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RESUME

Les fruits exotiques présentent une source tres intéressante pour isoler de nouvelles espéces de
bactéries lactiques a intérét technologique, utilisées dans les différentes industries afin d’améliorer

les conditions sanitaires du consommateur.

Le but de notre travail est d’isoler des bactéries lactiques a partir de trois fruits frais exotiques qui

sont : la papaye, le pamplemousse et le fruit de la passion.

Les bactéries ont subi un ensemble d’identifications préliminaires phénotypiques, biochimiques et
technologiques a savoir : la coloration de Gram, la température de croissance, la thermoreésistance, la
résistance a différents pH et différentes concentrations de NaCl, le test catalase et oxydase, le test de
croissance sur le lait bleu de Sherman, le test de Mannitol-Mobilité, la determination du type

fermentaire, la propriété protéolytique, le pouvoir aromatisant et 1’activité antibactérienne.

Au final nous avons pu isoler et identifier 4 souches (S2 et S3 de la papaye, S4 du pamplemousse et

S6 du fruit de la passion, présentant les caractéristiques de la bactérie Lactococcus lactis

Mots clés : Bactéries lactiques, Caractérisation biochimique, Caractérisation phénotypique,

Caractérisation technologique, Fruits exotiques.



ABSTRACT

Exotic fruits are a very interesting source for isolating new species of lactic acid bacteria of

technological interest, used in various industries to improve consumer health conditions.

The aim of our work is to isolate lactic acid bacteria from three selected fresh fruits: papaya fruit ,

grapefruit as well as passion fruit .

The bacteria underwent a series of preliminary phenotypic, biochemical and technological
identifications (Gram staining, growth temperature, thermoresistance, resistance to different pH and
NaCl concentrations, catalase and oxidase test, Sherman's blue milk growth test, Mannitol-Mobility

test, proteolytic property , Flavouring power and the anti-bacterial activity ).

In the end we were able to isolate and identify 4 strains (S2 and S3 from papaya, S4 from grapefruit

and S6 from passion fruit), presenting the characteristics of the bacteria Lactococcus lactis .

Key words: Lactic acid bacteria, Biochemical characterization, phenotypic characterization,

Technological characterization, exotic fruits.
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Introduction




Introduction

Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogéne de microorganismes produisant de l'acide
lactigue comme produit principal du métabolisme. Elles colonisent de nombreux produits
alimentaires comme les produits laitiers, la viande, les végétaux et les céréales et font partie de la
flore intestinale et vaginale humaine ou animale. Elles sont impliquées dans un grand nombre de
fermentations spontanées de produits alimentaires (Stiles et al., 1997), ce qui a conduit a la
reconnaissance de leur statut GRAS (Generally Recognized As Safe). Actuellement, les bactéries
lactiques regroupent treize genres bactériens différents: Lactobacillus, Bifidobacterium,
Leuconostoc, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Carnobacterium,
Oenococcus, Weissella, Aerococcus, Tetragenococcus et Vagococcus (Klaenhammer et al., 2005).

Elles sont principalement utilisées en tant que starter dans les produits alimentaires fermentés
ou elles permettent de développer certaines caractéristiques organoleptiques et d'augmenter la durée
de conservation. En effet, les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés
antimicrobiennes tels que les acides organiques, le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de carbone, la

reutérine, le diacétyl et les bactériocines (Hugenholtz et al., 1999).

Les bactéries lactiques sont trouvées aussi dans les fruits tels que les fruits exotiques c’est
derniers sont issu des pays tropicaux ou le climat tropical est chaud et humide. La grande majorité
de la liste des fruits exotiques proviennent des pays latins, d’ Afrique et d’Asie. Parmi les plus connus
consommes et appréciés, nous retrouvons : fruit de la passion, le pamplemousse et fruit de papaye
.... Etc. Les fruits exotiques sont souvent riches en vitamine C. La vitamine C est connue pour réduire
la fatigue, elle contribue également au fonctionnement normal des systemes nerveux et immunitaires
ainsi qu’a la formation du collagéne. IIs contiennent également beaucoup d’antioxydants et sont
composés par les pigments (caroténoides, anthocyanes) qui apportent la couleur aux fruits mais
également par les polyphénols. lls conféreraient des propriétés bénéfiques sur la santé, en limitant le
développement des maladies cardiovasculaires, du diabete de type 2 et des syndromes métaboliques

et du cancer (Klaenhammer et al., 2005).

Les bactéries lactiques peuvent ameéliorer les propriétés nutritionnelles, sensorielles et de
conservation des fruits tropicaux par la fermentation lactique. Elle peut améliorer la conservation des
composés phénoliques et l'activité antioxydante des fruits, contrairement a d'autres procédés. Cela
s'explique par la libération de ces composés et la production d'exopolysaccharides (EPS) par les
bacteries (Izquierdo et al., 2009).

La production d'EPS est fortement dépendante du fruit fermente et de la souche utilisée. Elle

peut étre stimulée par I'ajout de saccharose pour I'ananas ou un pH de 6 pour la mangue. Les jus de
1
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Introduction

fruits lacto-fermentés pourraient avoir des effets bénéfiques sur le métabolisme énergétique,
I'inflammation et le stress oxydant chez les mammiferes, grace aux composes phénoliques et EPS. Ils

pourraient aussi avoir un effet prébiotique sur le microbiote intestinal (Izquierdo et al., 2009).

Des etudes sur la diversité microbienne de niches et environnements inexplorées ont conduit

a l'isolement d'un nombre infini de nouvelles especes bactériennes, qui peuventprésenter des
propriétés technologiques et/ou benéfiques pour la santé.

Le but de notre travail est 1’isolement et I’identification de bactéries lactiques a partir de fruits frais
. la papaye, le pamplemousse et le fruit de la passion. Qui sont riches en Vitamines comme la

Vitamine C et A, minéraux et fibres et pauvres en protéines, avec un pH légerement acide constituant
ainsi un milieu adéquat pour la prolifération de ces derniéres.
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1. Généralités sur les bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes trés répandues dans la nature. On les
retrouve dans le sol, sur les végetaux, elles jouent un r6le important dans notre santé car elle constitue
une fraction majeure de notre flore intestinale et tapissent les muqueuses nasales buccales et
vaginales, contribuant ainsi a nous protéger contre 1’invasion des germes pathogenes.
(Klaenhammer et al, 2005).

Les bactéries lactiques sont des micro-organismes de catégorie alimentaire qui jouent un role
essentiel dans la fermentation des matiéres premiéres animales et vegétales. Elles occupent des niches
écologiques extrémement variées. Leur capacité a fermenter les hydrates de carbone et, a un moindre
degré, de dégrader les protéines et les lipides mene a la synthése d'une large gamme des composés,
tels que les acides organiques, les peptides, les composés antimicrobiens et aromatiques et les exo
polysaccharides. Ces métabolites peuvent contribuer aux caractéristiques organoleptiques,

technologiques et nutritionnelles des aliments fermentés (Hamidi Chadia , 2017) .
2. Historique :

L’utilisation de la fermentation par I’Homme remonte a des temps trés anciens. Les premiers
produits fermentés ont certainement été obtenus par acidification spontanée des jus végétaux (vins,
biéres...) ou par contamination naturelle du lait (yaourts, fromages...). Les premiéres preuves de
I’existence des produits laitiers fermentés remontent a 8000 ans avant JC dans le croissant fertile au
Moyen Orient (plaines du Nil, du Jourdain, de I’Euphrate et du Tigre), époque ou les végétaux et les
animaux sont domestiqués (Fox, 1993). La fermentation des végétaux (vins, biéres) et la production
de levain apparaissent entre 4000 et 2000 avant JC chez les Egyptiens. La fermentation est réalisée a
partir de différents types d’aliments : des végétaux (concombres, betteraves, dattes, jus de fruits, Soja,
etc.), des produits animaux (viande, lait) ou du poisson. Elle permet de conserver les aliments mais

aussi de leur donner une saveur différente du produit original.

Il faudra attendre Pasteur et ses travaux sur la fermentation en 1857 pour établir un lien entre
la fermentation lactique et les bactéries. La premicre culture bactérienne pure sera d’ailleurs une
culture de Lactococcus lactis obtenue et décrite par Joseph Lister en 1873 cité par Penaud, (2006).
Metchnikoff isole en 1904 le « bacille bulgare » (Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) présent
dans le yaourt. Il étudie les propriétés acidifiantes des bactéries du yaourt et il développera 1’idée que
les bactéries contenues dans les laits fermentés ont un effet bénéfique sur la santé (Metchnikoff,

1907). 1l plaidera en faveur de I’introduction de produits laitiers fermentés dans le régime alimentaire

3
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et en 1905, les premicres entreprises fabricant du yaourt a partir des souches de I’Institut Pasteur

voient le jour (Bibel, 1988).
3. Définition :

Les bactéries lactiques (BL) sont des étres vivants procaryotes qui partagent un certain nombre
de caracteres permettant de les classifier. Elles sont hétérotrophes, chimioorganotrophes,
généralement immobiles, non-sporulantes, a Gram positif, munies d’oxydase, dépourvus de
cytochromes, de catalase et de nitrate réductase. Elles sont aéro—anaérobies facultatives, ne liquéfient
pas la gélatine et ne produisent ni d’indole, ni d’hydrogéne sulfureux (H2S) (De Roissart et Luquet,
1994).

4. Origine :

La présence des bactéries lactiques est révélée dans de nombreux milieux riches en nutriments,
comme la multitude de produits alimentaires (laits, viandes, et produits et végetaux) (J-lenoir et al.,
1992).

Les especes des genres Streptococcus, Lactococcus ou Leuconostoc se rencontrent plutét chez
les hommes, les animaux et les oiseaux. On peut les isolés de la peau des animaux, des matieres
fécales et les poussiéres, mais aussi de I'ensilage du foin et des grains.

Les espéces de genre Lactobacillus sont encore plus répondues dans la nature, on les trouve
dans les végétaux ou elles assurent I'acidification de I'ensilage. On les trouve aussi dans l'intestin des
animaux et de I'homme car Lactobacillus résiste aux sels biliaires, peu d'espéces ont un caractere
pathogéne. Les espéces du genre Pediococcus ne se rencontrent pratiquement que sur les plantes
(Lenoir et al., 1992).

5. Classification et taxonomie des bactéries lactiques :

La classification des bactéries lactiques repose sur des criteres qui permettent la

différenciation et la caractérisation de multiples espéces, qui sont :
5.1. Criteres morphologiques et biochimiques :

Incluant la disposition et la morphologie des cellules, le type de Gram, le métabolisme des
glucides, des protéines et des lipides, le caractére fermentaire, la synthese des enzymes (protéase) et

des bactériocines, ainsi que la résistance aux bactériophages (Bekhouche, 2006).

5.2. Critéres phylogénétiques :
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Basés sur l'utilisation des méthodes moléculaires, qui sont :

v" L'hybridation de I'ADN qui permet la différenciation des genres et des espéces entre elles
(Bekhouche, 2006).

v' Le pourcentage en bases Guanine + Cytosine% (GC%). Chez les bactéries lactiques il est
généralement inférieur a 50%, bien que certaines especes de Lactobacillus aient un GC%
atteignant 55% (Axelsson, 2004).

v Les bactéries lactiques appartiennent a la classe des Bacilli et de I’ordre des Lactobacillales
et elles rassemblent 6 familles qui sont : Aerococcaceae, Carnobacteriaceae,
Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae et Streptococcaceae (Madigan et
Martinko, 2007).

Oernococcus

Srreprococcus /
" Lenuconosroc
]

Lacrococcrs ]

|
| 22
Enrerococcus, o
Adfelissococcus, F 5
T @rrasernococcIs ),/'
/

Vagococcwus

Carnobacteritar oo ——— SN\

Lacrodbacilius
ZLacrospheara —  __

— N—
Aerococcus P // e = Allolcoccus

Dolosigrariziim

Bifidobacreritarm

FPropilonodbacrerizorn

Figure 1: Arbre consensus, basé sur 1’analyse comparative des séquences ARNr, montrant les
principaux groupes phylogenétiques de bactéries lactiques a faible % G+C et les genres Gram positifs

non reliés Bifidobacterium et Propionibacterium (Holzapfel et al, 2001).
6. Principaux genres des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques regroupent,Lactobacillus, Leuconostoc, Lactobacoccus,
Streptococcus, Pediococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus,

vagococcus et Bifidobocterium .
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6.1. Le genre lactobacillus :

Les bactéries du genre Lactobacillus ont des aspects variés allant du bacille long et fin au
coccobacille en passant par la forme batonnet court ou légérement flexueux. Elles sont Gram positif,
non sporulés, fréqguemment associes en chainettes et habituellement immobiles. Les lactobacilles se

montrent généralement plus résistants au stress acide que les lactocoques (Hammes et VVogel, 1995).

les especes de Lactobacillus utilisées pour la fermentation des céréales et comme Starter pour
la production des produits laitiers fermentés , tel le yaourt qui résulte de la fermentation du lactose
dans le lait par I'association de Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus et Streptococcus salivarius
subsp.thermophilus pour libérer I'acide lactique (Glory et Etienne, 2021), ce dernier inhibe la
croissance des microorganismes indésirables (Maciel, 2003).Cette inhibition augmente la qualité

nutritive et sanitaire du yaourt ainsi que sa durée de conservation. (Aslam, 2010).

Figure 2 : Lactobacillus plantarum (Web1).

9.2. Le genre Lactococcus :

Le genre Lactococcus est de Gram positif, en forme de coques avec un métabolisme homo-
fermentaire produisant exclusivement de I'acide lactique (L+) Elles ont un optimum de croissance
voisin de 30°C et ne poussent pas a pH 9,6 ou en présence de 6,5 % de NaCl Excepté l'espece
Lactococcus garvieae (Ammor, 2007).

Les especes les plus utilisées sont Lactococcus lactis subsp.cremoris et Lactococcus lactis
subsp.lactis qui jouent un role majeur dans I'acidification des fromages par production d'acide lactique
(Li et al. 2020). Elles ont une activité protéolytique et contribuent a la texture par production

d'exopolysaccharides et a la flaveur par production de composés aromatiques(Mc Auliffe., 2018).
6
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Figure 3 : Morphologie en microscope électronique de Lactococcus lactis subsp lactis x1000
(Menad, 2017)

9.3. Le genre leuconostoc :

Elles se trouvent sur les l[égumes dans I'ensilage et les produits alimentaires fermentés tel
que le fromage blanc, la créeme aigre le kéfir, la choucroute et le kimchi (Rezac et al. 2018). Elles
produisent de l'acide lactique (Garvie, 1980) et des polysaccharides qui entrainent une

amélioration de la texture des produits fermentés (Poulsen et al. 2020).

Figure 4 : Leuconostoc lactis observé microscope électronique a transmission (x 10000)
(Bendimerad, 2013).
9-4. Le genre Streptococcus :

L'espéce la plus reconnue est Streptococcus thermophilus qui est percue comme une

bactérie alimentaire (Delorme et al, 2010).
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Figure 5 : Streptococcus thermophilus au microscope €lectronique (Furet et al, 2004).
9.5. Le genre Enterococcus :

Les entérocoques étaient classés dans le genre Streptococcus par Schleifer et Kilpper- Bélz
(1984). Ce genre comprend 13 espéces reconnues. lls hébergent généralement le tractus intestinal de
I’Homme et des animaux (Devriese et al, 1991). De forme sphérique ou ovoide, ils ont la capacité
d'effectuer un métabolisme homofermentaire. Leur énergie est tirée par la dégradation des acides
aminés. Quelques especes de ce genre peuvent produire des polysaccharides. La spécificité des
enterocoques est leur aptitude a croitre en présence de NaCl a 6,5%, un pH égal a 9,6 et a température
entre 10 a 45°C (Schleifer et Kilpper- Balz, 1987).

Figure 6 : Enterococcus faecalis au microscope électronique (Wallace et al. ,2003)
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9.6. Le genre Bifidobacterium :

Les bifidobactéries sont des bactéries Gram positives, anaérobies, hétéro-fermentaires non
mobiles, non-sporulantes (Mattarelli , 2001). les bifidobactéries sont ajoutées en grande nombre
comme bactéries vivantes dans de nombreuses préparations alimentaires avec diverses actions liées

a la santé. (Savadogo etTraore, 2011).

Figure 7 : Bifidobacterium sp (Wallace et al., 2003) .
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1. Les fruits étudies :
1.1. Fruit de la papaye (Carica papaya) :

Le fuit du papayer appelé papaye (Figure08) est une baie, longue del5 a 40cm pour un
diametre de7 a 25 cm, elle posséde une forme ovoide ou arrondie et est marqué d’angle saillants .Son
poids varie de 5009 a 8Kkg. Les fruits sont regroupés par deux ou trois (Fabert ,2011). Le péricarpe
de la papaye passe du vert au jaune- aurangé a maturé. Landocarpe est de couleur orangé, parfois
rouge. La cavité centrale renferme de graines noires ou grisatres, de saveur piquante, contenu dans

un mucilage (Lannuzel, 2009).

Endocarpe

Graine

Péricarpe

Figure 08 : Les constituants du fruit de Figure 09 : Fruit de la papaye

papayer, papaye (carica papaya ). (Prise personnelle).

1.2. La classification de la papaye :

Le Papayer est un petit arbre de trois a dix metres de hauteur, a port de palmier. Son tronc
charnu porte des cicatrices en losanges, empreintes laissées par la chute des feuilles. Il est droit,
cylindrique, nu et couronné d’un bouquet de feuilles. Il s’agit d’un arbre le plus souvent dioique,
c¢’est-a-dire que 1’on retrouve des pieds males et des pieds femelles, mais certaines especes cultivées
peuvent avoir des pieds bisexués, on retrouve alors sur le méme tronc des fleurs males et femelle

(monoiques). Le tronc du Papayer est le plus souvent non-ramifié (Gérard debuigne et al ,2009).

10
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Les feuilles du papayer se présentent sous la forme d’un bouquet terminal a I’extrémité du
tronc. Elles peuvent atteindre jusqu’a 60 cm de long. Elles sont longuement pétiolées (jusqu’a 1 m).

Elles sont palmatilobées avec sept ou neuf lobes (Boullard, 2001).

Pétiole

Fleurs femelles

Fleurs males

Figure 10 : Plants de Papayers solo Figure 11 : Inflorescences du papayer

solo 8 (Fabert, 2011).
En fructification (Yao, 2013).
a : inflorescence femelle

b : inflorescence male

1.3. La composition nutritionnelle du fruit de la papaye :

La papaye est trés riche en eau et pauvre en énergie : ¢’est un fruit rafraichissant, acidulé et

relativement riche en fibres. Elle contient sensiblement plus de caroténoides (Tableau 01).

11
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Tableau 01 : composition et valeurs nutritionnelle de fruit de la papaye (Web 2).

Composition et valeurs moyennes pour 100 g de fruit frais

Energie 40 kcal ou 167 kJ
Eau 80 g
Protides 0,5g
Lipides 0,18
Glucides, dont 78
Glucose 3g
Fructose 18
Saccharose 3g
Fibres 2g
Sodium 3,5 mg
Potassium 200 mg
Magnésium 40 mg
Calcium 22 mg
Manganese 0,02 mg
Fer 0,4 mg
Cuivre 0,02 mg
Zinc 0,05 mg
Phosphore 8 mg
Sérotonine 1,5 mg
Caroténoides totaux, provitamine A 0,2 mg
Vitamine B, (thiamine) 0,03 mg
Vitamine B, (riboflavine) 0,04 mg
Vitamine B; (PP, nicotinamide) 0,3 mg
Vitamine Bs (acide pantothénique) 0,2 mg
Vitamine B, (pyridoxine) 0,02 mg
Vitamine By (Bc, folates) 0,03 mg
Vitamine C (acide ascorbique) 70 mg
Acide malique 30 mg
Acide citrique 60 mg
Acide salicylique 0,1 mg

1.4. La richesse en bactéries lactiques :

Le fruit de la papaye est riche en bactéries lactiques appartenant aux genres

suivants (Monique zagorec et al ,2012) :

Leuconostoc ,Lactococcus ,Weissella ,Lactobacillus et Fructobacillus.
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2. Le pamplemousse :

2.1. Généralités et définitions du pamplemousse « Citrus paradisi »

Le capitaine anglais de la Compagnie des Indes orientales, Philip Shaddock, aurait apporté
des graines de pamplemousse indonésien a la Barbade en 1649. L'espece s'est répandue dans les
Caraibes et a produit des fruits plus petits que l'original. En effet, le pamplemousse est un agrume
hybride. 1l est né dans les Caraibes d'un croisement entre un pomelo et une orange douce (Spiegel et
Goldschmidt, 1996). Le pamplemousse est également connu sous le nom de citron de la Barbade, ou
Shaddock en anglais (Tonelli et Gallouin, 2013) (Figure 12).

Figure 12 : Fruit de pamplemousse (prise personnelle).
2.2. Description botanique :

Le pamplemoussier est un grand arbre qui peut atteindre 10 metres de haut et 8 metres de large.
Les feuilles sont ovales, avec un bord lIégérement denté vers I'extrémité pointue, et elles ont un pétiole
ailé en forme de cceur. Les feuilles sont des Rutacées, comme celles de la plupart des arbres de la
famille des Rutacées.(Tonelli et Gallouin, 2013). Le pamplemousse est le plus grand des agrumes,
mesurant 15 a 30 centimétres de diamétre et pesant plusieurs kilos. De forme piriforme, sa peau est
lisse ou granuleuse, de couleur jaune clair a verte, et épaisse. Sur cette peau, on trouve de nombreuses
poches d'essence, qui sont colorées par des caroténoides visibles a 1'ceil nu. Son albédo (peau blanche
sous I'écorce du fruit) est important et comporte 16 a 18 quartiers bien séparés. La pulpe peut étre
blanche, rose, voire plus colorée selon les espéces. Elle présente une variété de gros pépins ovoides

et pointus qui sont mono-embryonnés. (Dupont et Guignard, 2015).
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Ecorce

—Péricarpe
"~pépins
Figure 13 : Les constituants de fruit Figure 14 : Arbre de fruit de
de pamplemousse (Web3). pamplemousse (Web4).

2.3. La composition du fruit de pamplemousse :

Selon Morton (1987), des analyses réalisees en Californie, au Texas, en Floride, a Cuba et en

Amérique centrale ont révélé la composition biochimique moyenne du pamplemousse.

Tableau 02 : Composition biochimique moyenne du pamplemousse (Morton, 1987).

Composition pour 100g Pulpe Jus Ecorce
Calories (Kcal) 34,4-46,4 37-42 316

Humidité (g) 87.5-91.3 89.2-90.4 g 174 ¢
Protéines (g) 0.5-1.0 04-05¢g 04g
Lipides (g) 0.06-0.20 0.1g 03¢g
Glucides (g) 8.07-11.5 8.8-10.2 g 80.6 g
Fibres (g) 0.14-0.77 traces 23¢g
Cendre (g) 0.29-0.52 02-03g 13g

2.4. La richesse en bactéries lactiques :

Le fruit de pamplemousse est riche en bactéries lactiques tels que : Le Lactobacillus pentosus.
Lactobacillus paraplantarum. Lactobacillus plantarum (Emerenini et al. 2013).

14
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3. Fruit de la passion :

Le fruit de la passion (FP) dont le nom botanique est le Passiflora edulis, est le troisieme fruit
tropical le plus important apres la mangue et I'ananas (Anderson et al., 2022). Il est connu comme le
« roi des jus de fruits » et des « fruits épicés » car il a I'ardme de plus de 130 fruits, dont la pomme,
la goyave, la banane, la fraise, la mangue, I'ananas, etc. (Xin et al., 2021 ).Le fruit de la passion doit
son nom a la fleur dont il est issu : la passiflore. Ce terme apparait en francais vers 1808. Il vient du
latin : Flor (fleur) et Passio (passion). De la famille des Passifloraceae . Les especes du genre
Passiflora sont largement cultivées dans les régions tropicales et subtropicales de la planete (Zeraik
etal ., 2010) et leur estimation varie entre 520 et 700 (Feuillet ., 2004). Ces especes offrent également
un intérét ornemental, du fait de la forme singuliere et spectaculaire de leurs fleurs, et certaines sont
exploitées pour leurs propriétés sédatives, antispasmodiques, antibactériennes ou anti-insectes (Perry
etal ., 1991).

Figure 15 : Fruit de la passion jaune Passiflora edulis forma flavicarpa (Prise personnelle).
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3.2. Classification botanique du Passiflora caerulea (L.) : ou (passiflore bleue) (SAKHRAOUI
Nadjah ,2022).

Tableau03 : classification botanique du Passiflore caerulea (L.)

Nom botanique Passiflora coerulea

Famille Passifloraceae — Passifloracees

Genre Passiflora — Passiflores

Classe Magnoliopsida — Dicotylédone, plantes a fleurs
Ordre Malpighiales — Malpighiales

3.3. La composition du fruit de la passion :

La composition chimique des différentes passiflores est présentée dans le tableau 1 (Chan,
1980). La pulpe des passiflores possede une forte teneur en glucides et en phosphore. Le maracuja
jaune contient une quantité importante d'amidon, de l'ordre de 2,4 %, qui augmente la viscosité du
jus et géne la transmission de la chaleur pendant la pasteurisation et la concentration, surtout quand
la température de gélatinisation est dépassée (Idarraga, 1992). Les maracujas et la curuba ont des
teneurs élevées a tres élevées en provitamine A. Les maracujas et, surtout, la curuba sont d'excellentes

sources de vitamine C. Les teneurs en riboflavine et en niacine sont également intéressantes.
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Tableau 04 : Composition de 100 grammes de pulpe pour les cing especes de passiflores les

plus répandues, d'apres Bernai et al ., 1992

Maracuja Maracuja  Grenadille  Barbadine
pourpre JAUNE " de montagne (P. quadran-

P. edulis) , £ €dulls (p jiayjais fari
(P. edulis) ¢ ﬂavicarpa)( igularis) gularis)

Curuba
(P. mollissima)

Eau (g) 75-85 80-87 79-86 78-88 92
Protéines (g) 0,4-2,2 0,7 0,47-1,1 0,3-0,9 0,6
Lipides (g) 0,1-0,7 0,2 0,1-1,5 0,2-1,2 0,1
Glucides (g) 13-21,2 13,7 12 10,1 6,3
Cendres (g) 0,3-0,8 0.5 0,9-1,3 0,8-0,9 7
Calcium (mg) 3,6-13 4 7-13,7 9-10 4
Phosphore (mg) 12,5-64 25 30-78 22-40 20
Fer (mg) 0,2-1,6 0,4 0,8-1,56 0,6-3 0,4
Vitamine A (Ul) 700-1310 2410 0 70 1700
Riboflavine (mg) 0,1-0,15 01 0,1-0,12 0,1 0,03
Niacine {mg) 1,5-1,7 2,2 1,8-2,1 2,7-15,3 2,5
Vitamine C {mg) 30 16-29 20-28 14-20 64-70
Energie (kCal) 51-90 53 46-80 4] 25
Fibres (g) 0 0,2 0,3-5,6 0-3,6 0,3

10.3.6. La richesse en bactéries lactiques :
Le fruit de passion est trés riche en bactéries lactiques qui sont : Bacillus subtilis strain ,Bacillus

Wiedemanni, Bacillus cereus,Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium (lif Hanifa Nurrosyidah et
al .,2020.)

17



&

6\

Materiel
Et
Méthodes
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1. Matériel :
1.1. Provenance des échantillons utilisés :

Nous avons utilisé trois (3) fruits frais exotiques qui sont: fruit de la papaye, fruit du

pamplemousse et le fruit de la passion. Le tableau suivant porte le lieu et la date d’achat des fruits
utilisés :

Tableau05 : provenance et date d’achat des fruits.

Echantillons Lieu d’achat | Datte d’achat

Fruit de la

papaye Wilaya de
Tlemcen
(Maghnia)
Le
20/02/2024

Fruit de la

passion

Fruit de | Wilaya de

pamplemousse Skikda
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1.2. Les souches bactériennes cliniques.
Pour la mise en évidence de l'activité antibactérienne des bactéries lactiques nous avons utilisés
quatre (4) souches pathogénes. Ces souches sont connues par leurs pouvoirs pathogénes pour

I’Homme et I’animal. Et qui sont cités dans le tableau 06 avec leurs Gram et origine :

Tableau 06 : les souches pathogenes utilisées.

Les souches pathogénes Gram Origine
Escherichia coli Négative
Staphylococcus aureus Positive Laboratoire  des  analyses
microbiologique de I’hdpital prive
Streptococcus sp Positive NISOMED.
Klebsiella sp Négative
2. Méthodes :

2.1. Préparation des échantillons :

Les échantillons des fruits utilisés dans notre travail expérimental sont : fruit de la papaye,
fruit de pamplemousse et fruit de la passion. Ces fruits sont été lavés, coupés puis pesés (25g) et
finalement écrases (Figure 16).

19



Matériel et Méthodes

Ringage

]

Découpage

Pesage

4

Encrassage

Figurel6 : Les étapes de préparation des échantillons.
4.2. Préparation de la solution mere et des dilutions décimales :

Une quantité de 25g d’échantillons a été mélangée avec 25 ml d’eau pennée stérile dans un
sac Stomacher (sac de congulation stérile) puis nous avons fait une agitation manuelle de ce mélange
pendant 1 min pour 1’obtention de la solution mere. Ensuite nous avons préparées des dilutions

décimales jusqu’a10™ a partir de la solution mére.

A I’aide d’une micropipette un volume de 1 ml de la phase aqueuse est prélevé et introduit
dans un tube a essai contenant 9 ml d’eau peptonée stérile pour 1’obtention de la dilution 1072,
Ensuite 1ml de cette derniere est repris et additionné a 9ml d’eau peptonée pour réaliser la dilution
1072, et le processus a été répété jusqu’a 1’obtention de la derniére dilution 10° (Idoui et al.,
2009) (Figurel?7).

Le protocole réalisé est représenté par la figure suivante :
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1ml Iml Iml 1Iml 1ml

Sac Stomachar qui
contient la solution mére 9ml d’eau peptonnée
stérile

Ensemencement sur milieu M17 et MRS

Figure 17 : Préparation des séries de dilutions des échantillons des fruits frais exotiques pour

isolement de bactéries lactiques.

2.3. Isolement des bactéries lactiques :

L’isolement a été réalisé sur géloses M17 (pour I’isolement des Lactocoques et des
Streptococcus thermophilus ) et MRS (pour la culture des Lactobacillus ) coulées et solidifiées dans
des boites de pétri & partir des trois derniéres dilutions : 103, 10, 10" en déposant 0.1 ml de ces

dilutions a la surface des milieux suivi d’un étalement. L’incubation est faite a 37°C pendant 24h a
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48h en condition d’anaérobies ; aprés incubation, les colonies obtenues ont été sélectionnées apres

analyse macroscopique, coloration de Gram et test de catalase et oxydase.

Seules les colonies qui présentent un aspect typique des colonies de bactéries lactiques, et qui
sont Gram + et catalase — et oxydase — ont été prises en considération et ont servies pour le repiquage
des tubes contenant la gélose M17ou MRS afin d'entamer leur purification par la suite. (Nehal et al.,
2007).

2.4. Purification des isolats :

La purification des souches isolées a été realisée par repiquages successifs sur des boites de
pétrie coulés avec les géloses MRS et M17 par la méthode des stries. L’incubation a été faite a 37°C
pendant 24h a 48h (Kacem et Karam, 2006, Cheriguene et al., 2007). Et cette opération est répétée

jusqu’a I’obtention des colonies pures.

La pureté des souches est révélée par la présence sur gélose des colonies homogenes ayant le méme
aspect, la méme couleur, la méme taille et la méme forme (Guiraud, 2004). L’état frais et la

coloration de Gram ont été faits pour confirmer la pureté des souches (Figurel8).

Repiquages successifs
jusqu’a la purification

L’ensemencement par
l la méthode de stries

dans les milieux
M17/MRS

Incubation a 37°C
pendant 24h a 48h

l

Détermination de la
pureté : état frais
+Coloration de Gram

Figure 18 : Schéma résumant la technique de purification des isolats purifiés.
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2.5. Conservation des isolats :

Aprées purification les souches sont conservées a courte durée, par ’ensemencement sur les

géloses M17 et MRS inclinées en tubes et incubés a 30 °C pendant 24 h, puis conservées a 4°C
(Ouhab Abdelhak et al ., 2018) (Figurel9).

FmocesiusrTs

- seradass. e dososes
- ==

< - Pour e pas abrecia
= Fecse

=9 E nsemencemens

Incubatiomn a 30 /Z2Z4h

4T C /' Asemaines.

Conservation a

Figurel9 : Schéma de conservation a courte durée des bactéries lactiques purifiés (Badis et

1.,2005).

2.6. Identification des souches isolées :

L’identification des bactéries lactiques repose sur leurs propriétés phénotypiques, physiologiques,
biochimiques et technologiques (Figure 20).
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Gram +positive, catalase -negative

Gas from glucose ‘

Growth /10°C

+ve

L actococcus

NE +ve
l | Arginine |
Cocci Rods . . -ve ’
Homofermentative
Stz Lactobacillus . +ve
Tetrad Chia]
Growth /15°C Leuconostoc
I ! | | Rods
;B Ve  _ye +ve I Ieterotermemanvc
Pediococcus Thermobacterium  Streptobacterium Lactobacillus
Growth /45°C
l
-ve +ve

Growth /6.5 NaCl

+ve
Enterococcus

-ve
Streptococcus

Figure20 : Voie d'identification des bactéries lactiques selon le genre (Adnan et al., 2017).

2.6.1. Identification phénotypique :

26.1.1. Examen macroscopique :

Il s’agit d’une observation visuelle de I’aspect des colonies sur la surface des milieux M17 et

MRS solide elle vise a apprécier et caractériser les éléments suivants (Badis et al, 2005).

La forme des colonies : circulaires, ponctiformes, ondulées, érodées.

Le contour : régulier ou irrégulier.

L’opacité : opaque, translucide ou transparente.

L’¢élévation : convexes, concaves, plates, a centre élevé.

La surface : lisse, rugueuse, séche, dentelée.

La taille :

grande, moyenne, petite.

La couleur : jaune, blanc, rouge, gris.
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2.6.1.2. Examen microscopique :
> Observation a I’état frais

Cette technique permet 1’observation des bactéries vivantes et la détermination de leur
morphologie. Il est souvent possible de visualiser si, les cellules sont mobiles ou non. La technique
consiste a déposer une goutte d’eau physiologique stérile sur lame en verre propre, puis a 1’aide d’une
anse de platine stérile, apporter un prélevement bactérien de la colonie a identifier et la dissocier dans
la goutte d’eau physiologique, ensuite recouvrir la lame par une lamelle en évitant la formation de
bulles d’air, ’observation est réalisée au microscope optique a 1’objectif (X40) puis a immersion

(X100) (Singleton, 2005) .
» Coloration de Gram

Cette technique est I’'une des méthodes de coloration la plus utile, elle permet de diviser
les bactéries en deux grands groupes : les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram négatif
(Tortora et al., 2003). Cet examen a été effectué selon la méthode classique.

2.6.2 .Identification physiologiques :
2.6.2.1. Test de croissance a différentes températures :

Ce test est important de point de vue taxonomique, car il permet de distinguer les bactéries
lactiques mésophiles des bactéries lactiques thermotolérant, (Guiraud et Galzy, 1980). Et aussi
permet la mise en évidence de la croissance des isolats a différentes températures (T : 04, 30, 37 et
45°C) (Larpent, 1996).

Ce test a été réalisé apres inoculation des bouillons M17 et MRS (chaque tube a essai stérile
contient 5ml) par les cultures pures .les tubes sont incubés pendant 24h a 72h aux températures
30°C ,37°C, 45°C, et pour les cultures a 04 °C I’incubation des tubes est pendant une semaine. au
bout de se délai la croissance des souches est appréciée par 1’apparition de trouble dans les bouillons
(BARKA Itab et KHAKHA Halima Saadia ,2021) et par comparaison avec un tube témoin non
ensemencé (tube de milieu M17, MRS liquide) (Figure21).
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Figure 21 : Test de croissance a différents température (Prise personnelle).

2.6.2.2. Test de la thermorésistante des bactéries :

Ce test permet d’isoler ou identifier les souches résistantes a une température de 60°C (les
especes thermorésistantes) pendant 30 minutes.

Les souches sont inoculées en milieux liquides M17et MRS, la culture bactérienne doit étre jeune et

pure. Les tubes sont introduites dans un bain marie a 60°C pendant 30 min, puis incubés a 37°C
durant 24 a 48 heures avec un témoin M17liquide.

Un résultat positif se traduit par un trouble (De Roissart et al, 2006)
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Seules les souches thermophiles poussent, contrairement aux souches mésophiles qui sont incapables

de se développer (Figure22).

U
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Figure 22 : Test de thermorésistante des bactéries (Prise personnelle).

2.6.2.3. Test de croissance a différents PH : 4.4/4.9/9/9.6 :

A T’aide d’un PH métre nous avons ajusté le PH des bouillons M17 et MRS par 'utilisation
de la solution Na OH (pour diminuer le PH) ou de ’'HCL (¢élever le PH) stérilisée, puis des tubes
contenant 5 ml de milieu sont inoculés avec toutes les souches. La croissance des cultures se traduit
par un trouble du milieu aprés incubation pendant 24 a 48 heures a 37°C (Guiraud et Galzy, 1980).

Et en comparaison avec un tube témoin non ensemencé (Figure 23).
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A:aPH4.4 B:aPH49

Figure23 : Test de croissance a différents PH (Prise personnelle).
2.6.2.4. Test de croissance en présence de 3,5 et 6,5 de Na Cl :

Ce test permet de savoir si les bactéries lactiques ont la capacité de croitre dans un milieu hyper salé,
ce qui permet classiquement de distinguer les entérocoques et les cocci. La méthode consiste a
ensemencer ces bactéries dans des tubes des milieux M17 et MRS a 3.5% (3,5 g de Na Cl avec 100
ml de milieu) et 6,5% de chlorure de Sodium (Na Cl) et les incuber a 37°C pendant 24 a 72 heures.
Apreés incubation, la croissance de ces bactéries se manifeste par un trouble du milieu en comparaison

avec un tube témoin non ensemencé (Hassaine, 2013).
2.6.3. Identification biochimique :
2.6.3.1 .Test de la catalase :

Pendant leur respiration aérobie certaines bactéries produisent du peroxyde d’hydrogeéne
(H202) celui-ci est trés toxique. Certaines bactéries sont capables de le dégrader grace aux enzymes
qu’elles synthétisent et notamment la catalase. Cette enzyme est capable de décomposer 1’eau

oxygénée selon la réaction : 2H202 =» 2H20+02.

Selon (Marchal et al. 1990) (Ahirwar et al.2017).Ce test a pour but de différencier les
bactéries lactiques (catalase négatif) des autres bactéries (catalase positif). La réaction positive
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se traduit par un dégagement immediat de bulles de gaz (02), ce test consiste sur les étapes
suivantes :

> Déposer une goutte d’eau oxygénée sur une lame.

> Y déposer a I’aide de I’anse de platine une colonie isolée (ou plusieurs) de la souche a

tester, puis dissocier.

> QObserver I’apparition de bulle (Figure 24).

Catalase Test |
’ S
//,'/— =N -\.\' ‘/T:‘Q\
\\ : /\1 — —_— ( q';;: :: /\:
+ 4

3% H202‘ 3% H202.
Catalase Negative Slide Method Catalase Positive
(No Bubble) (Bubble Present)

Figure24: Test catalase (Web5).

6.3.2. Test d'oxydase :

La recherche de I'oxydase s'effectue avec des disques préts a I'emploi du commerce. Déposer
le disque sur une lame porte-objet, I'numidifier avec deux gouttes d'eau distillée stérile et écraser la
colonie testée sur le disque. Une réaction positive se traduit par un virage rapide du réactif de
I’incolore au violet. (Carbonnelle et al., 1988) (Figure 25).
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Figure 25: Test d’oxydase ( Web6)
2.6.3.3. Test de Mannitol Mobilité :

Le milieu mannitol mobilité est un milieu semi solide qui permet d’étudier simultanément la
dégradation du mannitol (la dégradation en anaérobiose conduit a la formation de fructose qui est un
produit de dégradation du mannose) et la mobilité. L’ensemencement du milieu s’est fait par piqtire
centrale jusqu’au fond du tube avec la souche a tester a 1’aide d’une pipette pasteur. Incubation a

37C° durant 24 heures a 48 heures (Kerkour Kenza et al ,2023).

Le virage de I’indicateur coloré rouge de phénol du rouge au jaune témoigne d’une utilisation
du mannitol. De plus la mobilité des souches est avérée par la formation de voiles autour de la piqlre

centrale avec un trouble du milieu. Les colonies testées sont Mobilité + et mannitol+ (Figure 26).
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Figure26 : Test de mannitol mobilité (Prise personnelle).
2.6.3.4. Test de croissance sur le lait de Sherman :

L’aptitude des souches lactiques a croitre en présence d un inhibiteur (bleu de méthyléne) été
testé a 0,1% et 0,3%, le milieu utilisé est le lait écrémé stérilisé contenu dans tubes a essais de 9 ml
et 1ml d’une solution de bleu de méthyléne a 1% stérile et 3ml d’une solution de bleu de méthyléne
a 3% stérile sont ajoutés dans chaque tube. Le milieu est ensemencé avec les souches a tester et incubé
a 37°C durant 48 heures. Le bleu de méthyléne tire sa couleur grace a I’oxygéne, ce test porte toujours
sur le systeme respiratoire des Lactocoques, car vu que ce sont des microaérophiles, ils ne vont utiliser
qu’une partie de ’oxygene présent dans le méthylene (0.1%) et de ce fait la couleur du lait (bleu)

virera ver le blanc. Seul certain espéces sont capable de se développer (Guiraud ; 1998) (Figure 27).

Figure 27 : Test de croissance sur le lait bleu de Sherman (Prise personnelle).
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2.6.3.5. Type fermentaire :
Ce test permet de différencier les bactéries lactiqgues homofermentaires de celles
hétérofermentaires. Il consiste a mettre en évidence la production du gaz (CO2).

(Hassaine ,2013). De jeunes souches préalablement préparées sont ensemencées dans des tubes
contenant du bouillon nutritif, avec une cloche de Durham. Aprés incubation a 37°C pendant 2448
heures, la présence ou 1’absence du gaz dans la cloche indique le type fermentaire (Hariri et al.,
2009). Les souches homofermentaires vont produire 90% d’acide lactique et seulement 10% de CO2,
par contre les souches hétérofermentaires vont produire 1’acide lactique et le CO2 a proportions égales

(Carr et al., 2002) (Figure28) .
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Figure 28 : Test de type fermentaire (Prise personnelle).
2.6. Identification technologiques :
2.4.1. Pouvoir protéolytique :

L’activité protéolytique est une autre propriété technologiquement importante des bactéries
lactiques (Cogan et al., 1994).La capacité de produire des protéinases extracellulaires est une
caractéristique tres importante des bactéries lactiques. Ces enzymes hydrolysent les caséines, en
fournissant les acides aminés essentiels pour la croissance. Il est connu que le systéeme protéolytique
des bactéries lactiques dégrade les protéines et par conséquent, change la texture, le go(t et les ardmes
des produits fermentés (EI-Ghaish et al., 2011).
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La détection de l'activité protéolytique a été testée par ensemencement des milieux MRS et
M17 a 10% de lait écrémé par la méthode des spots. Un volume de Spul d’une culture fraiche de chaque
souche est déposé en spot puis I’incubation a 30°C pendant 24 a 48h. Une apparition d’un halo claire

autour des colonies est signe d’une dégradation protéique (Franciosi et al., 2009) (Figure29).

Figure 29 : Test du pouvoir protéolytique des souches (prise personnelle).

2.4 .2. Pouvoir aromatisant :

Ce test permet de mettre en évidence la présence de I’acéthyl —méthyl —carbonil (acétoine), un
caractere d’intérét taxonomique mais également industriel parce que le diacetyl est considéré comme
une substance aromatique importante dans la flaveur des produits laitiers, beurre et fromage
(Mokdad,2020) .

La réalisation de ce test a été fait sur milieu Clark et Lubs .chaque tube contenant 2ml de milieu
Clark et Lubs est inoculé par une culture jeune, pure de la souche lactique tester .aprés incubation a
37C° pendant 24h a48h .ensuite les réactifs de Vogues-Proskauer VP1(Na OH a 16% d’alcool )et
VP2 (alpha -naphtol a 6%d’alcool ) sont ajoutés sur les cultures et le mélange est maintenu a 5

jusqu’au 10min avant de lire la réaction (Avril et al .1992, Hadef,2012).

La production d’acétoine (présence d’aréme) se traduit par ’apparition d’un anneau ou la diffusion
de la couleur rose a la surface du milieu .un VP positif signifie que la souche posséde une voie
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métabolique particuliére pour la fermentation des hexoses, la voie butyléneglycolique (Zouarari et
al., 1992 ; Guessas et al .,2006) (Figure 30) .

Figure30 : Test de pouvoir aromatisant (Prise personnelle).
2.4.3. L activité antibactérienne des bactéries lactiques vis-a-vis des souches pathogénes :

Pour étudier I’activité antibactérienne des bactéries lactiques nous avons utilisées quatre (4)

souches pathogénes qui sont : Escherichia coli, Staphylococcus aureus Streptococcus sp et Klebsiella

sp.

Le principe de la détection de I’activité antimicrobienne est basé sur la diffusion de 1’agent
antimicrobien dans des milieux de culture solides pour inhiber la croissance des micro-organismes
indicateurs sensibles. La mise en évidence de ’activité antimicrobienne est effectuée sur quelques
souches représentant des espéces d’intérét. (Izquierdo et al., 2009). Et pour confirmer 1’activité
antibactérienne de nos souches lactiques, nous avons utilisé la méthode des spots (test d’antagoniste
direct).

» Préparation des suspensions bactériennes :

Pour effectuer cette activité, il faut avoir des souches pures et jeunes. A partir de ces 4 souches
pathogenes (Escherichia coli, Staphylococcus aureus Streptococcus sp et Klebsiella sp) qui sont déja
conservées sur le milieu de conservation a 4C° puis nous avons fait un ensemencement des boites de

pétri qui contient la gélose nutritive. L’incubation de ces boites a 37C° pendant 24h a 48h.

Ensuite, nous avons préparées les solutions des bactéries pathogenes, dans chaque écouvillon stérile
contient Sml de 1’eau physiologie stérile on met les colonies pathogeénes qui sont déja repiqués sur

gélose nutritive et on agite bien .
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» Méthode des spots :

Apres avoir remplir les boites de pétri avec la gélose Miller Hinton (MH).nous avons ensemenceé
les souches pathogénes par la technique d’écouvillonnage puis les souches lactiques sont déposés en

spots sur la surface. L’incubation ce faite a 37C° pendant 24h a 48h.

L apparition d’un halo clair autour du spot est considéré comme inhibition positive et ce traduit

par la mesure des diamétres (Samat et al., 2013,Flening et al .,1975) (Figure 31).

Culture
bactérienne
Suspension
bactérienne (bactérie
pathogene) Gélose Miller
Hinton
Zone

1" inhibition

Aprés incubation
a37ce

Figure 31 : Méthode des spots.
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Résultats

1. Isolement des bacteéries lactiques :

Lors de cette étude nous avons isolés les souches a partir des fruits frais exotiques (la papaye,
le pamplemousse, et la passion). Et nous avons procédés a 1’étude des caractéres phénotypiques,
physiologiques, biochimiques et technologiques.

2. Purification des bactéries lactiques :

Nous avons obtenues des colonies pures aprés plusieurs repiquages successifs sur la gélose
M17 (Figure32).

A : Papaye B : Pamplemousse C : Passion

Figure 32 : Résultats de la purification des isolats sur gélose M17 a partir de : A) Papaye, B)
Pamplemousse, C) Passion (Prise personnelle).

3. Conservation des bactéries lactiques :

Une fois que nous avons purifiés les différentes colonies obtenues, nous avons conservé nos

bactéries sur un milieu solide M17 incliné afin de les identifier. Aprés 24 heures d'incubation a 37°C,
les tubes ont été conservés a 4°C (Figure33).
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Figure 33 : Résultats de la conservation des souches sur milieu M17 incliné

(Prise personnelle).
4. Caractéres macroscopiques :

Aprés ensemencement des différentes dilutions préparées a partir de la solution mére (10-3, 10-
4 et 10-5), nous avons sélectionnés les différentes colonies obtenues et nous avons procédes a
I’ensemencement de ces dernieres, par la technique de stries dans le but d’avoir des colonies séparées

sur les géloses MRS et M17.

Les résultat de I’examen macroscopique des isolats lactiques cultivés sur milieux solide MRS et
M17 tel que la forme ( cocci, bacilles) , la taille ( petite, grande et moyenne ), et le contour( régulier,
lisse, bombé) , la couleur ( blanchatres, jaunatres , beige ...), I’aspect opaque ou muqueux
apparaissent a la surface de gélose sont illustré par la figure 34 et résumé dans le tableau suivant
Tableau 07.

Tableau07 : Les caracteres macroscopiques des isolats a partir des fruits frais exotiques.

Les souches | Laforme | La couleur Lataille | Relief Opacité | consistance | Surface
S1 Ronde Beige moyenne | Bombé | Opaque | Crémeuse Lisse
S2 Ronde Blanchétre moyenne | Bombé | Opaque | Crémeuse Lisse
S3 Ronde Beige moyenne | Bombé | Opaque | Crémeuse Lisse
S4 Ronde Beige moyenne | Bombé | Opaque | Crémeuse Lisse
S5 Ronde Beige Petite Plat Opaque | Crémeuse Lisse
S6 Ronde Beige Grande bombé | Opaque | Crémeuse Lisse
S7 Ronde Jaunatre Petite Plat Opaque | Crémeuse Lisse
S8 Ronde Beige moyenne | Plat Opaque | Crémeuse Lisse
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A : Fruit de la B : Fruit de pamplemousse
papaye

Résultats

C : Fruit de la passion

Figure 34 : Résultat de I’observation macroscopique des bactéries lactiques isolées a partir des

fruits frais exotiques sur milieu M17 : A : Fruit de la papaye, B : Fruit de pamplemousse, C : Fruit

de la passion (Prise personnelle).

5. Caractéres microscopiques :

L’état frais nous a permis d’éliminer les mycetes obtenus sur la gélose MRS. Et toutes les

colonies obtenues sur gélose M 17 ont subi une coloration de Gram apres observation a 1’état frais.

Ensuite, nous avons passés a I’observation microscopique (GX100) en utilisant 1’huile a

immersion .Notre bactéries étudiées sont diviser en bactéries a Gram (+) et d’autres sont des bactéries

a Gram (-).

Ces colonies se sont distinguées par deux forme la plupart de nos souches elles la une forme

cocci disposées en tétrade, en paire, groupés en amas et parfois en courtes chaines. Les autres souches

présentent une forme bacille isolée, en amas en tétrade, en paire et aussi en chaines.

Les souches isolées visées par notre étude sont en forme coque (cocci) (Figure35).
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Figure 35 : Observation microscopique de la souche S6 (Prise personnelle).
6. Identification des bactéries lactiques :
6.1. Identification physiologique :

6.1.1. Croissance a différentes températures :

Les variations de température d’incubation (04C° ,30 C°,37 C°¢et45 °C) pour les différents
isolats est un critére physiologique de sélection pour I’identification et la mise en évidence des
aptitudes biotechnologique. Ce test permet de faire la différence entre la flore thermophile (45°C),
mésophile (30°C ,37°C) et psychrophile (04 °C) (Carr et al. 2002).

Les résultats obtenus apres incubation 48h ont montré que les souches qui ont été testés
poussent bien a 30C°, 37C° et 45 C° ce que signifie la présence des troubles dans les tubes contenant
le bouillon M17 qui est un indicateur de la croissance ainsi que ces souches ne poussent pas a la

température 04 °C donc 1’absence des troubles dans les tubes .(Tableau 08) (Figure 36) .

Tableau 08 : Résultats du test de croissance a différente températures.

Croissance a différentes temperatures
Fruits Souches
testées 4°C 30°C 37°C 45°C
S1 - + + +
Papaye S2 - + ¥ n
S3 - + + +
Pamplemousse S4 - + + +
S5 - + + +
Passion S6 - + n ¥
S7 - + + n
S8 - + + +
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(+) : présence de croissance des souches testés.

(-) : absence de croissance des souches testés.

C:T=45°C D : T=04°C

Figure 36 : Résultats du test de croissance a différentes températures des bactéries
Testées A) a T =30°C, B) a T = 37°C, C) =45°C, D)=04°C (Prise personnelle).
6.1.2. Thermorésistance des bactéries :
La thermorésistance est un caractére physiologique qui permet de connaitre la résistance de
ces souches (S1/S2/S3/S54/S5/S6/S7/S7/S8) a température 60°C est mise en évidence par la présence

des troubles sur milieu liquide M17.

Le résultat de ce test apres incubation pendant 48h s’interpréte par I’apparition des troubles
dans tous les tubes qui démontre la croissance des bactéries lactiques thermorésistantes (Tableau09)
(Figure 37).

Tableau 09 : Résultats du test de thermorésistance des bactéries a 60°C pendant 30 min.
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Fruits Souchestestées Thermorésistance

S1 +

Papaye S2 +

S3 +

Pamplemousse S4 +
S5 +

Passion S6 +

S7 +

S8 +

Figure 37 : Résultats du test de thermorésistance des bactéries testées.

6.1.3. Croissance a différentspH :4,4;4,9;9;9,6:

Apreés incubation a 37 °C pendant 24h a 72h on obtient les résultats suivants : la croissance de

huit (8) isolats a été noté sur le milieu M17 aPH 4,4 ;4,9 ;9 ; 9,6 par présence d’un trouble bactérien

.concernant le PH égale a 04 il y’a une croissance dans les souches (S2, S3, S4, S5, S6etS8) sauf deux

(02) souches qui sont S1 et S7 en n’été pas faite la croissance. (Tableau 10) (Figure38).
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Tableau 10 : Résultats du test de croissance a différents pH.

Croissance a différents pH
Fruits Souches
testées PH = PH = pH =9 PH =
4,4 4,9 9,6
S1 - + + +
Papaye S2 + + + n
S3 + + + +
Pamplemousse S4 + + + +
S5 + + + +
Passion S6 + + + +
S7 - + + +
S8 + + + +

A) PH =4.4 B) PH =4.9
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C) PH =09 D) PH =9.6

Figure 38 : Résultats du test de croissance a différents pH: A)pH=4,4;B)pH=4,9,;C)pH=9;
D) pH = 9,6 (Prise personnelle).

43



Résultats

4.1.4. Croissance en milieu hyper salé NaCl :

La mise en culture des souches en présence de 3.5% et 6.5% de Na Cl, nous a permis d’évaluer leurs

aptitudes a croitre en présence de ces différentes concentrations.

Les résultats obtenue ont montré que toutes les souches testées (S1
/S2/S3/S54/S5/S6/S7/S7/S8) sur milieu hyper salé a une trés bonne croissance qui traduise

par la présence de trouble dans les tubes. (Tableau 11) (Figure 39).

Tableau 11 : Résultats du test de croissance en milieu hyper sal NaCl.

Fruits Souches Croissance a différents NaCl
testées 3.5% 6.5 %

S1 - -

Papaye S2 + +
S3 + +

S4 + +

Pamplemousse S5 - -
S6 + +

S7 - +

Passion S8 + +

S9 + +
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A) a3.5% de NaCl B) 46.5% de NaCl

Figure 39 : Résultats du test de croissance en milieu hyper salé NaCl : A) a 3.5% de NaCl , B) a
6.5% de NaCl (Prise personnelle).
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6.2. Identification biochimique
6.2.1. Résultats du test catalase :

Les résultats obtenus apres la réalisation de ce test montré que les souches étudiées et isolées a
partir des fruits frais exotiques sont de catalase négative et catalase positive (Tableau 12) (Figure
40).

Tableau 12 : Résultats du test catalase.

Fruits Souches testées Test catalase

S1 +

Papaye S2 -

S3 -

Pamplemousse S4 -
S5 +

Passion S6 -

S7 +

S8 +

Figure 40 : résultats du test catalase de S6 et S8 isolées a partir de fruit de la passion
A) Résultat positif, B) Résultat négatif (Prise personnelle).

46



Résultats

6.2.2. Résultats du test oxydase :

Les résultats de ce test ont révélés que toutes les souches isolées sont de oxydase négative .car
aucun changement de la couleur du disque d’oxydase vers le violet foncé n'a été observé pendant les

premiéres 30 secondes. (Tableau 13) (Figure 41).

Tableau 13 : Résultats du test oxydase.

Fruits Souchestestées Test oxydase

S1 -
Papaye S2 -
S3 -
Pamplemousse S4 -
S5 -
Passion S6 -
S7 -
S8 -

Figure 41 : Résultats du test oxydase de S3, S4 et S8 isolées a partir des fruits frais
exotiques A : S3, B : S4, C : S8 (Prise personnelle).
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6.2.3. Résultats du test de croissance sur le lait bleu de Sherman :

Les souches (S1,S2,53,54,56,S7,S8) ont exprimé un résultat positifs c¢’est-a-dire que ces
souches ,elles ont I’aptitude de réduire le bleu de méthyléne dans le milieu a concentrations de 1% et
3% donc il y a une croissance, et cela exprime leur capacité a se développer en utilisant I’oxygéne
du bleu de méthyléne ce qui induit la perte de couleur de ce dernier . Cette réaction traduite par la

formation d’un caillé blanc.

Par contre la souche (S5) est exprimée un résultat négatif a centration 3%. Car, n’est pas pu
réduire le bleu de méthyléne dans le milieu .donc aucune croissance n’a été observée (Tableau 14)

(Figures 42).

Tableau 14 : Résultats du test de croissance sur le lait bleu de Sherman a concentration 1% et 3%.

Croissance sur le lait bleu de Sherman
Fruits Souches testées
1% 3%
S1 + +
Papaye
S2 + +
S3 + +
Pamplemousse S4 + +
S5 + -
Passion
S6 + +
S7 + +
S8 + +
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|
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¥

A : 30.1% de bleu de méthyléne. B :20.3% de bleu de méthylene.

Figure 42 : Résultats du test de croissance sur le lait bleu de Sherman A) : 4 0.1% de bleu

de méthylene, B) : & 0.3% de bleu de méthyléne. (Prise personnelle).

6.2.4. Résultats du test Mannitol-Mobilité :

Aprés incubation, on observe que toutes les souches (S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7et S8) sont
positives selon le Mannitol on observe un changement de couleur du rouge vers le jaune avec une

diffusion d’un trouble homogéne au centre du milieu dans tous les tubes.

Et la majorité des souches sont immobiles (S1, S2, S4, S6 et S7) par contre les autres souches
(S3, S5, S8) sont mobile avec une acidification du milieu ce qui indique une fermentation du mannitol
(tableaul5) (Figure 43).

49



Résultats

Tableau 15 : Résultats du test Mannitol-Mobilité.

Mannitol-Mobilité

Frui h :
uits Souches testees Mannitol Mobilits
S1 + i
Papaye
S2 + -
S3 + -
Pamplemousse S4 + -
S5 + -
Passion
S6 + -
S7 + -
S8 + -

Figure 43 : Résultats du test Mannitol-Mobilité (Prise personnelle).
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6.2.5. Résultats de type fermentaire :

Les résultats de ce test ont montré que toutes les souches testés ne produisent pas de CO2 par
la fermentation du glucose. Et ca indiquent que toutes les souches sont des bactéries lactiques

homofermentaires (Tableau 16) (Figure 44).

Tableau 16 : Résultats de type fermentaire pour les souches lactiques isolées a partir des fruits frais

exotiques.
Les isolats Type fermentaire
Sl Homofermentaire
S2 Homofermentaire
S3 Homofermentaire
S4 Homofermentaire
S5 Homofermentaire
S6 Homofermentaire
S7 Homofermentaire
S8 Homofermentaire

Figure 44 : Résultats du test type fermentaire (prise personnelle) .
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6.3. Identification technologique :
6.3.1. Pouvoir protéolytique :

Une activité protéolytique a été observée chez certaines souches testées, et se traduit par
I'apparition d'un halo clair autour des souches ensemencées en raison de la degradation de la caséine.
la mesure de diamétre d’un halo apparie de ces souches est un indicateur de leurs activité

protéolytique (Tableaul?) (Figure 45).

Tableau 17 : Résultats de I’activité protéolytique des souches testées sur milieu M17 additionné

de lait écrémé a 10%.

Fruits Souches Activite Diamétres
testées proteolytique
S1 - /
Papaye S2 + 1.6mm
S3 - /
Pamplemousse S4 + 1.5mm
S5 - /
Passion S6 + 06 mm
S7 + 4.2mm
S8 + 05mm
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Zone d’inhibition

-

|
oy !

Figure 45 : Zones claires traduisant I’activité protéolytique des souches testées (Prise
personnelle).

6.3.2. Pouvoir aromatisant :

La production de composés d'ardmes est une fonctionnalité technologique importante lors de
I'élaboration des produits laitiers fermentés. (Marilley Et Casey, 2004). D'aprés les résultats obtenus
nous avons remarqués que les souches S1/S2/S3/S7/S8 sont capables de produire I'acétoine d'ou un
anneau rouge clair a apparu dans le milieu Clark et Lubs cela indique sa capacité a produire des

substances aromatisantes.

Par contre les souches S4/ S5/et S6 sont incapables de produire l'acétoine d'ou l'absence

d'anneau rouge dans le milieu (Figure 46).
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Figure 46 : Production de I'acétoine par les bactéries lactiques (Prise personnelle).
6.3.3. L’activité antibactérienne :
a. Pactivité antibactérienne des bactéries lactiques vis-a-vis Staphylococcus aureus :

A partir de nos résultats obtenues, nous avons remarqués que trois (3) souches isolées qui
sont : S1/S2 /S4 possédent une activité anti bactérienne contre la bactérie Staphylococcus aureus. le
diamétre de la zone d’inhibition a servie entre 0.9cm pour la souchel (S1), 1.1cm pour la souche
2(S2) et 1 cm pour la souche 4(S4) .le reste des souches (S3, S5, S6) ne présent aucune activité anti

bactérienne vis-a-vis de cette espéce bactérienne (Figure 47).

Figure 47 : Résultat de I’activité antibactérienne Vis-a-vis Staphylococcus aureus (Prise personnelle).
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b. I’activité antibactérienne des bactéries lactiques vis-a-vis Streptococcus sp :

On obtient que les souches S1/S2/S4 présentent d’un halo, les diamétres d’un halo est mesuré

de 1.5 cm pour S1, 1 cm pour S2 et 1.2cm pour S4 autour ces souches qui est un indicateur de leur

activité antibactérienne contre le germe testé (Streptococcus sp) .et aucune zone d’inhibition n’a été
observeé pour les souches lactiques S3,S5 et S6 (Figure48).

Figure 48 : Résultat de I’activité antibactérienne Vis-a-vis Streptococcus sp (Prise personnelle).
c. activité antibactérienne des bactéries lactiques vis-a-vis Klebseilla sp :

Parmi les 6 souches, on observe que les souches S1/S2/S3 et S4 représentent aucun spectre
(halo) d’activité vis-a-vis du germe ciblé Klebseilla sp et signifie que il y a aucune inhibition .Par
contre les souches S5 et S6 ’apparition d’halo avec diamétre varie entre 3.3mm pour la souche 05 et

3.2cm pour la souche 06 (Figure 49).
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Figure 49 : Résultats de 1’activité antibactérienne des bactéries lactiques vis-a-vis Klebseilla

sp (Prise personnelle).
d. P’activité antibactérienne des bactéries lactiques vis-a-vis Escherichia .coli :

On observe que les souches n’a allant pas d’activité antibactérienne vis-a-vis Escherichia .coli
parce que aucun halo apparait autour ces souches qui sont S1, S2, S3, S4, S5 et S6 donc il n’est y a

pas une inhibition (Figure 50).

Figure 50 : résultats de 1’activité antibactérienne des bactéries lactiques vis-a-vis Escherichia .coli

(Prise personnelle).
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Tableau 19 : Résultats de I’activité antibactérienne des souches lactiques Vis-a-vis des souches

pathogenes testés : Staphylococcus aureus, Streptococcus sp ,Klebsiella sp et Escherichia coli .

souches lactiques

Souches pathogenes testées

Staphylococcus Streptococcus sp Klebsiella sp Escherichia coli
aureus

S1 09mm 15mm / /

S2 11mm 10mm / /

S3 / / / /

S4 10mm 12mm / /

S5 / / 33mm /

S6 / / 32mm /
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7. Identification des bactéries isolées :

Le tableau 20 englobe un récapitulatif de tous les tests effectués afin de caractériser I’ensemble des souches isolées dans le but de les identifier.

Résultats

Tableau 20 : Caracteres physiologiques, biochimiques et technologiques des bactéries isolées a partir des fruits.
Caracteres
Fruits Souches
testées T Thermo- pH NaCl Test Test Lait bleu Mannitol- Type fermentaire Activité Pouvoir
résistance catalase oxydase Mobilité protéolytiq aromati
Sherman ue sant
4°C[30°C[37°C45°C pH [ pH | pH | pH [35%] 6, 1% | 3% |Mannitol| Mobilité
44 | 49 9 | 96 5%
Papaye s1
S [ (R + - + | + + |+ - + - + | + + - | Homofermentaire - +
s2 .
S+ 4+ |+ + + + + + |+ |+ - - + + + - |Homofermentaire + +
S3 .
S+ + |+ + + - + + |+ |+ - - + |+ + - | Homofermentaire - +
Pamplemousse s4
S+ ]+ |+ + + + + + |+ [+ - - + | + + - | Homofermentaire + -
_ 5 S+ + |+ + + + + + |+ |+ + - + - + - | Homofermentaire - -
Passion ¢
6 S+ ]+ 4+ + + + + + |+ [+ - - + | + + - | Homofermentaire + -
S7 S+ ]+ 4+ + - + + + |+ [+ + - + | + + - | Homofermentaire + +
S8 S+ |+ + + + + + |+ |- + - + | + + - | Homofermentaire + +
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Discussion

A partir des fruits sélectionnés, a savoir : la papaye, le pamplemousse et le fruit de la passion
on a pu isoler 8 souches cocci a Gram positif sur milieu M17. Sur milieu MRS on n’a pas eu de

croissance caractéristique des bacilles correspondant aux bactéries lactiques.

Notre caractérisation et identification s’est focalisée sur les 8 souches précédemment citées.
Sur ces 8 souches, seules 6 souches se sont révélées catalase négative S2 et S3 isolées de la
papaye : S4 a partir du pamplemousse et S6 du fruit de la passion. Les souches a oxydase positive
donc ne font pas partie des différents groupes de bactéries lactiques. La catalase négative ainsi que

I’oxydase négative sont des caractéristiques majeures des bactéries lactiques.

Le test du Mannitol-Mobilité indique que les 4 souches (S2, S3, S4 et S6) concernées par

I’identification sont immobiles.

La souche isolées sont des souches mésophiles capable de croitre a 37°C et non pas a 45°C et
elles sont en méme temps thermorésistante, c'est-a-dire de croitre aprés exposition a 60°C pendant
30 min. Ces mémes souches présentent une croissance a pH 9,6 et a 6,5% de NaCl. Selon des études
faites par (Guiraud, 2003 ; Mofredj et al., 2007) les bactéries présentant ces caractéristiques

appartiennent au lactococcus lactis.
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Conclusion

Les bactéries lactiques ont un intérét majeur dans I’amélioration de la qualité et de la sécurité
alimentaire. Elles sont utilisées en tant que supplément nutritionnelle et médicamenteux qui exercent
un effet bénéfique sur la santé humaine. On trouve ces bactéries dans les produits laitiers (lait,
fromage, yaourt) mais aussi dans les fruits. Les bactéries lactiques ont toujours occupé une place

importante dans le domaine de fermentation et de conservation alimentaire.

Dans ce travail nous avons isolé un total de 8 souches bactériennes ayant la forme de c occi
(coque) a partir de fruits exotiques cultivées en Algérie qui sont : la papaye, le pamplemousse et le
fruit de la passion. Ces bactéries ont subi un ensemble d’identification préliminaires phénotypiques,
biochimiques et technologiques (la coloration de Gram, la température de croissance, la
thermorésistance, la résistance aux différents pH et différentes concentrations de Nacl, les tests
catalase et oxydase, le test de croissance sur le lait bleu de Sherman, le test Mannitol-Mobilité, test
de détermination du type fermentaire, la propriété protéolytique, le pouvoir aromatisant et I’activité

antibactérienne).

Sur ces 8 souches testées, 4 souches ont présenté les caractéristiques de I’espeéce Lactococcus

lactis, il s’agit des souches S2 et S3 (papaye), S4 (pamplemousse) et S6 (fruit de la passion).

En perspective :

- Ces résultats préliminaires nécessitent une confirmation par une meilleure caractérisation
biochimique (Galerie API 50CH), suivi d’une caractérisation des propriétés technologiques.

- Une identification moléculaire sera idéale pour confirmer les espéces isolées.

-Application de ces bactéries dans des proceédés industriels comme la bioconservation et la

fermentation.
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