Souches Halo clair Halo Absence  Souches Halo clair Halo Absence
coloré de halo coloré de halo

a. Souches isolées du lait cru

LLb1 + LP1 +

LLb6 + LP2 +

LLb7 + LP3 +

LLb11 + LP5 +

LLb15 + LP8 +

LLnl + LSc2 +

LLn2 + LEcl +

LLc7 + LEc6 +

LLc13 + LEc8 +
b. Souches isolées des olives noires c. Souches isolées des olives vertes

ONB3 + OovB11 +

ONB5 + OvB12 +

ONB6 + OVLb6 +

ONB7 + OVLb7 +

ONBS8 + OVLNn9 +

ONB11 + OVP1 +

ONB12 + OVP10 +

ONB13 + OVPs3 +

ONLN1 + OVACc5 +

ONRhO9 + OvCa4 +

ONCr10 + OVEN2 +

ONAs14 + OVRIi8 +
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3-2-2. L’hydrolyse enzymatique selon la technique de MCKAY (1988)

Le tableau 22 résume les trois types de résultats observés dans les figures 20, 21 et :
(annexes 5). Les résultats obtenus sont caractérisés par la présence de halo clair, de halo color
par I'absence de halo.

e Parmi les souches isolées du lait cru :

- Celles qui présentent des halos clairs sont : LLb15, LLn1, LLn2, LLc7, LLc13, LP5 et LSc2.

- Celles qui donnent des halos colorés sont : LLb7, LLb11 et LP1.

- Et celles qui ne donnent pas d’halos sont : LLb1, LLb6, LP2, LP3, LP8 et les trois souches dt
genreEnterococcugFig. 20 annexe V)

e Parmi les souches isolées des olives nojrés présence d’halos coloré est observée autour
des colonies appartenant a I'ensemble des souches. Et seules les colonies de la souche ONB3
présentent pas d’halos (Fig. 21 annexe V).

e Parmi les souches isolées des olives vertéss colonies des souches OVB11, OVLb6,
OVLb7, OVLN9, OVP1, OVP10 et OVRI8 présentent des halos clairs. Tandis que les colonies
appartenants aux souches OVAc5 et OVCa4 donnent des halos colorés et les colonies d

souches OVPs3 et OVEN2 ne présentent pas d’halos (Fig. 22 annexes V).

3-3. PRODUCTION DE POLYGALACTURONASE ET DE BIOMASSE

La plupart des souches, isolées du lait cru, produisent une trés faible quantité d’enzyme
PG égale & 0,01 U.mL Seules les souches, LP5, LLc7, LSc2 et LLn1, ont une PG plus active
avec des valeurs respectives égales & 0,10 ; 0,11 ; 0,13 et 0,18. Wantroissance cellulaire
est peu variable (DO de 0,10 a 1,62) pour I'ensemble des souches excepté pour LEc8 (DO : 0,0
(Tableau 23 a).

Parmi les souches isolées a partir des échantillons d'olives noires et vertes, ONAs14
(0,48 U.mL?) et ONRh9 (0,44 U.mt) possédent les activités PG les plus élevées et les souches
OVCa4 et OVEN2 les activités enzymatiques les plus faibles (0,01 t).mL
Chez les souches des gerBesillus (0,10 & 0,17 U.mt) etLactobacillus(0,14 & 0,15 U.mtL),
la production d’enzyme varie peu, par contre chez les souches des lgaimresostod0,03 a
0,11 U.mL') et Pediococcuq0,05 a 0,11 U.mt) des différences sont observées. Toutes les
bactéries lactiques, appartenants aux échantillons d’olives noires et vertes, produisent un

biomasse avec des DO similaires (1,01 a 1,07).
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Par contre des différences de DO sont constatées chebadisis (DO : 1,37 a 1,59), les

levures (DO : 0,65 a 1,41) et les moisissures (DO : 1,02 a 1,43) (Tablehefs.;

Tableau 23.Production de biomasse et de PG des souches isolées

Souches Biomasses Activités PG Souches Biomasses Activités PG
(DO 600 nm) (U.mL™ (DO 600 nm) (U.mL™

a. Souches isolées des échantillons de lait cru de vache

LLbl 0,14 0,06 LP1 0,49 0,01
LLb6 0,14 0,08 LP2 0,12 0,01
LLb7 0,13 0,02 LP3 0,16 0,01
LLb11 0,10 0,01 LP5 1,16 0,10
LLb15 0,13 0,01 LP8 0,17 0,06
LLnl 0,11 0,16 LSc2 1,62 0,13
LLn2 0,10 0,01 LEcl 1,45 0,02
LLc7 0,13 0,11 LEc6 1,23 0,01
LLc13 0,12 0,01 LEc8 1,14 0,01

b. Souches isolées des échantillons d'olives noires. Souches isolées des échantillons d'olives vertes

ONB3 1,45 0,14 OVB11 1,55 0,16
ONB5 1,45 0,18 OVB12 1,57 0,10
ONB6 1,47 0,13 OVLb6 1,03 0,15
ONB7 1,37 0,12 OVLDb7 1,03 0,14
ONB8 1,49 0,11 OVLNn9 1,05 0,11
ONB11 1,37 0,17 OVP1 1,02 0,05
ONB12 1,47 0,11 OVP10 1,07 0,11
ONB13 1,59 0,12 OVPs3 1,08 0,12
ONLN1 1,01 0,03 OVACc5 1,21 0,13
ONRhO9 1,41 0,44 OVCa4 0,65 0,01
ONCr10 1,27 0,11 OVEN2 0,75 0,01
ONAs14 1,43 0,48 OVRIi8 1,02 0,12
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4. DISCUSSION

Le test d'acidification met en évidence la présence d’acide polygalacturonique ou acide

galacturonique issue de I'hydrolyse partielle ou compléte du substrat pectine. Parmi les bactérie
lactiques du lait, les souches : LSc2, LLc7, LLn1, LLn2, LLc13, LP5, LLb7 et LLb5 arrivent a se
développer sur le milieu MP5 et elles I'acidifient de fagon variable.
L’ensemble des souches bactériennes appartenant aux échantillons d’olives noires et verte
présente une acidification tardive. Les levures et les moisissures acidifient aussi le milieu
tardivement, ce résultat peut s’expliquer par le fait que la production de leur enzyme est liée a
développement cellulaire qui n'est pas aussi rapide que celui des bactéries. Nous pouvor
supposer que les souches, isolées des échantillons de lait et des olives noires et vertes, ¢
acidifient le milieu de facon rapide ou non, produisent 'enzyme polygalacturonase. Tandis que
les souches non acidifiantes peuvent avoir ou non d'autres activités pectinolytiques
indétectables dans ce milieu.

L’hydrolyse enzymatique sur milieu solide, obtenue selon la technique de TANSEY
(1971), réveéle deux types d’hydrolyses :

- Une hydrolyse franche qui apparait trés nette et se manifeste plus rapidement chez les souct
suivantes : LSc2, LLc7, LP5, LLn1, LLn2, ONB11, ONRh9, OVLb6 et ONAs14.

- Une hydrolyse graduelle qui s’effectue progressivement en direction centrifuge est observé
chez I'ensemble des souches ldectobacillus, Pediococcust Enterococcusappartenant aux
échantillons de lait et chez certaines souches appartenant aux échantillons d'olives noires
vertes: ONB11, ONB6, ONLn1, ONCrl10, OVLb7, OVAc5, OVEN2 et les souches du genre
Pediococcus

Cette différence pourrait résulter d’une diffusion plus ou moins rapide du complexe enzymatique
dans le milieu de culture.

La détection de l'activité pectinolytique selon la méthode de MCKAY (1988) a permis
d’observer des halos clair sur les milieux utilisés par 7 souches de bactéries lactiques du lait c
et par toutes les souches isolées des échantillons d'olives noires (a I'exception de la soucl
ONB3). Tandis que chez les souches appartenant aux échantillons d'olives vertes, les tro
catégories de résultats sont observées.

Les souches qui présentent un halo clair possedent I'enzyme polygalacturonase qui a permr
I'hydrolyse totale de la pectine pour aboutir au monomere (I'acide galacturonique).
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Par contre les milieux de cultures utilisés par les 4 souches isolées du lait et par les 2 souch
appartenants aux échantillons d'olives vertes présentent un halo bleu, donc ces souches
hydrolysées partiellement le substrat.

Les souches qui ne présentent aucun halo, elles ne possédent pas d’activités pectinolytiqu
C'est le cas de 7 souches de bactéries lactiques du lait, d’'une souche des olives noires et de
souches des olives vertes.

L’évaluation de I'activité polygalacturonase, selon la technique de NELSON (1944) et de
SOMOGY (1952), a permis de confirmer les résultats des tests de mise en évidence de cet
activité chez les souches étudiées.

Parmi les genres de bactéries lactiques isolées du lait cru, toutes les souches des geni
Lactobacilluset Pediococcu®nt une faible activité enzymatique. Ce n’est pas le cas des souches
appartenant aux genréguconostoc, Lactococcuet StreptococcusEn effet, certaines souches

du méme genre ont une PG plus active sur le milieu MP5 alors que d’autres souches possede
une faible activité PG.

Les bactéries lactiques, isolées a partir d’olives noires et vertes, ont une activité PG plus
élevée que celle de I'ensemble des souches de mémes genres isolées du lait cru. La natt
végétale (pectine, hémicellulose...) des olives noires et vertes laisse prévoir ces résultats.
L’activité PG chez les deux souches ldzctobacillusisolées a partir d’échantillons d’olives
vertes corrobore celle obtenue par plusieurs auteurs. SAKELLARIS., (1988 et 1989),
KARAM et BELARBI (1995) et AVALLONE et al. (2002) ont étudiés la synthese
extracellulaire et la caractérisation de I'enzyme PG chez respectivebaetbbacillus
plantarum, Lactobacillus casdiactobacillus plantarunet Lactobacillus brevid¢ 166.

Seul JUVENEet al. (1985) ont démontré la production de PG chemconstoc mesenteroides.
Nos résultats confirment ceux obtenus par ces auteurs pour les souches LLn1 et OVLn9.
L’ensemble des souches du gemacillus possede une PG active comme l'ont soulignés
CHESSON et CODNER (1978), mais nos résultats sont plus faibles (0,11 - 0,18)Ujue.

ceux déterminés par Soaesal. (1999) (2,7 - 4,0 U.m).

L’activité enzymatique de la souche OVCa4 est faible, résultat obtenu précédemment pa
AVALLONE et al.(2002) pour quatre espéces@andida Alors que la PG de I'espe@andida
boidinii est mise en évidence par NAKAGAWA al. (2000).
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La souche ONAs14Aspergillus nigerpossede la PG la plus active par comparaison aux autres
souches. Cette espéce était déja connue pour son aptitude a produire des enzymes pectinolytiq
(THIBAULT et MERCIER, 1979 ; JERNEJC, 2000) et principalement des endo PG (REXOVA-
BENKOVA, 1973; SINGH et RAO, 2002). Les especesAgpergillus sont utilisées
actuellement dans les industries agroalimentaires mais malheureusement n'ont pas le stat
GRAS (Generally Regarded As Safe) (PILNIK et ROMBOUTS, 1981).

Notre étude a montrée que la souche ONRh9 possede une PG plus active. VARUGHN
al. (1969) ont isolé trois especdRhipdotorula glutinis var. glutinis, Rhodotorula. minuta var.
minutaet Rhodotorula. Rubrag partir d’olives vertes conservées dans I'eau salée. Ces espéces
sont toutes productrices d’enzyme PG extracellulaire et sont la cause du ramollissement de
olives durant leurs conservations. Mais, des résultats contraires a ceux obtarig@aiN et
al. (1969)sont observés par BUZZINI et MARTINI (2002), pour qui seule I'espduedotorula

bacaruma une activité pectinolytique.

5. CONCLUSION

Les quarante deux souches utilisées dans cette étude sont réeparties en 12 genres. L
résultats de mise en évidence de leur activité pectinolytique obtenus dans le milieu liquide MP*
(a 5 % de pectine) avec les différents tests ne sont pas contradictoires. Leurs cultures dans
milieu liquide MP5 (a 5 % de pectine) montrent qu’elles possedent toutes au moins une certain
activité PG.

Les bactéries lactiques isolées du lait cru, ont montré une faible activité polygalacturonase
I'exception de certaines souches des geleesonostoc, LactococceasStreptococcus
Par contre, 'ensemble des souches isolées a partir d’'olives noires et vertes, a une activité P

plus élevée.
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CHAPITRE 4. OPTIMISATION DE L" ACTIVITE POLYGALACTURONASE
PRODUITE PAR DES MICROORGANISMES ISOLES DU LAIT CRU ET DES OLIVES
NOIRES ET VERTES

1. INTRODUCTION

Les polygalacturonases (PG) les plus commercialisées proviennent généralement de
especes dspergillus(PASHOVA et al., 1999 ; DINU, 2001 ; SINGH et RAO, 2002) mais ces
especes produisent d’autres activites enzymatiques parfois indésirables liees aw
polygalacturonases (PILNIK et ROMBOUTS, 1981). Les PB&sgergillusconviennent surtout
pour la clarification des jus de fruits et de certaines légumes, car le pH optimum de leur activité
est situé dans la gamme de pH de ces milieux (entre 3,0 et 5,5) (THIBAULT et MERCIER,
1979 ; USEDAet al.,1982). Tandis que, des produits tels que les purées végétales possédent de
pH proches de la neutralité (CHESSON et CODNER, 1978; ROMBOUTS et PILNIK, 1986).

Ce sont les raisons pour lesquelles la PG est étudiée chez d’autres microorg@destreh(im
lactis et Geotricum candidumSaccharomyces cerevicid@hodotorula Cryptococcus Candida
et Bacillug (BLANCO et al, 1999 ; SOARESet al., 1999, GUESSOUSet al., 2000 ;
NAKAGAWA et al.,2000).

Les microorganismes producteurs de PG isolés des oARANIELLO et al.,2005)

ou de leurs huiles (KACEMt al., 2003) peuvent contribuer a la maturation du fruit et a une
meilleure extraction de son huile (SERVRiflal.,1992 ; ASEHRAOLkt al.,1993).
Ceux isolés des laits crus (bactéries lactiques) peuvent aussi trouver un intérét dans l'industr
des produits laitiers a base de fruits (boissons lactées) ou dans la clarification des jus de certail
végétaux. Cette propriété technologique devrait étre prise en compte aussi dans la sélection d
souches lactiques utilisées pour les ensilages ou les industries cidricoles (KARAM, 1995).

La production de la PG par ces microorganismes dépend de plusieurs facteurs physica
chimiques tels que : la proportion substrat /enzyme, la température d’incubation ainsi que le
contrble du pH du milieu. Tous ces paramétres ont une grande influence sur le taux de
production et sur I'activité de I'enzyme.

Afin de déterminer les souches performantes notre intérét était porté sur huit souches
ayant des aptitudes de production d’enzyme PG les plus élevées. Pour ce faire, les objecti

retenus sont :
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- '’évaluation des cinétiques de production de biomasse et d’enzyme polygalacturonase chez le
huit souches sélectionnées - I'étude des effets du pH et de la concentration en acid
polygalacturonique (APG)

- I'optimisation de la production d’enzyme en bioréacteur a pH initial contrdlé et a pH non
contrdlé chez deux souches représentatives.

-L’observation microscopique a fluorescence de la viabilité des cellules des deux souche:
cultivées en bioréacteur.

2. MATERIEL ET METHODES

2-1. SOUCHES ETUDIEES

Huit souches présentant des activités PG optimales sont retenues pour I'étude cinétique
Elles appartiennent aux gentdesuconostogLLnl), LactococcugLLc7), Streptococcugl.Sc2),
Bacillus (ONB5 et OVB11),Lactobacilus (OVLb6), Rhodotorula(ONRh9) et Aspergillus
(ONAs14).

2-2. CINETIQUE DE PRODUCTION DE POLYGALACTURONASE ET DE BIOMASSE

Les cultures sont réalisées dans des ballons de 250 mL et les prélevements sont effectu
apres 0, 2, 4, 6, 8, 18, 24, 48 et 72 heures d’incubations. La production de la biomasse et de
polygalacturonasest déterminée selon le protocole expérimental décrit dans le paragraphe 2-3

du chapitre 3 (page 70).

2-3. EFFET DE LA CONCENTRATION EN APG ET DU PH SUR LA PRODUCTION

DE POLYGALACTURONASE ET DE BIOMASSE

Les souches ONRh®Rfodotoruld et LLn1 (euconostoca activité polygalacturonase

élevée dans le milieu MP5, sont cultivées sur le milieu MAPG5 dans lequel la pectine est
remplacée par I'acide polygalacturonique (DE 0 %) (Fluka France).
e Influence de la concentration du substrat APG Les cultures sont réalisées dans des ballons
de 250 mL contenant chacun 150 mL de milieu MAPG5 a pH 5 avec comme seul substra
carboné I'APG utilisé a des différentes concentrations: 0; 1; 3; 5; 7, 5et 10 g.L-1
(GUESSOUS:t al., 2000).
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e Influence du pH : Dans le méme milieu, les deux souches sont cultivées a des pH compris
entre 3 et 9 (BLANCQet al., 1999 ; SOARES:t al., 1999 ; GUESSOUS®t al.,2000) et a des
concentrations optimales en APG égales al0 g.L-1 pour la souche ONRh9 et 5 g.L-1 pour I
souche LLn1

2-4. CULTURE DES DEUX SOUCHES EN BIOREACTEUR

Les souches ONRh®Rhodotoruld et LLn1 (euconostocsont cultivées dans le milieu
MAPGS5 a pH initial contrélé et non controlé.
Quatre cuves d'une capacité de deux litres contenant chacune 850 mL de milieu de cultur
MAPGS5 sont utilisées pour I'étude de la croissance cellulaire et de la production de PG des deu
souches. Les milieux de cultures destinés pour la sddblith9 contiennent 10 g.L-1 d’APG et
ajustés a pH 6. Ceux réserves pour la souche LLnl sont ajustés a pH 5,5 et renferment 5 g.L.
d’APG. Le milieu de culture de chaque cuve est inoculé avec 150 mL de préculture de la souch
correspondante.
Les cinétigues de production de la biomasse et de I'enzyme PG des deux souches sont suivies
pH initial contr6lé et non contrdlé. A pH contrdlé, la régulation du pH est réalisée grace a un
correcteur programmable utilisant une solution de NaOH (2N).
Les cultures sont incubées a 30 °C sous agitation rotative (105 Tours.min-1).
2-5. ETUDE MICROSCOPIQUE A FLUORESCENCE DES SOUCHES ONRH9 ET
LLN1
Cette technique permet d’apprécier la viabilité des cellules de nos deux souches produites €
bioréacteur dans le milieu MAPG5. La souche ONRRISodotoruld est cultivée dans le milieu
MAPGS5 & pH 6 et 10 g:t I’APG et la soucheLLnl dans le milieu MAPG5 & pH 5,5 et 5g.L
d’APG. Parallélement et pour comparer les résultats obtenus dans ce milieu, des cultures so
réalisées dans des milieux considérés favorables pour leurs développements. Pour la souc
ONRh9 le milieu de saboureaud est utilisé & pH 6 et contient 20dg.lglucose. Pour la souche
LLn1 le milieu Mayeux est utilisé & pH 6,5 et renferme 20'gle glucose.
A la fin de la phase de croissance exponentielle, un mL de milieu de culture est prélevé a parti
de chaque cuve, centrifugé durant une minute a 10 000 t/mn ; le culot obtenu est mélangé ave
900 pl de tampon B4 et de 10 puL de marqueur V2 (acétate de carboxyfluorecéine) (Hemunex

biomicrobiology company). Le mélange est incubé a 40 °C durant 10 min.
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Les cellules ainsi traitées sont examinées a l'aide d’'un microscope a fluorescence (Leitz
Wetzlam Dialux 20) équipé d’'une lampe UV .L'observation se fait avec des objectifs 40 et 100.
Les prises d’images sont réalisées a l'aide d’'une caméra (M70 camera control Tool Dialux 20
reliée a un ordinateur qui nous permet d’avoir des photos grace a son logiciel (1Al progressive
scan version 1.02) de configuration suivante : IC-STD-RGB : 0....512 x 480 x 24. Le réglage des

couleurs est réalisé selon I'observation.
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Figure 23.Cinétiques de production de polygalacturonase et de biomasse des souches
isolées du lait cru.
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3. RESULTATS

3-1. CINETIQUE DE PRODUCTION DE POLYGALACTURONASE ET DE BIOMASSE
DES SOUCHES SELECTIONNEES

Les souches LLn1l, ONB5, OVB11 et LSc2 sont les premiéres a produire I'enzyme apres

2 h de culture. Tandis que, le début de synthese de la PG par la souche LLc7 est obtenu apres -
de culture, celui des souches OVLb6 et ONAs14 est observé apres 6h de culture. Et seule
souche ONRh9 commence a produire I'enzyme apres 8 h de culture.
L’activité enzymatique maximale observée chez les souches bactériennes, est comprise entre
h pour la souche LLc7 et 20 h pour la souche OVB11. Tandis que, les deux souches de levure
de moisissure possedent des phases de production d’enzyme optimales situées entre 30 h pou
souche ONRhO9 et 40 h pour la souche ONAs14. Les valeurs obtenues sont comprises entre 0,
U. mL? pour LLc7 et 0,76 U. mt pour ONAs14.

Les biomasses produites en méme temps que I'enzyme, augmentent dés les premiér
heures pour toutes les souches a I'exception de ONB5 qui débute par une croissance plus lente
Chez les bactéries, les pics de production maximale de biomasse sont atteints apres 18 h et lel
valeurs correspondent a des DO situées entre 1,66 (LLn1) et 2,35 (OVB11). Tandis que, chez |
levure et la moisissure des pics de croissance cellulaire sont observés aprés 48 h pour la souc
ONRhN9 et 72 h (fin de culture) pour la souche ONAs14. Leurs valeurs de DO mesurées son
égales a 4,25 pour la souche ONRh9 et 2,48 pour ONAs14.

Parmi les bactéries, la souche LLnl synthétise des quantités d’enzyme égale a 0,32 U
mL™ avec seulement une production de biomasse de 1,58 de DO. Tandis que La souche OVLE
se multiplie plus rapidement dans le milieu en affichant une densité otique équivalente a 2,0:
pour une production d’enzyme PG égale & 0,19 -.mL
Chez les champignons, la souche ONRh9 produit une quantité d’enzyme maximale égale .
0,63U.mL* pour une biomasse de 3,75 de DO. Alors que, la souche ONAs14 condense plu:
d’enzyme (0,76 U.mt) avec une quantité de biomasse de valeur de DO plus faible (2,06).
Apres 48 h de culture, cette méme souche diminue sa production d’enzyme, mais continue a ¢
développer dans le milieu de culture pour atteindre un maximum de cellules équivalent a 2,48 d

densité optique (Fig. 23 et 24).
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3-2. INFLUENCE DES PARAMETRES DE CULTURES

e Effet de la concentration en APG

Avec la souche ONRhA9, les productions d’enzyme et de biomasse augmentent
parallelement avec la concentration en APG. Elles sont optimales pour des concentrations €
APG situées entre 5 g'Let 10 g.I'. Avec la premiére concentration en substrat I'enzyme
produite est égale a 0,12 U.thlet la biomasse est équivalente & 1,24 de DO. Les valeurs les
plus élevées sont obtenues avec 10'gllacide polygalacturonique et elles sont respectivement
égales & 0,23 U.mtpour I'enzyme et 2,08 de DO pour la production de cellules (Fig)25,

Avec la souche LLn1, La synthese enzymatique est produite pour des concentrations el
APG comprises entre 1 et 5 d.ld’acide polygalacturonique. La valeur maximale est observée
avec 5 g.[* et elle est égale & 0,24 U.fhL
La production de cellules est aussi élevée pour les mémes concentrations en APG utilisées, mz
cette production n’est pas trés différente pour les trois concentrations. En effet les quantités d
cellules obtenues pour les concentrations en APG de 1 gtLde 3 g.I* sont presque
eéquivalentes. Et leurs densités optiques sont respectivement égales a 1,32 et 1,37. Tandis que
maximum de cellule est obtenu pour une concentration en APG égale &.5Lg.lvaleur
obtenue est égale a 1,47 de DO (Fig.c25,

e Effet du pH :

La souche ONRI9 produit un maximum d’enzyme dans une gamme de pH comprise
entre 5 et 6,5. La valeur maximale égale & 0,12 U,neist observée pour des pH égaux & 5 ;
5,5; 6 et6,5. Pour le pH égal a 7, la quantité d’enzyme produite est |égerement plus faible et ell
est égale 4 0,10 U.riL
La production de biomasse par cette méme souche est aussi optimale pour la méme gamme
pH. Les densités optiques obtenues pour les cellules sont comprises entre 1,96 pour le pH 5
1,98 pour le pH 6,5. (Fig. 2%).

Chez la souche LLn1, l'activité enzymatique est limitée dans la zone de pH comprise
entre 5,5 et 6. Les valeurs observées sont respectivement égales a 0,13d0r12 U.mL".

Par contre la production de biomasse est obtenue dans une large gamme de pH située entre 4,

6,5 et les valeurs de DO sont comprises entre 1,36 et 1,49 (Fid).25 ;
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3-3. CINETIQUES DE PRODUCTIONS DE CELLULES ET D'ENZYMES PG EN
BIOREACTEUR

Les cinétiques de production de biomasse et d’enzymes PG, obtenues par les souch:

ONRhN9 et LLn1, donnent les résultats suivants :

e A pH initial contrélé

La biomasse produite par la souche ONRh9 commence apres 15 h de culture et présen
une valeur de DO égale a 1,86. Tandis que la synthése de I'enzyme PG débute aprés 18 h
culture et affiche une valeur de 0,20 U.mL-1.
Les synthéses de biomasse et d’enzyme augmentent parallélement en fonction du temps po
atteindre leurs maximums aprées 20 h de culture. Les valeurs obtenues sont 3,86 de DO pou |
cellules et 0,24 U.mL-1 pour I'enzyme PG. Ce niveau de production est maintenu jusqu’a la fin
de la culture (fig. 26 a).
- Les cellules produites par la souche LLn1 débutent apres 2 h de culture et I'optimum est obten
au bout de 24 h. Les valeurs de densité optique observées sont respectivement égales a 1,24
3,90.
La souche synthétise un maximum d’enzyme entre 4 h et 24 h de culture. Les valeurs obtenue
sont égales a 0,17 U.mL-1 pour les 4 premiéres heures et 0,27 U.mL-1 aprés 24 h de culture (fi
26 ;C).

e A pH initial non contrdlé
- Avec la souche ONRh9, la multiplication cellulaire augmente proportionnellement en fonction
du temps atteint son maximum apres 22 h de culture. La valeur de densité optique observée ¢
égale a 2,30. Tandis que la production d’enzyme est plus active entre 15 h et 24 h. Les valeu
d’activité enzymatiques obtenues pour ces deux temps sont égales a 0,10 U.mL-1. Et la valel
maximale obtenue aprés 20 h de culture est égale a 0,26 U.mL-1 (fig. 26 ;
- Avec La souche LLn1, la production de biomasse augmente en fonction du temps, comme c’es
la cas pour la souche précédente, et atteint une DO maximale de 2,84 aprés 10 h de cultul
L’activité PG est particulierement plus intense entre 8 h (0,12 U.mL-1) et 24 h (0,15 U.mL-1) de
culture. Les valeurs déterminées durant ces deux temps sont respectivement égales a 0,12 U.nr
1 et 0,15 U.mL-1. La production maximale d’enzyme est obtenue apres 10 h de culture et elle e:
égale 0,17 U.mL-1 (fig. 26).
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3-4. ETUDE MICROSCOPIQUE A FLUORESCENCE DE LA SOUCHE ONRH9

Les cellules de la souche ONRh9 observées au microscope a fluorescence (x100) e
cultivées dans le milieu MAPG5 et dans le milieu Saboureaud apparaissent sous forme ovale
leur taille est grande et la plupart présentent des bourgeons polaires. La concentration cellulai
obtenue dans le milieu MAPG%& et b) n'est pas différente de celle obtenue dans le milieu
Saboureaudc(etd) (Fig. 27).

o d
Figure 27: Observation microscopique a fluorescence (x100) de la souche ONRhO9

(Rhodotorula) cultivé en bioréacteur, dans le milieu MAPG5 & pH 6 et T0APG (@ etb)
et dans le milieu saboureaud & pH 6 et 20'glé glucosedetd).
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3-5. ETUDE MICROSCOPIQUE A FLUORESCENCE DE LA SOUCHE LLN1

Les cellules de la souche LLnl observées au microscope a fluorescence (x100) e
cultivées dans le milieu MAPG% getb), sont de tailles plus petites, moins fluorescentes et sont
pour la plupart isolées ou groupées en paires. Celliszées dans le milieu de Mayeux,
apparaissent disposées en petites chaines de trois cellules pour la plupart et tres fluoescentes
etd) (Fig. 28).

Figure 28. Observation microscopique a fluorescence (x100) de la soucheLLnl cultivée en
bioréacteur dans le milieu MAPG5 & pH 5,5 et 5'glIAPG (a etb) et dans le milieu Mayeux &
pH 6,5 et 20 g.I* de glucosedetd).
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4. DISCUSSION

L’établissement des cinétiques nous a permis de quantifier la production d’enzyme des
huit souches sélectionnées et de différencier des catégories en fonction de leur comporteme
dans le milieu MP5.

Chez les bactéries, les souches OVLb6, LLc7 et LSc2 se développent trés rapidemer
mais leur synthese enzymatique est trés faible. La souche ONB5 se multiplie lentement €
produit moins d’enzyme. Tandis que LLnl produit moins de cellules, mais son activité
enzymatique est plus importante. Chez les champignons, la souche ONRh9 nécessite un tem
de culture plus important avant d’arriver a synthétiser I'enzyme. Son développement cellulaire
est plus lent par comparaison a la souche ONAs14. En effet, ONAs14 produit plus de cellules d
facon continue du début jusqu’a arrét de la culture et parallelement accumule dans le milieu un
quantité d’enzyme plus importante.

Parmi les huit souches, ONAs14, ONRh9 et LLnl se caractérisent par une quantité
d’enzyme plus élevée gue les autres souches. Les souches ONRh9 et LLn1 ont été sélectionne
pour étre étudié sur le milieu MAPG5 contenant comme seule source d’énergie Il'acide
polygalacturonique. Tandis que la souche ONAs14 est écartée car son activité polygalacturona:
est déja connue (PASHOVAt al. 1999 ; DINU, 2002). L'influence de la concentration du
substrat a permis d’obtenir :

- Avec la souche ONRh9, les productions de biomasse et de PG sont proportionnelles .
l'augmentation de la concentration en APG. L'activitt PG est maximale a 16 g.L
Comparativement, I'activité optimale de la PG déterminééNgarrospora crasséloO g.L-1) est

a la méme concentration en APG (POLIZEd al., 1991). PourGeotrichum candidunet
Aspergillus niger des concentrations en APG de 7,5 et 15 g'Lont été respectivement
observées (GUESSOUS al.,2000 ; MALDONADO et STRASSER DE SAAD, 1998).

- Avec la souche LLnl la production de cellules est favorable dans une large gamme de
concentration en APG utilisée; alors que I'enzyme est beaucoup plus active aveer54RG.

Les variations du pH de production de biomasse et de PG chez les souches ONRh9 ¢
LLn1, sont paralleles. Les deux souches ne tolerent pas des valeurs de pH extrémes et l'activi

optimale de leur PG est située dans des zones de pH proches de la neutralité.
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Le pH optimum, égal a 6, pour I'activité enzymatique de la souche ONRh9 est le méme
que celui obtenu par VAUGHNt al., (1969) pour les especefRhodotorula glutinis var.
glutinis, R. minuta var. minuta et R. rubra

Le pH optimum de l'activité de la PG chez la souche LLn1, compris entre 5,5 et 6, est
plus élevé que celui obtenu chieactobacillus brevigpH 4,2) (AVALLONE et al., 2002) et
Lactobacillus plantarunipH 4,5) (SAKELLARISet al.,1988).

Les cultures en bioréacteur a pH contr6lé et a pH non contrdlé, montrent que
'augmentation de l'activité enzymatique est liée a la production de biomasse et a I'optimisation
des parameétres de culture étudiés.

- Avec ONRNh9, le contréle du pH maintient les niveaux d’enzyme et de biomasse a des valeur:
proches de leur valeur optimale. Avec la south@l, le contréle du pH augmente les
productions d’enzyme et de biomasse pendant 20 h de culture.

- Avec le pH non contrdlé, les productions maximales d’enzyme et de cellules des deux souche
sont trés limitées dans le temps.

Les observations microscopiques par fluorescence ont permis de montrer le
comportement des deux souches dans le milieu MAPG5 qui ne contient comme seul substr:
I'acide polygalacturonique. La souche ONRh9 semble s’adapter facilement car la plupart des
cellules observées sont vivantes. Elles ont la méme morphologie dans les deux milieux d
cultures et sont aussi nombreuses dans le milieu Saboureaud que dans le milieu MAPG5. Chez
souche LLn1, les cellules cultivées dans le milieu MAPG5 sont plus petites, isolées pour la
plupart et moins fluorescentes. Tandis que dans le milieu de Mayeux, elles sont plus nombreuse
et plus fluorescentes.

5. CONCLUSION
Cette étude nous a permis de confirmer les résultats des tests précédents sur la bon

aptitude de deux souches, ONRh9 et LLn1, a produire I'enzyme polygalacturonase sur le miliet
MP5. Deux paramétres qui caractérisent cette enzyme sont étudiés sur le milieu MAPG5. I
démontrent que les deux souches ont une activité PG pour des pH presque équivalents et moi
acides. Par contre les concentrations en APG utilisées sont tres différentes, puisque la soucl
ONRh9 utilise 10 g.I! d’acide polygalacturonique pour une production maximale d’enzyme

alors que la souche LLn1 n’a besoin que de la moitié de cette quantite.
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L’optimisation de la production de I'enzyme, en bioréacteur avec les parametres sélectionnés
indique que le contréle du pH permet au deux souches de produire une quantité d’enzyme P
plus importante. La microscopie par fluorescence nous a permis d’observer des cellules vivante
pour les deux souches. Leur comportement dans le milieu MAPG5 ne differe pas beaucoup d
celui dans leur milieu d’origineA I'exception des cellules de la souche LLn1, qui sont de taille

plus petite dans le milieu MAPGS.
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Dans cette étude, deux principaux objectifs sont réalisés :
- Le premier consiste en I'obtention d’un lot de souches de bactéries lactiques isolées a partir
lait de vache. Les souches obtenues représentent une contribution de notre part dans I'acquisiti
d’'un souchier qui fera par la suite I'objet d’études diverses au sein du laboratoire de
microbiologie de I'l.N.A. T.A.A.
- Le second a pour intérét la mise en évidence de divers micro-organismes producteurs d’enzyn
pectinolytiques et la caractérisation de la polygalacturonase en particulier. Pour cela, le
production de ces enzymes par les souches de bactéries lactiques isolées du lait est no
premiére préoccupation puis notre attention s’est portée sur lisolement de la flore totale
pectinolytique a partir de différents types d’échantillons d’olives noires et vertes.

Dans le premier chapitre de I'’étude expérimentale, 66 souches sont identifiees a partir d
18 échantillons de lait de vache appartenant a six stations d’élevage situées a Constantin
L'identification des souches, basée sur les caractéres morphologiques et sur les différent
métabolismes biochimiques nous a permis de les rapprocher aux especes appartenant a
genres. Les espéeces obtenues sont :
- Streptococcus thermophilugeuconostoc lactist Ln. mesenteroides subsp. dextranicum
- Lactococcus. lactis subsp. lactefLc. lactis subsp. cremorisEnterococcus faeciuntc.
feacalis et Ec. durans- Pediococcus pentosaceusPc. parvulus Pc. urinae equiet Pc.
acidilactici - Lactobacillus cellobiosysLb. plantarum Lb. acidophilus Lb. delbrueckii/
delbrueckij Lb brevisetLb acidophilus
Le nombre d’espece le plus élevé est obtenu chez les gamtebacilluset Pediococcus
Dans le genréactobacillus,'especelLb. cellobiosusest largement dominante par rapport aux
autres especes isolées. Par contre, I'espac®bacillus plantarunest citte comme étant la plus
fréguemment rencontrée dans le lait (SAKELLARIS, 1988 et 1989; KARAM, 1995; ZADI-
KARAM, 1998).
Le genrePediococcugst représenté par des espéces isolées des laits provenant de la plupart de
stations, alors que leur habitat naturel est surtout les produits végétaux (GARVIE, 1986b).

Dans le deuxieme chapitre, notre intérét est porté sur lisolement de la flore
pectinolytique a partir des échantillons d'olives noires et vertes. L'utilisation du milieu de
culture MP5 contenant comme seule source de carbone la pectine (a 0,5 %), semble un bc

moyen pour obtenir une population tres variée et capable de dégrader le substrat pectine.
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Douze genres appartenant aux bactéries et aux levures sont isolés a partir des échantillo
d'olives vertes et ce résultat est en conformité avec celui de différents auteurs (VAEGGHIN

1969 ; ASEHRAOLUkt al.,2000). Par contre dans les échantillons d’'olives noires, la flore isolée
est constituée en grande partie de souches appartenant aBaglus. Les espéces de ce genre
sont considérées des contaminants des olives et pectinolytR@eHANIELLO et al. (2005).

Les 24 souches isolées sont réparties comme suit :

- La flore bactérienne, est composée de souches appartenant auxBgeihes (L0 souches)
Pseudomonagl souche)Acetobacter(1 souche)lLeuconostoq?2 souches)Pediococcus (2
souches) dtactobacillus(2 souches).

- Parmi les levures, les genres identifies sétttodotorulall souche)Cryptococcugl souche),
Candida (1 souche)Endomyceg1 souche) et les moisissures sont représentées par le genre
Rhizopug1 souche) et I'espécAspergillus niger (1 souche).

Ce résultat confirme bien le caractere pectinolytique des souches de ces genres.

Les quarante deux souches isolées et identifiées a partir des échantillons de lait et de
olives noires sont utilisées pour I'étude de la mise en évidence de I'activité pectinolytique. Dans
le premier volet du troisiéme chapitre, différents tests basés sur la dégradation du substrat pectil
dans le milieu MP5 sont réalisés. lls ont permis de distinguer huit souches appartenant au
genresBacillus (ONB13), Lactobacillus(LLb6), LeuconostogLLnl et OVLN9), Streptococcus
(LSc2),PediococcuglLP5), Rhodotorula(ONRN9) etAspergillus(ONAs14). Elles ont montrées
des potentiels les plus élevés de dégradation de la pectine. Le deuxieme volet est consacré
I’évaluation de l'activité polygalacturonase par le dosage du sucre réducteur selon les technique
Nelson (1944) et de Somogy (1952). Les résultats ont permis de différencier les souche:
productrices de polygalacturonase. Parmi les genres de bactéries lactiques isolées du lait cru, |
souches appartenant aux gerireaconostoc, Lactococces Streptococcugt la souche LP5 du
genrePediococcusproduisent I'enzyme PG. Tandis que les souches du g@wctebacilluset
Enterococcusn’ont pas cette activité. Parmi les souches isolées des olives noires et vertes
'ensemble des souches du gemacillus posséde une PG active. Tandis que, l'activité
enzymatique de la souche ONAsI¥spergillus niger)est la plus active. Alors que celle des
souches ONLn1, OVP1, OVCa4 et OVEN2 est faible.
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Dans le quatrieme chapitre, I'établissement des cinétiques a permis de quantifier la
production d’enzyme des huit souches sélectionnées et de différencier des catégories en foncti
de leur comportement dans le milieu MP5. Chez les bactéries, les souches OVLb6, LLc7 et LSc:
se développent trés rapidement mais leur synthése enzymatique est tres faible. La souche ONI
se multiplie lentement et produit moins d’enzyme. Tandis que LLn1 produit moins de cellules,
mais son activité enzymatique est plus importante. Chez les champignons, la souche ONRh
nécessite un temps de culture plus important avant la synthése de I'enzyme. Son développeme
cellulaire est plus lent par comparaison a ONAs14.

Parmi les huit souches, ONAs14, ONRh9 et LLnl se caractérisent par une quantité d’enzym
plus élevée que les autres souches. Les souches ONRI9 et LLn1 ont été sélectionnées pour é
étudié sur le milieu MAPG5 contenant comme seule source d’énergie l'acide
polygalacturonique. Tandis que la souche ONAs14 est écartée car son activité polygalacturona:
est déja connue.

Les influences de la concentration du substrat ont permis d’obtenir, avec la souche
ONRNh9, les productions de biomasse et de PG sont proportionnelles a 'augmentation de .
concentration en APG. L'activitt PG est maximale & 10'gAvec la souche LLnl la
production de cellules est favorable dans une large gamme de concentration en APG; alors gt
I'enzyme est beaucoup plus active avec 3g.L

Les résultats de l'influence du pH sur la production de biomasse et de PG chez ONRh9 e
LLn1 ont montré que les deux souches ne tolérent pas des valeurs de pH extrémes et I'activil
optimale de leur PG est située dans des zones de pH proches de la ndwdrpltéoptimum
obtenu par la souche ONRN9 est égal a 6 et celui déterminé par la souche LLn1 égal a 5,5.

Les cultures en fermenteur a pH contrélé et a pH non contrdlé montrent :

- Avec ONRNh9, le contréle du pH maintient les niveaux d’enzyme et de biomasse a des valeur
proches de leur valeur optimale. Avec la south®él, le contrble du pH augmente les
productions d’enzyme et de biomasse pendant 20 h de culture.

- Avec le pH non contrdlé, les productions maximales d’enzyme et de cellules des deux souche

sont trés limitées dans le temps.
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Les cellules des deux souches observées au microscope a fluorescence présentent
-Chez la souche ONRh9, la méme morphologie cellulaire est constatée dans les deux milieux c
cultures utilisés. Elles sont aussi nombreuses dans le milieu Saboureaud que dans le milie
MAPGS.
- Chez la souche LLn1, les cellules cultivées dans le milieu MAPG5 apparaissent plus petites
isolées pour la plupart et moins fluorescentes. Alors que, I'observation microscopique de lg
méme souche mais cultivée dans le milieu de Mayeux, révele des cellules plus abondantes

plus fluorescentes.

Notre étude a montrée que la souche ONRh9 isolée de I'échantillon ONCS et appartenar
au genreRhodotorulapossede une PG trés active. Ce résultat confirme celui de VAUSGHIN
(1969) qui eux aussi avaient isolés a partir d’olives vertes conservées dans l'eau salée, tro
especes productrices de Fghodotorula glutinis var. glutinis, Rhodotorula. minuta var. minuta

et Rhodotorula. rubra)

Le résultat le plus marquant de notre travail est la production d’enzyme PG en quantité
importante chez la souche LLnl. Cette souche est isolée des échantillons de lait et elle e
identifiee a Ln. mesenteroides subsp. dextranicuBn effet peu de travaux ont montré
I'existence de l'activité PG chez les espéces du gesueonostoet seulJUVEN et al. (1985) a

démontré la production de PG chez les especksutmnstoc mesenteroides.

A la suite de ce travail, nous envisageons les perspectives suivantes :

- L’identification de I'ensemble des souches productrices d’enzyme PG par des techniques d
biologie moléculaire (G-C%, ADN 16S ou par hybridation) ainsi que la purification de I'enzyme
PG produite par les souches LLn1 et ONRh9.

- La mise en évidence et la caractérisation des autres enzymes permettant la dégradation totale

la pectine.
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Figure 3. Principales unités glucidiques constituant lestarres pectiques (http:// www.
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ANNEXES

ANNEXES II. Milieux de cultures utilisées pour I'étude des bactéries lactiques isolées du

lait cru

1. Les milieux de cultures destinés pour le dénombrement des bactéries lactiques

e Milieu M17 (TERZAGHI et SANDINE, 1974) :

Peptone papainique de soja 549 B-Glycérophosphate de sodium 19 ¢

Peptone pepsique de viande 25¢g Sulfate de magnésium, 7H20 0,25¢

Peptone trypsique de caséine 250 Acide ascorbique 0,509

Extrait de viande 5 g Agar-agar 15 g

Extrait de levure 25¢ Eau distillée gsq 950 mL
pH 7,2

Le milieu est stérilisé a 121°C durant 15 min. La solution de lactose est préparée dans I'eau distillée .

raison de 5 g dans 50 mL Elle est stérilisée a 110 °C durant 15 min et ajoutée au milieu.

e Milieu MRS (MAN et al, 1960):

Peptone 10g Acétate de sodium 59
Extrait de viande 10g Citrate d’'ammonium 29
Extrait de levure 59 Sulfate de magnésium 29
Tween 80 1mL Sulfate de manganése 0,005 ¢
Phosphate dipotassique 29 Agar-agar 59
Eau distillée gsq 800 mL
pH 6,5

Le milieu est stérilisé & 121°C durant 15 mn a I'autoclave. 20 g de glucose sont dissous dans 200 ml

d’eau distillée, stérilisés a 110 °C durant 15 min et ajouté au milieu.

e Milieu de Mayeux (GUIRAUD 1998) :

Tryptone 10g Glucose 59

Extrait de levure 59 Gélatine 2549

Saccharose 100 g Agar-agar 159

Citrate de sodium 1g Eau distillée gsq 1000 mL
pH 6,5

Apres la stérilisation du milieu & 115 °C durant 15 min ; 10 mL d'une solution dans I'eau d'azide de
sodium stérile a 7,5 mg/mL sont rajoutés.
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2. Les milieux de cultures utilisés pour l'identification des bactéries lactiques
(GUIRAUD 1998)

e Naylor et Sharpe:

Peptone 10g Chlorure de sodium 5¢

Extrait de viandes 10g Glucose 59

Extrait de levure 39 Eau distillée gsq 1000 mL
pH 7

Le milieu est réparti en tubes a essais et stérilisé a 120 °C durant 15 min. 15 g d’Agar-agar sont ajouté

Lorsque le milieu est utilisé a I'état solide.

e Gélose au tellurite de potassium :

Extrait de viande 10g Glucose 50
Extrait de levure 39 Gélose 20¢g
Peptone 10g Eau distillée gsq 1000 mL
Chlorure de sodium 59

pH 7

Le milieu est stérilisé a 120 °C pendant 15 min puis 50 mL d’une solution stérile de tellurite de potassiurr
a 0,8 %.

e Gélose nutritive ordinaire :

Peptone 10 g Agar-agar 15¢g
Extrait de viande 50 Eau distillée gsq 1000 mL
Chlorure de sodium 59

pH 7,2

Le milieu est stérilisé & 120 °C pendant 20 min

e Gélose bile-esculine :

Extrait de viande 30 Bile de bceuf 40 ¢
Peptone de viande 509 Gélose 145¢
Esculine 1lg Eau distillée gsq 1000 mL
Citrate ferrique 0,59 pH 6,6

Apreés stérilisation & 120 °C durant 15 min, 5 % de sérum stérile sont ajouté au milieu.
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e Milieu lait tournesolé :

Teinture de tournesol a 4 % 10 mL
Lait écrémé gsq 1000 mL
Le milieu est réparti dans des tubes a essais, stérilisé a 110 °C durant 5 min et utilisé 2 jours aprés

préparation. Au moment de son emploi le milieu est chauffé a 100 °C pendant 20 min.

e Milieu TTC-Tergitol :

Extrait de viande 59 Bleu de bromothymol 0,05¢
Extrait de levure 69 Gélose 14 ¢
Peptone 10g Eau distillée gsq 1000 mL
Lactose 2049

pH 7,2

Le milieu est autoclavé a 115 °C durant 20 min. 50 mL de la solution de chlorure de 2-3-5
triphenyltetrazolium (TTC) a 0,05 % et 50 mL de la solution de Tergitol (polyoxyéthyléne alcool) a 0,2 %

stérilisé par filtration sont ajoutés au milieu.

e Milieu de fermentation des sucres par les souches du geancenostoc

Peptone 15¢ Pourpre de bromocrésol 0,02g
Extrait de levure 69 Eau distillée gsq 1000 mL
Chlorure de sodium 59

Le milieu est réparti en tube a essai, stérilisé a 115 °C durant 15 min et avant emploi 1 mL de la solutiol

de sucre stérile utilisée a la concentration final 0,5 %, est ajoutée par tube.

e Milieu Cystine-Trypticase de fermentation des sucres par les souches des Sfegpéscoccus,

Enterococcu®t Lactococcus

Cystine 0,59 Rouge de phénol 0,017 g
Trypticase 209 Gélose 259
Chlorure de sodium 5¢ Eau distillée gsqg 1000 mL
Sulfite de sodium 0,59

pH 7,3

Le milieu est réparti en tube a essai, stérilisé a 115 °C durant 15 min, additionnée de

1 mL de la solution de sucre a tester utilisée a la concentration final 0,5 % puis solidifié en culot.
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e Milieu de fermentation des sucres par les souches du geciebacillus:

Peptone 15¢ Rouge de chlorophenol 0,0005 g

Extrait de levure 5¢g Gélose 1g

Tween 80 1mL Eau distillée gsq 1000 mL
pH 6,4

Le milieu est réparti en tubes a essais, autoclavé a 115 °C pendant 10 min et avant emploi, 1 mL de

solution de sucre utilisée a la concentration finale 0,5 % est ajoutée.

e Bouillon de Mac Cleskey :

Tryptone 169 Phosphate dipotassique 159
Extrait de levure 8¢ Glucose 804g
pH 7

Le milieu est réparti dans des tubes a essais, stérilisé a 120 °C durant 15 min. Aprés inoculation, 4 mL ¢
gélose blanche sont ajoutés dans chaque tube. La gélose blanche est préparée avec 15 g de gél
complété avec 1000 mL d’eau distillée, le pH est ajusté & 7 puis le milieu est stérilisé & 120 °C pendant 2
mn.

ANNEXE Ill. Milieux de cultures utilisées pour lisolement et lidentification des
microorganismes pectinolytiques a partir des olives noires et vertes

1. Composition du milieu de culture MP5ATLAS, 1995) :

e Milieu de base : e Solution minérale :

Na,HPO, 649 FeSO4 0,1 %

KH,PO, 44 MgSO, 7H,0 0,1%

(NH,).SO, 29 CaClL, 2H,0 0,1 %

Extrait de levure 19 $BO; 0,001 %

Eau distillée qsq 100 mL MnQ®,0 0,001 %
ZnSQ, HO 0,007 %

e Solution de pectine (DM 72 %) : CUS6H,0O 0,005 %

Pectine de citron 59 MaO 0,001 %

Eau distillée  gsq 100 mL Eau distillée gsq 250 mL

Gélose blanche :

Gélose 159

Eau distillée  gsq 500 mL




ANNEXES

La pectine de citron est diluée dans 100 ml d’eau distillée pendant 12 h a 4 °C puis elle est ajoutée &
milieu de base en tenant compte de la concentration des produits et de la quantité finale d’eau distillée g
constituent ce milieu. La Solution minérale est composée de 1 mL de chaque élément et le tout e:
complété par 250 mL d’eau distillée. Lorsque le milieu est utilisé sous forme liquide, il est complété tout
simplement avec de I'eau distillée.

Le milieu utilisé a I'état solide est complété avec la solution de gélose blanche a 1,5 %. Lorsque le miliet
est semi solide, la solution de gélose blanche ajoutée est égale a 0,5 %.

Le mélange des solutions est réalisé a la température de 45 °C. Le milieu synthétique final est stérilisé

121 °C durant 15 min puis ajusté a pH 5.

2. Composition des milieux de cultures utilisés pour I'identification des souches

(GUIRAUD, 1998)

e Bouillon nutritif utilisé pour le test de la thermorésistanceBhesllus:

Peptone 10g Sulfate de manganése 0,04 ¢

Extrait de viande 50 Eau distillée gsq 1000 mL
pH 7,2

Le milieu est réparti dans des tubes a essais et stérilisé a 120 °C durant 20 min.

e Milieu de Hugh et Leifson utilisé pour I'épreuve d’oxydation-fermentation &taghylococcuset

Micrococcus

Peptone trypsique 29 Bleu de bromothymol 0,039

Chlorure de sodium 59 Gélose 259

Phosphate dipotassique 0,39 Eau distillée asq 1000 mL
pH 7,1

Le milieu est réparti dans des tubes a essais, stérilisé & 120 °C durant 15 min. Avant son emploi, 1 m

d’une solution stérile & 10 % de glucose est ajouté dans chaque tube.

e Milieu mannitol mobilité met en évidence la dégradation du mannitol chez les sous groupes des genre:

Staphylococcust Micrococcus.

Peptone 20g Rouge de phénol 0,04 ¢
Nitrate de potassium 1g Gélose 49
Mannitol 29

pH 8,1

Le milieu est réparti dans des tubes a essais, stérilisé a 120 °C durant 15 min.
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e Bouillon de culture utilisé pour mettre en évidence les bactéries acétiques :

Extrait de levure 10g Carbonate de calcium 20g
Glucose 100 g Eau distillée gsq 1000 mL
Le milieu est réparti dans des tubes a essais et stérilisé a 120 °C pendant 15 min.

e Milieu King A pour caractériser lddseudomonas

Peptone 209 Chlorure de magnésium 149

Glycérol 10 mL Gélose 159

Sulfate de potassium 109 Eau distillée gsq 1000 mL
pH 7,2

Le pH du milieu est ajusté avec de la potasse a 10 %. Il est réparti dans des tubes a essais, stérilisé a .
°C pendant 20 min et solidifiés en position inclinée.
e Gélose dextrose sorbitol mannitol (DSM) utilisé pour différencieAte&tobacteetles

Gluconobacter

Peptone 10g Glucose 1g
Extrait de levure 39 Sorbitol 1g
Lactate de calcium 1g Mannitol 1g
Phosphate monopotassique 1g Désoxycholate de sodium 0,1g
Sulfate de magnésium 0,02 ¢ Pourpre de bromocrésol 0,03 g
Cycloheximide 0,004 g Gélose 15¢

Eau distillée gsq 1000 mL

Le milieu est autoclavé durant 15 mn & 120 °C puis acidifier a pH 4,3 par 1,5 ml d’acide chlorhydrique
(10 %).

e Bouillon & I'extrait de levure et de glucose (YG = YEG) utilisé pour la croissance des levures :

Extrait de levure 59
Glucose 59
Eau distillée gsq 1000 mL

Le milieu est répartir dans des tubes a essai et stérilisé a 120°C pendant 15 minutes.

3. Les colorants utilisés pour observer les moisissures au microsco(@OTTON et al.,

1985)

e Solution au lactophénol utilisé pour observer la morphologie :

Phénol pur cristallisé 100g Glycérol 100 mL

Acide lactique 100 mL  Eau distillée gsq 100 mL

Le phénol est dissout dans I'eau a froid avant d’ajouter I'acide lactique et le glycérol.
7



ANNEXES

ANNEXE IV. Les solutions utilisées pour la réaction colorimétrique permettant le dosage
de l'activité PG

e La solution A :

NaSQO, anhydre 200 g NaHgéanhydre 20g
Na,CO; anhydre 25¢ Eau déionisée gsp 1000 mL
Tartrate double Na-K 25¢g

Les produits sont versés en pluie sur 800 mL d’eau déionisée chaude et ajusté a un litre. La solution e
filtrée puis conservé entre 30 et 35 °C pour éviter sa recristallisation.

e La solution B :

CuSQ 5 H,0 30¢g
H,SO, concentré 4 gouttes
Eau déionisée qsp 200 mL

La solution C : Cette solution est préparée avec 25 mL de la solution A et 1 mL de la solution B. La
guantité préparée dépend du nombre d’échantillon a traiter et elle doit étre utilisée juste au moment d
dosage.

e La solution D :

(NH4)6 M07 024, 4 HO (dissous dans 800 mL ,®) 5049
H,SQO, (concentré et versé rapidement) 42 mL
NaH As Oy, 7 HO (dissous dans un peu d’eau) 649
Eau déionisée gsp 1000 mL

Les éléments suivants doivent étre ajoutés dans l'ordre Le tout est complété par un litre d’eau distillée
La solution D est transvasée dans une bouteille opaque puis chauffer durant 3 h a
55 °C (ou 24 h a 37 °C).



ANNEXE V.

LLb6

LLn1

LLc13

LP3

LP5 LP8 - LSc2

LEc8 LEC16

Témoin : Milieu non ensemencé coloré au bleu de
méthyléne

Figure 20.Activité pectinolytique révélée au bleu de méthyléne des bactéries lactiques isolées
des échantillons de lait cru.
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ANNEXE V.

ONCr10 ONAs14

Témoin : Milieu non ensemencé et coloré
au bleu de méthyléne

Figure 21.Activité pectinolytique révélée au bleu de méthyléne des souches isolées des
échantillons d’olives noires.
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ANNEXE V.

OVB11

OVLb7

OVP10

OVCa4 OVEN2 OVRi8

Témoin: Milieu non ensemencé coloré
au bleu de méthyléne

Figure 22. Activité pectinolytique révélée au bleu de méthylene des souches isolées des
échantillons d’olives vertes
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RESUME

Soixante six souches sont isolées a partir de 18 échantillons de lait de vache appartenant & s
stations d’élevage de la région de Constantine. Leur identification nous a permis d’obtenir les espece
suivantes : & thermophilus, Ln. lactid,n. mesenteroides subsp. dextranicum,lactis subsp. lactid,c.
lactis subsp. cremorigkc. faeciumEc. feacalisEc. duransPc. pentosaceusPc. parvulusPc. urinae
equi Pc. acidilactici, Lb. cellobiosusLb. plantarum Lb. acidophilus Lb. delbrueckii/ delbrueckiiLb
breviset Lb acidophilus Vingt quatre souches sont isolées des échantillons d’olives noires et vertes. Le
milieu de culture MP5 (a 0,5 % de pectine) utilisé a permis d’obtenir une flore tres variée et capable de
dégrader le substrat pectine. Les souches obtenues appartiennent aux Baaitks: Leuconostoc
Pediococcus, Lactobacillus, Rhodotoru@ryptococcusCandida, Endomyces, Rhizopes Aspergillus
niger.

Les différents tests de mise en évidence de l'activité pectinolytique réalisés sur les quarante deu
souches ont permis de distinguer huit souches appartenant aux Becitiess (ONB13), Lactobacillus
(LLb6), Leuconostoc(LLnl et OVLN9), Streptococcus(LSc2), Pediococcus(LP5), Rhodotorula
(ONRhO9) etAspergillus(ONAs14). Elles ont montré des potentiels les plus élevés de dégradation de la
pectine et leur polygalacturonase est la plus active.

Les cinétiqgues de productions de PG et de biomasse réalisées sur le milieu MP5 par les hui
souches ont permis d’obtenir deux souches, ONRidotorulg et LLn1 (euconostot avec des
activités polygalacturonases les plus élevées. Deux paramétres qui caractérisent la production c
polygalacturonase sont étudiés sur le milieu MAPG5 contenant comme seul substrat carboné de l'acid
polygalacturonique. lls montrent que les deux souches ont une activité PG pour des pH équivalents ¢
moins acides. Par contre les concentrations en APG utilisées sont tres différentes. L'optimisation de I
production de I'enzyme, en fermenteur avec les paramétres établis, indique que le contrble du pH perm
aux deux souches de produire une quantité d’enzyme PG plus importante.

L'observation microscopique a fluorescence des cellules de la souche ONRh9 présente la mém
morphologie dans les deux milieux de cultures utilisés. Elles sont aussi nombreuses dans le miliel
Saboureaud que dans le milieu MAPGS5. Les cellules de la souche LLn1 cultivées dans le milieu MAPGE
apparaissent isolées pour la plupart et moins fluorescentes. Alors que, I'observation microscopique de |
méme souche cultivée dans le milieu de Mayeux, révele des cellules plus abondantes et plu

fluorescentes.

Mots-clés : Lait cru — Olives noires et vertes — Bactéries lactiques — Microorganismes pectinolytiques —

Isolement — Identification - Pectine — Acide polygalacturonique -Polygalacturonase.



SUMMARY

Sixty six strains are isolated starting from 18 samples from cow's raw milk in six
breeding stations at Constantine. Their identification enabled us to obtain the following species
Sc. thermophilus, Ln. lactis, Ln. mesenteroides subsp. dextranicum, Lc. lactis subsp. lactis, Lc
lactis subsp. cremoris, Ec. faecium, Ec. feacalis, Ec. durans, Pc. pentosaceus, Pc. parvulus, P
urinae equi, Pc. acidilactici, Lb. cellobiosus, Lb. plantarum, Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii /
delbrueckii, Lb brevis and Lb acidophiluswenty four strains are isolated from the black and
green olive samples. The culture medium MP5 (to 0,5 % of pectin) used made it possible tc
obtain a species very varied and able to degrade the substrate pectin. The strains obtained belc
to the kinds Bacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactobacillus, Rhodotorula, Cryptococcus,
Candida, Endomyces, Rhizomrsd Aspergillus Niger.

The various tests of the pectinolytic activity realized on the forty two strains made it
possible to distinguished eight strains belonging to the Kdatsllus (ONB13), Lactobacillus
(LLb6), Leuconostoc (LLn1 and OVLNn9), Streptococcus (LSc2), Pediococcus (LP5),
Rhodotorula (ONRh9) andAspergillus (ONAs14). They showed the highest potentials of
degradation of pectin and polygalacturonase is most active for them.

The kinetics of productions of PG and biomass carried in the MP5 medium by the eight
strains made it possible to obtain two strains, ONRh9 (Rhodotorula) and LLn1l (Leuconostoc)
with polygalacturonases activities the high ones. Two parameters which characterize the
production of polygalacturonase are studied in the MAPG5 medium. They show that the two
strains have an activity PG for equivalent pH and fewer acids. On the other hand the
concentrations in APG used are very different. The optimization of the production of the enzyme
in the fermentor with the established parameters, indicates that the control of the pH makes |
possible the two strains to produce a quantity of more important enzyme PG.

The cells of the two strains observed under the microscope with fluorescence present &
the ONRhO9 strain, same morphology and are numerous in the two culture media usec
Saboureaud and MAPG5. While at the LLnl strain, the cells cultivated in medium MAPG5
smaller, are isolated for the majority and less fluorescent and in the medium of Mayeux, they are

more numerous and more fluorescent.

Key words: Raw milk- Black and green olives — Lactic acid bacteria - Microorganism’s

pectinolytic - Isolation - Identification - Pectin -Polygalacturonase.
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