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Introduction

Les industries de la péche et de I’aquaculture générent une quantité considérable de
coproduits (tétes, viscéres, peaux et arétes) au cours des opérations de transformation. On
estime que 50 % du poids de la production mondiale de poissons sont écartés comme

coproduits lors ces opérations de transformation (Kristinsson et Rasco, 2000).

La majeure partie de ces coproduits est rejetée directement dans 1’environnement, ce

qui présente des risques pour la pollution et la santé (Archer, 2007).

Cependant, ces déchets renferment plusieurs substances méritant d’étre valorisées :
On peut citer entre autres protéines, lipides, chitine, astaxanthine et éléments minéraux...
(Heu et al., 2003).

La valorisation des coproduits permettrait, en plus de respect de I’environnement.
Elle consiste a les transformer de fagon a ce qu’ils deviennent des matiéres premicres ou des

maticres intermédiaires pour la production d’autres produits.

L’hydrolyse enzymatique appliquée aux coproduits dans le but de produire de

nouveaux actifs constitue I'une des voies possibles pour mieux valoriser ceS ressources.

La production des bactéries lactiques nécessite des milieux riches, complexes et

relativement codteux.

Actuellement, différentes matieres premieres peu codteuse servent de substrat pour
la culture des bactéries lactiques : ¢’est le cas du blé, des mélasses, des dattes, du lactosérum.
Pour la production de ferments, le milieu de culture constitue le principal colt de production
de la culture cellulaire. Il est donc essentiel de trouver des matiéres premieres de bonne

qualités nutritionnelles et technologiques, de faible prix et disponible sur le marché.

Ce travail s’inscrit dans cette optique et porte sur la formulation des milieux de
culture a base de coproduits de la péche et de lactosérum pour la croissance de bactéries

lactiques.

L’objectif principal de ce travail est :
e Valorisation des coproduits de poisson.
e Valorisation du lactosérum.

e Production de milieu de culture pour la croissance de la souche Lactobacillus brevis.
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1. Valorisation des coproduits de poisson

1.1 Définition des coproduits de poisson

Les coproduits sont définis comme les parties non utilisées et récupérables lors des
opérations traditionnelles de production. (Randriamahatody, 2011). lls sont encore appelés
3°™e filet. Ils sont obtenus dans la chaine de transformation de la filiére péche et aquaculture
a plusieurs niveaux. Les producteurs sont les pécheurs, les mareyeurs, les conservateurs, les
saleurs-saurisseurs et les industries de transformation de produits piscicoles et marins
(Andrieux, 2004). Les coproduits sont principalement composés de tétes, de viscéres, de
peaux et d’arétes. Ils représentent entre 30 et 60% de I’animal (Dumay, 2006). On estime
que 50% du poids de la production mondiale de poissons sont écartés comme coproduits lors

des opérations de transformation (Kristinsson et Rasco, 2000).

Peau Chute de filetaae

Téte 1] Aréte centrale

Visceéeres | Foies CEufs [ Laitance

Figurel : Principaux coproduits de poisson (Main fish by-products in Dumay, 2006).

1.2 Différentes voies de valorisation des coproduits de poisson

La valorisation des coproduits permettrait, en plus du respect de I’environnement, de
maximiser le profit des entreprises (Randriamahatody, 2011). Elle conduit a des produits
dérivés qui sont utilisés comme matiére premiére ou ingrédient dans d’autres domaines tels
que I’agriculture, I’alimentation humaine et animale, la nutraceutique et pharmaceutique, la
cosmetique, le médical (Dumay, 2006). A partir d’un méme type de coproduit (téte, viscéres,
arétes, peau) il est possible d’obtenir différents produits dérivés (NGUYEN THI MY
HUONG, 2009).
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Autres applications:
gélatine, collagéne,
chondroitine, cuir

Aromes
1% 39,
. . N
Hachis congelés N
23% \ o
: ~ farine/huile
" 52%
Hydrolysats
protéiques
21%

Figure 2 : Proportion des différentes voies de valorisation des coproduits d’origine marine
(Andrieux, 2004).

1.2.1 Farines et huiles de poisson

Cette valorisation est actuellement la plus importante car les coproduits peuvent étre
utilisés sans distinction. Elle ne nécessite aucun tri, seule la distinction des coproduits issus
de poissons sauvages ou poissons d’élevages doit étre faite (Dumay, 2006). La production
mondiale est estimée a 6 millions de tonnes pour la farine et 896 000 tonnes pour 1’huile de
poissons (FAO, 2009). Ces produits sont principalement destinés a 1’alimentation animale
(Gbogouri, 2005). Une proportion de 56% de la production de farine et 87% d’huile est
destinée a 1I’aquaculture (FAO, 2009).

Les huiles et les farines de poissons sont issues du méme procédé de transformation.
Ce procédé vise a séparer les fractions solides, huileuses et aqueuses de la matiére premiére,
en minimisant au mieux les co(ts et en obtenant des produits de la meilleure qualité possible
(Dumay, 2006).

D’une maniére générale, les farines et les huiles de poissons sont préparées a partir

d’espéces de faible valeur (anchois, sardine, hareng,...), mais en raison de la diminution de
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quantités disponibles de telles especes, les entreprises se tournent vers d’autres sources de

matieres premieres telles que les coproduits (Johnson, 2002).

Co-produits de poisson

l

Cuisson
. Séch e \.
cohage Solldes

@pm’aleur centrifuge > 5 < ot

Farine de poisson ‘ .

Figure 3 : Production de farine et d’huile de poisson (Pigott et Tucker, 2003)

Les farines contiennent en général de 65 a 67% de protéines et un maximum de 12%
de lipides. Elles possedent de bonnes valeurs nutritives et une grande teneur en acides aminés
essentiels mais sont peu solubles, possedent peu de propriétés fonctionnelles et peuvent
causer des inconvenients liés a leur forte teneur en sels minéraux (Denes, 2006).

Les principaux pays producteurs de farine et d’huile de poisson sont le Pérou, le

Chili, le Danemark et la Norvége (FAO, 2009).
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Figure 4 : L’utilisation mondiale de farine (a) et de I’huile de poisson (b) (Schipp, 2008)
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1.2.2 Les hydrolysats

Les hydrolysats sont le résultat de la digestion partielle des peptides par hydrolyse
protéolytique de poissons entiers ou de coproduits (NGUYEN THI MY HUONG, 2009).
L hydrolyse va découper les protéines, au niveau des liaisons peptidiques, en molécules de
plus petites tailles : polypeptides, peptides et acides aminés (Ifremer, 2012).

L’hydrolyse nécessite, pour couper les protéines, un acide, une base ou une enzyme.

11 s’agit alors d’une hydrolyse chimique ou d’une hydrolyse enzymatique (Ifremer, 2012).

1.2.2.1 L’hydrolysat chimique

L’hydrolyse chimique est la plus ancienne et peut étre conduite en milieu acide
(HCL ou H2SO4) ou en milieu alcalin (Na-OH) dans des conditions drastiques telles que des
températures de 1’ordre de 100 °C et des fortes concentrations de soude ou d’acide
(NGUYEN THI MY HUONG, 2009). L’hydrolyse acide est plus utilisée que I’hydrolyse
basique. L hydrolyse chimique est peu couteuse, assez simple mais non spécifique (coupure
des liaisons peptidiques quelque soit la séquence des acides aminés). Elle est donc peu

reproductible (taille, composition et fonctionnalités variables des peptides obtenus).

De plus, les conditions d’hydrolyse (températures élevées et condition de pH
extrémes) alterent les propriétés des peptides et détruisent certains acides aminés comme le

tryptophane qui est un acide aminé essentiel (Ifremer, 2012).

1.2.2.2 Les hydrolysats enzymatiques

L’hydrolysat des poissons sont obtenus par hydrolyse enzymatique des coproduits
(Gbogouri, 2005). Elles sont des fractions a teneur protéique élevée obtenues soit par
autolyse (uniquement sous 1’action d’enzymes endogenes) soit par hétérolyse (avec addition
d’enzymes exogenes). Une fois séchés, ces hydrolysats ont un aspect identique a celui des
farines (NGUYEN THI MY HUONG, 2009). Les hydrolysats ont donc les avantages d’étre
trés digestes et d’avoir une haute qualité nutritive (Dumay, 2006). Ils sont utilisés a 90 %
en aquaculture. Ils sont aussi destinés a I’alimentation des jeunes animaux d’élevage afin de
favoriser leur croissance (Gbogouri, 2005).

L’hydrolyse enzymatique présente I’avantage d’étre plus facilement contrélable que
I’hydrolyse chimique. Elle permet également de préserver la valeur nutritionnelle de la

matiere premiére et ne nécessite pas de traitement chimique pour éliminer 1’agent
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hydrolysant, I’enzyme étant simplement inactivée par un échauffement modéré (NGUYEN
THI MY HUONG, 2009).

a. Les autolysats

Les autolysats sont obtenus principalement par I’action des enzymes protéolytiques
endogenes du poisson, présentes dans le systeme digestif (pepsine, trypsine, chymotrypsine)
ainsi que dans le tissu musculaire (cathepsines) (NGUYEN THI MY HUONG, 2009).

Les autolysats sont produits par fermentation qui est une technique utilisée depuis
des siecles pour la conservation des poissons (Randriamahatody, 2011). La prolifération
bactérienne y est contrblée par ajout de sucre et/ou de sel, déshydratant ainsi le produit (Roy
et Durand, 1997). Les autolysats sont généralement liquides, assez visqueux, riches en
acides aminés libres et en petits peptides (Ravallec-Plé, 2000). Ils sont utilisés aussi bien en
alimentation humaine qu’animale (Lian et al., 2005). Les produits fermentés peuvent étre

de plusieurs types (Dumay, 2006) :

e Sauces et pates de poisson orientales (Nuoc-Mam, Mam-Tom), pouvant étre
réalisées a partir de toutes les especes de poissons et de crustaces, du
moment que les enzymes soient suffisantes pour réaliser 1’autolyse.

e Anchois salés et maturés d’origine basque et méditerranéenne.

e Produits venant des pays nordiques, essentiellement a base de hareng.

b. Les héterolysats

En ce qui concerne les hétérolysats, ils sont obtenus par addition d’enzymes de
différentes origines (végeétale, animale, bactérienne...) aux coproduits (Randriamahatody,
2011). Les enzymes d’origine végétale les plus fréquemment employées sont la papaine et
la bromélaine. Quant aux enzymes d’origine animale (porcine et bovine) les plus fréquentes
sont la trypsine, la chymotrypsine et la pepsine (NGUYEN THI MY HUONG, 2009).
Aujourd’hui les enzymes protéolytiques microbiennes, extraites des bactéries, de levures ou
de moisissures sont les plus utilisées a I’échelle industrielle en raison de leur faible colt de
production et de leur grande diversité (Frost, 1986).

De tels hétérolysats de poisson trouvent actuellement des applications dans de
nombreux domaines tels que : la nutrition animale et humaine, la nutraceutique et la
pharmaceutique (NGUYEN THI MY HUONG, 2009).
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= Nutrition animale et humaine

Depuis une quarantaine d’années, les industriels s’intéressent aux hydrolysats de
poisson pour leur intérét nutritionnel et leur incorporation dans des régimes spécifiques
(diététiques) en alimentation humaine (Kristinsson et Rasco, 2000). La digestibilité des
protéines de poisson hydrolysées présente un avantage pour la nutrition de personnes dont

le systeme digestif est en dysfonctionnement (Dumay, 2006).

Quelques applications ont été trouvées pour 1'utilisation des hydrolysats de poisson
en tant que substitut du lait pour les bovins et les ovins (drskov et al., 1982; Ritchie et
Mackie, 1982). Mais ils sont largement utilisés en nutrition animale particulierement en
aquaculture ou ils se substituent partiellement a la farine de poisson (Lian et al., 2005.,
Kotzamanis et al., 2007).

= Support de milieu de culture microbienne

Dans la culture d’organismes microbiologiques (bactéries, champignons, levures), la
source de nutriments représente le plus gros investissement (Martone et al., 2005). Des
études ont montré que des lysats de poissons peuvent constituer de trés bonnes bases de
milieu de culture pour micro-organismes (Le Bihan, 2006). L’utilisation d’hydrolysats de
poisson comme source de nutriments pour les microorganismes constitue donc une voie
intéressante de valorisation. Cette utilisation permet conjointement d’augmenter la valeur
des hydrolysats et de réduire le codt de production de la culture cellulaire et de diminuer
I’effet négatif sur | ‘environnement (Guérard et al., 2001, Aspmo et al., 2005).



Partie | : Synthése bibliographique

2. Geénéralités sur les bactéries lactiques
2.1 Définition

Les bactéries lactiques (BL) sont des cellules vivantes, procaryotes, hétérotrophes et
chimio-organotrophes (De Roissart, 1986). Elles constituent un groupe taxonomiquement
hétérogene. Ces organismes sont caractérisés par leur capacité a fermenter les glucides en
produisant de I’acide lactique sous les deux formes Iévogyre et dexogyre. Cette fermentation
peut étre homolactique (70 a 90 % d’acide lactique) ou hétérolactique (50 % d’acide lactique,

I’acide acétique, 1’éthanol et le CO2) (Leveau et Bouix, 1993).

2.2Habitat

Les BL occupent des niches écologiques extrémement variées (Novel ,1993). Elles
sont tres fréquentes dans la nature. Elles peuvent étre isolées du lait, du fromage, de la viande
et des végétaux (Desmazeaud, 1983), du poisson, des muqueuses humaines et animales et
du tractus digestif (Drouault et Corthier, 2001). Mais certaines espéces semblent s’adapter
a un environnement spécifique et ne sont guére trouvées ailleurs que dans leurs habitats
naturels (De Roissart, 1986).

2.3 Caractéristiques générales

Les BL sont des cocci ou des batonnets, elles sont en général aérotolérantes
(Larpent, 1989). Elles sont Gram-positif ; généralement immobiles et asporulées, ne
possédant ni catalase, ni nitrate réductase, ni cytochrome oxydase (Dellaglio et al., 1994).
Elles poussent dans des conditions d’anaérobies mais peuvent étre aérotolérantes (Monnet
et al., 2008).

2.4 Classification

Les bactéries lactiques forment un groupe complexe et hétérogene, qui a subi de
nombreux remaniements au cours de son existence, depuis les premieres observations
d’Orla-Jensen dans les années 1920, jusqu’aux méthodes moléculaires d’aujourd’hui
(Matamoros, 2008).

les BL sont classées dans le Phylum des Firmicutes, la Classe des Bacilli et I’Ordre
des Lactobacillales (Bergey’s, 2009).

Les BL regroupent environ 20 genres (Pot et al., 2008) répartis sur six familles

(Bergey’s, 2009) dont les principaux sont : Lactobacillus, Bifidobacterium, Leuconostoc,
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Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Carnobacterium, Oenococcus,
Weissella, Aerococcus, Tetragenococcus et Vagococcus.

% Le genre Lactobacillus

Le genre Lactobacillus est le principal genre de la famille des Lactobacillaceae
(Guiraud et Galzy, 1985). Il regroupe de nombreuses espéces dont 1’hétérogénéité est
illustrée par la variation du G+C% (32-53%) (Schleifer et Stachebrandt, 1983 ; Pilet M-F
et al., 2005).

Les lactobacilles sont en général de batonnets non flagellés, non sporulés, Ils ne
possedent de catalase mais parfois une pseudo-catalase est détectée.

Le genre de Lactobacillus est le groupe le plus large des bactéries lactiques,
comprenant a présent plus de 120 espéces et 20 sub espéces ; cependant son nombre
augmente chaque année (13 nouvelles especes ont été proposés en 2005, 9 en 2006 et 7 en
2007) (Yuan Kun et Seppo, 2008).

Les lactobacilles sont groupés dans la subdivision des bactéries Gram positif a GC%
inférieur a 50%, et classés dans le phylum des Firmicutes, la classe des Bacilli, I’ordre des

Lactobacillales et la famille de Lactobacillaceae (Bergey’s, 2009).

e Subdivision du genre Lactobacillus :

Selon Kandler et Weiss (1986), ce genre est subdivisé en trois groupes selon le type
de fermentaire :
Groupe | «Thermobacterium» : il comprend les espéces homofermentaires stricts, c’est-
a-dire produisant exclusivement de 1’acide lactique a partir du glucose. Ce groupe est

thermophile et se développe a 45°C mais pas a 15°C (Carr et al., 2002).

Groupe Il « Streptobactérium » : ce sont les espéces hétérofermentaires facultatives, ¢’est-
a-dire capables d’utiliser la voie hétérofermantaire dans certaines conditions comme une
concentration en glucose limitante. Ce groupe est mésophiles et se développent a 15° (Carr
et al., 2002).

Groupe 111 « Betabactérium » : il est constitué des espéces hétérofermentires stricts, c’est-
a-dire utilisant la voie des pentoses phosphates pour la fermentation des hexoses et des

pentoses (Carr et al., 2002).
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2.5 Exigence nutritionnelles

Les BL sont des micro-organismes avec une capacité de biosynthése trés faible, ce
qui explique leurs exigences nutritionnelles complexes en acides aminés, peptides,
vitamines, sels, acides gras, glucides fermentescibles et bases puriques et pyrimidiques
(Axelsson, 2004 ; Wessels et al., 2004 ; Atlan et al., 2008).

2.5.1 Exigence en sources azotées

Les BL sont en principe incapables d’effectuer la synthése des acides aminés, et
doivent par conséquent faire appel a des sources exogénes pour assurer leur métabolisme
(Luquet, 1986). Parmi ces bactéries, les lactobacilles et les leuconostocs sont les plus
exigeants (De Roissart, 1986). Par exemple les lactobacilles ont besoin d’aspartate,

d’histidine, de lysine, de leucine, de méthionine et de valine (Lenoir et al., 1992).

2.5.2 EXxigences en vitamines

Les BL sont incapables de synthétiser les vitamines qui jouent un réle irremplagable
de coenzymes dans le métabolisme cellulaire, plus particulierement les vitamines du groupe
B (les lactocoques exigent, en particulier 1’acide nicotinique (B3), 1’acide pantothénique
(B5) et la biotine (B8), les lactobacilles ont un besoin absolu en pantothénate de calcium
(B5) et en niacine (B3) (Desmazeaud, 1983).

2.5.3 EXxigences en minéraux

La nécessité des minéraux metalliques dans le métabolisme chez les BL s’explique
d’abord par leur fonction de cofacteur pour de nombreuses enzymes. Le tableau 01 montre

I’importance de certains minéraux dans le métabolisme des lactocoques.

Tableau 01 : Importance des minéraux dans le métabolisme des Lactocoques (Leveau et
Bouix, 1993).

Minéral Importance
_ Améliore I’activité des protéases par son
Le magnésium (Mg*™) role dans la paroi cellulaire
Le potassium (K*) La régulation du pH intracellulaire
Le cuivre (Cu™) Augmente la production de diacétyle
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2.6 ROles des bactéries lactiques

Les BL bénéficient d’un statut GRAS (Generally Reconized As Safe) et jouent un
role trés important que ce soit dans I’industrie alimentaire ou dans le domaine thérapeutique
(Stiles et Halzapfel, 1997 ; Leroy et de Vuyst, 2004 ; Pot, 2008).

Les BL interviennent dans 1’industrie laitiére et dans la fermentation de nombreux
autres produits alimentaires : saumurage des legumes, boulangerie, fabrication du vin,

saurissage des poissons, des viandes et des salaisons, etc. Les principaux roles des BL sont :

e Domaine alimentaire
e Le pouvoir acidifiant
e L’activité protéolytique
e Les propriétés aromatiques
e Texturation par la libération d’exopolysaccharides (EPS)
e La production de bactériocines

e Domaine thérapeutique

Beaucoup d’effets bénéfiques sont attribuées aux bactéries lactiques, en ce qui
concerne la santé humaine, telle que les effets sur I'écologie microbienne de l'intestin, sur la
digestion de lactose, et I'absorption minérale, sur le métabolisme du cholestérol, sur

I'immunocompétence, sur les propriétés antitumorales et antimutagenic. (YAO et al., 2009).
s L’effet des probiotiques

Selon la FAO et ’OMS (2001), « les probiotiques sont des microorganismes
vivants qui lorsqu ils sont administrés en quantités adéquates, exercent une action bénéfique
sur la santé de [’hote qui les ingérex». Cette derniére définition comprend les hétes tant

humains qu’animaux (YAO et al., 2009).

Les espéces les plus fréquentes et les plus rapportées dans la littérature sont du genre
Bifidobacterium et Lactobacillus, mais il faut aussi mentionner des souches du genre
Enterococcus et Streptococcus (Gbassi et al., 2011 ; Rokka et Rantamaki, 2010).

Chez les animaux d’élevages, les probiotiques exercent un effet bénéfique sur la
santé. En fonction de(s) souche(s) sélectionnée(s) et des espéces animales sur lesquelles ils
sont étudiés, les effets sont différents et sur diverses pathologies. (wikipédia). lls favorisant

le meécanisme biologique naturel peuvent étre une bonne alternative a 1’emploi des
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antibiotiques qui ont été longtemps utilisés pour améliorer les performances zootechniques
et sanitaires de ces animaux (Larpent, 1997).

Chez ’homme, ces bactéries jouent un réle inhibiteur contre les bactéries pathogenes
et améliorent la digestion (Larpent, 1997).

Plusieurs effets bénéfiques sur la santé humaine ont été associés a la consommation

des probiotiques. Le tableau 02 illustre la diversité de ces effets.

Tableau 02 : Les principaux effets bénéfiques attribués aux probiotiques (Salminen et al.,
2004 ; Patterson, 2008).

Effets intestinaux Effets sur le systéeme Autres effets
immunitaire

Controle des troubles
suivants : - Modulation immunitaire | Réduction du risque de :
- Mauvaise digestion du - Répression des réactions | - Certains cancers
lactose allergiques par réduction (colorectal, vessie, col
- Diarrhée due aux rotavirus de ’inflammation utérin, sein)
et diarrhée-associée aux - Réduction des risques - Coronaropathie
antibiotiques d’infection par des agents | - Maladie des voies
- Syndrome du c6lon pathogenes courants urinaires
irritable (Salmonella, Shigella) - Infection des voies
- Constipation respiratoires supérieures et
- Infection par Helicobacter infections connexes
pylori -Réduction du cholestérol
- Prolifération bactérienne sérique et de la pression
dans ’intestin gréle artérielle
- Maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin
-Prévention de I’entérocolite
nécrosante du nouveau-né
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3. Les milieux de culture des bactéries lactiques

La microbiologie dépend en grande partie de la croissance et du maintien des micro-
organismes en laboratoire. Ceci n’est possible que si des milieux de culture adéquats sont
disponibles (Prescott et al., 2010). Le milieu de culture constitue le principal codt de
production en ce qui concerne les industries de production microbienne en masse (Coello et al.,
2000; Dufosse et al., 2001)

3.1 Définition d’un milieu de culture

Un milieu de culture est une préparation solide ou liquide, utilisée pour faire croitre,

transporter ou conserver des micro-organismes (Prescott et al., 2010).

3.2 Composition d’un milieu de culture

Un bon milieu de culture doit répondre aux exigences nutritives des bactéries en
fournissant une ou plusieurs sources de matieres azotées, une source de carbone, des vitamines,
minéraux et pour certaines bactéries des acides gras et acides organiques spécifiques
(Desmazeaud, 1983).

La composition précise d’un bon milieu de culture dépend de 1’espéce a cultiver. La
connaissance de 1’habitat normal d’un microorganisme est souvent utile dans la sélection d’un

milieu de culture approprié (Prescott, 2010).

La source azotée est généralement le composant le plus couteux des milieux bactériens
(Le Bihan, 2006).

La supplémentation des milieux avec des peptones ou extraits de levure permet

d'apporter une source additionnelle de peptides et d'acides aminés (Lejard et al., 1994).

Les milieux, qui contiennent des ingrédients de composition chimique indéterminée,
sont appelés milieux complexes. Ces ingrédients correspondent aux peptones, extraits de
viande, de levures, ils sont trés utiles surtout pour les bactéries exigeantes qui ont des besoins

nutritifs complexes comme les bactéries lactiques (Presscott, 2010).

Le tableau 03 présente les différentes composantes typiquement retrouvées dans les

milieux de cultures utilisés pour la propagation des ferments lactiques.
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Tableau 03 : Principaux ingrédients entrant dans la composition des milieux de production de

ferments lactiques (Béal et al., 2008).

Roéles des composants Ingrédients

Monosaccharides

Source de carbone Disaccharides

Lactosérum

Lait écrémé

Concentrés protéiques de lactosérum

Hydrolysats protéique de lactosérum

Source d'azote Hydrolysats de caséine

Extraits de levures

Peptones de levures

Peptones d’origine animale ou végétale (soja)

Acide ascorbique

Vitamines et facteurs de croissance Tween

Vitamines du groupe B

Minéraux Sels de Ca, Mg, Mn, Fer

Sels a pouvoir tampon Sels de K, Na, NH4
Tween

Antimousses Monoglycérides acétyles

Antimousses avec ou sans silicone

3.2.1 Les extraits de levures

Les bactéries lactiques ayant des exigences nutritionnelles complexes élevées
(Desmazeaud et De Roissart, 1994). 1l faut suppléer correctement leurs milieux de culture afin
de s'assurer d'une bonne production de biomasse. Les extraits de levure jouent ce role.

Ce sont des extraits de levures de biére (Prescott, 2010), obtenus par autolyse,
constituent en fait la fraction soluble de l'autolysat de levure que I'on récupere et que l'on
concentre (Anon., 1973). Les extraits de levures sont employés en tant qu'agent biostimulant
pour la croissance de 1a plupart des microorganismes. 1ls sont une excellente source d'azote, de
vitamines et de minéraux (Peppler, 1982). Ils sont normalement constitues d'acides aminés, de
peptides de tailles variées, de nucléosides de vitamines et de minéraux, en proportions variées
(Kollar et al., 1992; Peppler, 1982; Kelly, 1973).
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3.2.2 Les extraits de foie

IIs sont preparés par broyage et dessiccation des foies frais. 1ls sont composés de 10-
12% d’azote totale, au minimum 4% azote sous forme aminée, au maximum 6% cendre

sulfuriques, sont pH est de 4,5-5,5 (Manuel de microbiologie Merck).

3.2.3 Le Tween 80

Le Tween 80 (forme commerciale de 1’acide oléique), un agent tensio-actif non ionique,
est largement utilisé comme additif dans les aliments, préparations pharmaceutiques, et comme
émulsifiant, un dispersant, ou stabilisant (Budavavi et al., 1996).

Le Tween 80 influence les propriétés de la membrane de lI'organisme. Il peut dissoudre la
structure de lipide dans la membrane cellulaire, ce qui améliore la perméabilité de la membrane

et I'amélioration de la libération de I'enzyme intracellulaire (Ben-Kun et al., 2009).

3.3 Milieux de culture pour les bactéries lactiques

3.3.1 Milieux industriels pour la production de bactéries lactiques

Les BL ont de nombreuses exigences nutritionnelles, c’est la raison pour laquelle on
utilise généralement des milieux riches (Monnet et al., 2008).

Le lait, le lactosérum sont les 2 substrats utilisés pour la culture des bactéries lactiques
(Champagne, 1998).

3.3.1.1 Le lait

» Définition

Le lait était défini en 1908 au cours du congres international de la répression des fraudes
a Geneve comme étant « Le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une femelle
laitiere bien portante, bien nourrie et nom surmenée. Le lait doit étre recueilli proprement et ne

doit pas contenir du colostrum » (Pougheon et Goursaud, 2001).

Le lait est un aliment nutritif pour les étres humains, il constitue un milieu propice pour
la croissance de nombreux micro-organismes (Chye et al., 2004). C’est un liquide blanc mat,
Iégérement visqueux, dont la composition (tableau 04) et les caractéristiques physico-chimiques
varient sensiblement selon les especes animales, et méme selon les races (Rahali et Ménard,
1991 ; Soryal et al., 2004).
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Tableau 04 : principaux composants du lait de vache (Alais, 1984).

Composants Concentrations (g/l)
Eau 905
Glucides (lactose) 49
Lipides : 35
dont matieres grasses 34
dont lécithine (phospholipides) 0,5
dont partie insaponifiable (stérols, caroténe, tocophérols) 0,5
Protides : 34
dont caséine 27
dont proteines solubles (globulines, albumines) 55
dont substances azotées non protéiques 1,5
Sels : 9
dont acide citrique 2
dont acide phosphorique 2,6
dont chlorure de sodium 1,7
Constituants divers (vitamines, enzymes, gaz dissous) traces

Le lait contient tous les éléments essentiels a la croissance des bactéries, mais pas
toujours en quantité suffisante, notamment pour la fraction azotée non protéique ; sa
composition n'est pas optimale pour la croissance des bactéries lactiques qui sont
nutritionnellement exigeantes (Desmazeaud, 1994). Il présente d’autres inconvénients (Béal et
al., 2008).

e Absence de protection phagique,
e Présence éventuelle d’antibiotiques ou antiseptiques.

e Prix co(iteux.
3.1.1.2 Le lactosérum

a. Définition et caractéristiques

Le lactosérum et un coproduits de I’industrie fromagere, d’un cout raisonnable (Béal et
al., 2008 ). C’est un liquide surnageant jaune verdatre, son pH est compris entre 5 et 6,5
(Kosikowski, 1979 ; Mereo, 1980).
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En biotechnologique, le lactosérum par sa composition biochimique possede
d’intéressantes propriétés comme milieu de fermentation pour plusieurs microorganismes
assimilant le lactose comme source de carbone et d’énergie (Amrane, 2000). Il peut étre utilisé
pour complémenter certains milieux (Bury et al., 1999; Barette et al., 2000). Toutefois, la
fraction azotée assimilable reste faible et il est parfois nécessaire d’effectuer une hydrolyse par
des protéase afin de faciliter leur utilisation par les bactéries (Chavarri et al., 1988).

Selon Poget-Ramseier (1993), le lactosérum est un bon milieu de culture pour la
production d’acide lactique a 1’aide des bactéries lactiques.

Le principal inconvénient lors de 1’utilisation de lactosérum, est lié a la présence des
protéines sériques qui précipitent lors du traitement thermique, nécessite ainsi une étape de
séparation (Béal et al., 2008).

b. Composition

La composition du lactosérum (tableau 05) varie considérablement selon la source du
lait, les différents traitements que 1’on fait subir pour le transformer en produits consommables
et les procédés de fabrication (Laplanche, 2004).

Le lactosérum contient principalement du lactose et des protéines sériques, mais aussi
du calcium et des vitamines (Béal et al., 2008 ).

Il existe 2 types de lactosérum (Béal et al., 2008) :

e Lactosérum doux issu d’une transformation fromagere a base de présure, pH
environ de 6,52 7,5.

e Lactosérum acide provenant d’une coagulation acide du lait, pH environ de 4,5 a 5.

Tableau 05 : composition chimique du lactosérum (Sottier, 1990).

Lactosérum doux | Lactosérum acide
(Emmental) (Caséine)

Liquide % 93,5 94

Extrait sec % 6,5 6

pH 6,7 4,6
Compositions en g/l

Lactose 76 74

Protéines 13,5 12

Cendres 8 12

Acide lactique 1,8 1,8

Matiére grasse 1 0,5
Matieres minérales

Ca% 0,6 1,8

P % 0,6 1,5

NaCl 2,5 7,5
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3.3.2 Les milieux de laboratoire
Il existe de nombreux milieux (tableau 06) pour la culture et I’isolement des bactéries

Mais, les milieux MRS et M17 demeurent les milieux de choix pour certaines souches de

bactéries lactiques (Teuber, 1994 ).
3.3.2.1 Milieu MRS

Ce milieu est décrit par Man, Rogosa et Sharpe (1960), C’est le milieu de culture et
d’isolement de base le plus connu. Ce milieu est freqguemment employé sous forme gélosé pour
I’isolement sélectif des lactobacilles.

Les Streptococcus (dont Lactococcus) poussent sur ce milieu mais plus lentement que
les autres souches des bactéries lactiques (Leveau, 1986). Il peut étre additionne de TTC
(Img/l). Son pH est habituellement ajusté a 6,2 ou 6,5 (Carr et al., 2002). Sa composition figure

dans 1’annexe.

3.3.2.2 Milieu M17

Mis au point par Terzaghi et Sandine (1975) ce milieu est le plus utilisé pour le
dénombrement de Streptococcus thermophilus et des lactocoques.

La gélose M 17 a été recommandée par la Fédération Internationale Laitiére pour la
numération sélective de Streptococcus thermophilus dans les yaourts.

Le milieu M 17 a I’acide nalidixique est utilisé pour le dénombrement des Lactococcus
lactis subsp lactis, Lactococcus lactis subsp cremoris, Lactococcus lactis subsp lactis var
diacetylactis mais I’incubation se faite a 25° C (Larpent, 1997).

Tableau 06 : Milieux gélosés permettant le dénombrement de bactéries lactiques (Monnet et
al., 2008).

Milieux Utilisation
Elliker (Elliker et al,. 1956) Dénombrement des bactéries lactiques
MRS (de Man et al., 1960) Dénombrement des bactéries lactiques

NL (Nickels et Leesement, 1964) | Différentiation des lactocoques et leuconostocs
capables d’utilisation le citrate

M16-BCP (Thomas, 1973) Différentiation des sous-espéces lactis et cremoris de
Lactococus lactis

M17 (Terzaghi et Sandine, 1975) | Dénombrement de Streptococcus thermophilus et
Lactococcus lactis

KMK (Kemler et Mckay, 1980) Différentiation des lactocoques et leuconostocs
capables d’utilisation le citrate

FSDA (Huggins et Sandine, 1984) | Différentiation des lactocoques protéase + et protéase -
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2.1 Cadre d’étude
Cette étude s’est déroulée du 28/06/2014 au 16/07/ 2014 au niveau de laboratoire
de microbiologie de PENSSMAL.
2.2 Appareillage utilisé (voir annexe)
2.3 Matériel biologique

2.3.1 Les coproduits de poissons

3 échantillons de coproduits de poisons ont été fournis par les restaurants de citées
universitaires. Ces coproduits sont un mélange (viscéres et tétes) de sardine et de bogue.
Le poids total de I’ensemble des échantillons est de 2900g dont 2100g de tétes et

800g de visceres.

2.3.2 La souche de lactobacille

La souche de bactéries lactiques est Lactobacillus brevis isolée a partir d’un
échantillon de lait de chamelle par 1’équipe du Laboratoire de Biologie de Micro-

organismes et de Biotechnologie (LBMB) de I’université d’Oran Es-Sénia.

> Verification de la purté de la souche
La pureté de la souche a été vérifiée par observation microscopique (X100) aprés
coloration de Gram.
> Principe :
Elle se deroule comme suivant :
e Un frottis fixé a la chaleur est recouvert de violet de gentiane
pendant 1 min a 2 min.
e Ensuite rincé rapidement a I’eau courante.
e Puis il est traité pendant 1 min par une solution de lugol.
e De nouveau on rince rapidement a 1’eau.
e Ensuite, le frottis est soumis a I’action de 1’éthanol 95%. La lame est

maintenue inclinée et on fait couler le solvant sur le frottis pendant 2
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a 3 secondes L’éthanol permet la décoloration de certaines bactéries
a Gram negatif. Les bactéries a Gram positif restent violettes.

e Celui-ci est rincé immédiatement a 1’eau courante.

e On soumet ensuite le frottis a la fuchine pendant 30 seconde.

e Apres on rince a I’eau.

e Puis on séche le frottis.

e On termine par I’observation microscopique a I’immersion (Gx100)

Au terme de ce processus, les bactéries a Gram négatif apparaissent rose et les

bactéries a Gram positif violettes.

Aprés la vérification du Gram et la purté de la souche le lactobacille est conserveé au

refrigérateur sur la gélose MRS inclinée.

2.4 Préparation des milieux de culture

2.4.1 Obtention d’hydrolysat des coproduits

L’étude a porté sur 3 échantillons de coproduits (Tableau 07). Nous avons
commencé par trier séparément les tétes et les visceres de chaque échantillon. Les
coproduits triés ont été additionnés d’eau distillée a raison de 2 fois leurs poids. Ensuite, Ils
sont portés a 1I’ébullition pendant 30 min en vue de les stabiliser. Aprés refroidissement le

mélange est broye pendant 2 min a I’aide d’un robot mixeur (WARING Commercial®).

Le broyat obtenu est préfiltré sur tissu a fin d’éliminer les grosses particules.
Ensuite, le pH de préfiltrat est ajusté a une valeur de 5 (pH qui correspond a 1’activité

optimale de la papaine) par addition d’acide acétique.

Pour I’hydrolyse des coproduits nous avons utilisé la papaine qu’est une enzyme
végétale issue de la papaye et classée parmi les hydrolases de la classe des cystéines
endopeptidases. Son principal numéro EC est 3.4.22.2. Les conditions optimales de travail
de cette enzyme sont une température allant de 40 a 80 °C et un pH compris entre 5 et 8
(Dumay, 2006). 1l est additionnée & raison de 100 mg/100ml de préfiltrat. Pour I’activation

de cet enzyme le mélange est mis a un chauffage d’une heure a 70 °C.

Apres refroidissement, le mélange est filtré sur un tissu. L opération est répétée
plusieurs fois jusqu’a I’obtention d’une solution limpide de couleur jaunatre et de pH

compris entre 6,5 et 6,8.
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Nous avons passé le filtrat sur un dispositif de filtration sous vide en utilisant un
filtre de 0.45 pm. Cette opération assure a la fois la filtration microbiologique et

I’élimination des fines particules .Le filtrat obtenu est réajusté a pH 6,4 par le Na-OH, puis

.....
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Figure 05 : Procédé d’obtention des hydrolysats.
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Tableau 07 : Poids des échantillons des coproduits et volumes d’cau distillée ajoutée et

volumes de filtrats obtenus.

Tétes Visceres
Echanti | Ions 1ier Zéme 3éme 1ier 2éme 3éme
Poids (9) 500 800 800 350 250 250
L’eau additionnée (ml) | 1000 | 1600 1600 700 500 500
Filtrat obtenu (ml) 340 471 590 / 250 250

2.4.2 Formulation des milieux de culture

Les hérétolysats des tétes ou des visceres, constituent les milieux de base. Ils sont

enrichis avec différents ingrédients (Tab 08) qui selon le cas sont des sources de carbone,

de matiéres azotées et de facteurs de croissance.

Tableau 08 : Réles et concentrations des différents composés des milieux.

Roles Concentration
Lactosérum Utilisé le lactose comme source de carbone 20g/1
et d’azote
Source d’acide aminés et surtout de
Extrait de levure L 5¢/1
vitamines hydrosolubles
Source d’acide aminés et surtout de
Extrait de foie N 5¢/1
vitamines hydrosolubles
Tween80 Stimulation de la croissance imli/I

> Les différentes combinaisons preparées

- L1 : milieu de base, lactosérum et extrait de foie.

- L2 : milieu de base, lactosérum et extrait de levure.

- L3 : milieu de base, lactosérum, extrait de foie et tween80.

- L4 : milieu de base, lactosérum, extrait de levure et tween80.

- L5 : milieu de base, lactosérum, extrait de foie et extrait de levure.

- L6 : milieu de base, lactosérum, extrait de foie, extrait de levure et tween80.

Concernant les filtrats de viscéres, nous avons reproduit les mémes milieux de culture, il y

en a cependant qu’un seul qui a été retenu :
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- V3 contient le filtrat de viscéres, lactosérum, extrait de foie et tween80.
Ces différents milieux sont additionnés d’agar (13g/l) puis mis dans des flacons et stérilisés
a 120°C pendant 20mn.

2.4.3 Evaluation du potentiel des milieux de culture formulés.

» Milieu témoin
Nous avons utilise le milieu MRS comme témoin (composition voir annexe). Il a
été preparé en solubilisant 52g de poudre commerciale dans un litre d’eau distillé. Apres
homogénéisation, le milieu est stérilisé a 120°C pendant 20 min. Le MRS gélosé est

obtenu de la méme fagon en additionnant 15g/1 d’agar avant la stérilisation.

2.4.3.1 Préparation de pré-culture

A partir de la culture sur la gélose MRS inclinée, on a prélevé une colonie qui a été
transférée dans un tube contenant 10 ml de milieu MRS liquide. Puis la culture est mise en

incubation dans 1’étuve a 37°C pendant 18 heures.

2.4.3.2 Mise en culture de la souche

Afin de comparer le potentiel des différents milieux formulés nous avons cultivé
Lactobacillus brevis sur le milieu MRS liquide. Aprés 18 h d’incubation a 37°C.

La culture sert a la préparation d’un inoculum de densité optique comprise entre 0 ,5-0,6.

La mesure de la densité optique (DO) est effectuée a I’aide d’un spectrophotomeétre
a une longueur d’onde de 650 nm pour laquelle 1’absorption de la lumiére par les
constituants cellulaires est la plus faible (Meyer et al., 2010). Elle ne donne des résultats
précis que lorsque les valeurs mesurées sont supérieures a 0,01 unité, ce qui ne permet pas,
en générale, de quantifier des populations inferieures a 10°-107 ufc/ml. Lorsque
I’absorbance de la culture est supérieure a 0,6 unité, il faut diluer celle-ci avec du milieu

non ensemenceé pour éviter une saturation du spectrophotometre (Corrieu, 2008).

2.4.3.3 Préparation des dilutions

A partir de la culture de densité optique 0,5-0,6 des dilutions décimales (10 107)

ont été préparées. Le diluant utilisé est de 1’eau physiologique.
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2.4.3.4 Ensemencement

0,1 ml de chacune des dilutions (10°,10°,107) est ensemencé a la surface de
chaque milieu. Tous les ensemencements sont effectués en double. Les cultures sont mises
en incubation a 37°C pendant 24 & 48 h.

2.4.3.5 Dénombrement

Le potentiel des différents milieux formulés est évalué visuellement (vitesse
d’apparition, couleur, forme et nombre des colonies). Les résultats sont exploités de la
maniére suivante :

On retient les boites contenant de 25 a 300 colonies ;

On calcule le nombre de bactéries N par ml a I’aide de la formule suivante :

> colonies

N = V‘I'TLL L (ﬂ1—|—0,1ﬂ2) Xd]_

e Y colonies : sommes des colonies des boites interprétables ;

o VinL: volume de solution déposé (0,1 ml) ;
« T1:nombre de boites considérées a la premiére dilution retenue ;

o T3 : nombre de boites considérées a la seconde dilution retenue ;
o di:facteurdela premiere dilution retenue.

Le résultat est ensuite exprimé en nombre d’unités formant colonies (ufc) par unité
de volume ensemencé. Il s’agit de la méthode de référence pour la quantification de la
croissance des bactéries lactiques. Elle représente un seuil de sensibilité tres bas (en
théorie, il suffit de pouvoir ensemencer 1’équivalent de 30 ufc par boite de Pétri) et,
surtout, elle donne une bonne indication du nombre de cellules viables. Cependant, les
résultats ne sont obtenus qu’assez tardivement puisque la formation de colonies nécessite
une incubation d’une durée de 24 a 48 h a la température optimale de croissance (Monnet
et al., 2008).
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3.1 Résultats

3.1.1 Description des milieux de culture
Les milieux de culture formulés sont visqueux de couleur brunatre. L’ajout de
I’agar donne des milieux comparables au milieu témoin (MRS). Cependant les milieux

gélosés a base d’hydrolysat de viscére présentent un aspect mou.

Figure 07 : Aspect d’un milieu de culture formule.

3.1.2 Evaluation du potentiel des milieux de culture mis au point
3.1.2.1 Aspect microscopique de la culture

Afin de vérifier la pureté de la souche nous 1’avons repiqué plusieurs fois puis
observé microscopiquement apres coloration de Gram : les cellules sont en forme des

bacilles disposées en paires ou en chainettes (Figure 06).

Figure 06 : Observation microscopique de Lb. brevis aprés coloration de Gram (X 100).
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3.1.2.2 Aspect macroscopique des cultures

Apres 24 a 48 h d’incubation 1’observation des cultures permet de décrire les
colonies. Ces derniéres sont de couleurs blanche et creme, de formes rondes, bombées et
de tailles variables.

3.1.2.3 Dénombrement

Tous les milieux mis au point ont permis une bonne croissance de la souche testée

(Lactobacillus brevis).

Les résultats du dénombrement de Lactobacillus brevis sur les différents milieux

formulés et témoin sont résumés dans le tableau 09.

Tableau 09 : Résultats du dénombrement de Lb. brevis sur les différents milieux.

Milieux L1 L2 L3 L4 LS L6 V3 MRS
UFC/ml.108 1,8 1,1 9,7 4,5 3,6 1,6 9,9 5,05

D’une maniére générale, les résultats obtenus montrent que la densité bactérienne
sur les différents milieux varie entre 1,1.108 et 9,9.108 ufc/ml. La souche se développe de
maniere plus importante sur les milieux L3 et VV3 que sur le milieu témoin (MRS). Sur ce
dernier la croissance du lactobacille est seulement de 5,05108 ufc/ml et ceci malgré sa riche

et complexe composition.

La comparaison du développement bactérien sur tous les milieux permet de faire les

observations suivantes :

Le milieu L1 contient 1’hétérolysat des tétes, le lactosérum et 1’extrait de foie. Il
donne une bonne croissance avec une densité bactérienne de 1,8.10% ufc/ml. Alors que le
milieu L2 est composé du méme hétérolysat, de lactosérum et de I’extrait de levure permet

une croissance légérement plus faible 1,1.108 ufc/ml.
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(@) (b)

Figure 09 : Résultats de la culture de Lb. brevis sur les milieux L1 (a) et L2 (b).

La densité bactérienne sur le milieu L3 est de 9,7.10% ufc/ml est nettement
supérieure a celle du milieu témoin (5,05.102 ufc/ml).
Ce milieu L3 est constitué de 1’hétérolysat des tétes, de I’extrait de foie, du lactosérum, du
Tween 80. L’association de ces composants améliore sensiblement la croissance de la

souche testée.

Le milieu L4 permet une croissance de 4,5.102 ufc/ml trés proche de celle obtenue
sur le MRS milieu (5,05.108 ufc/ml). Dans ce milieu I’extrait de foie est remplacé par

I’extrait de levure.

(a) (b)
Figure 10 : Résultat de culture de Lb. brevis sur les milieux L3 (a) et L4 (b).

La comparaison des milieux L1, L2, L3 et L4 fait ressortir que 1’extrait du foie est

le meilleur biostimulant que 1’extrait de levure.
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L’ajout du Tween 80 dans les milieux L3 et L4 améliore sensiblement la croissance
de Lb. brevis. Il est a noté que dans ces milieux I’extrait de foie demeure le meilleur

biostimulant.

Le milieu L5 est une combinaison de 1’hétérolysat des tétes, de lactoserum, des
extraits de foie et de levure. Cette combinaison a donné une bonne croissance avec une

densité microbienne de 3,6.102 ufc/ml mais reste inférieure a celle observée sur le MRS.

Le milieu L6 contient tous les éléments testés (I’hétérolysat, le lactosérum, I’extrait
de foie, I’extrait de levure et le tween 80). Ce milieu bien qu’il est plus riche que les autres
milieux donne une faible densité microbienne de 1,6.108 ufc/ml en comparaison aux autres

densités donné par les milieux formulés.

(@) (b)

Figure 11 : Résultat de la culture de Lb. brevis sur le milieu L5 (a) et L6 (b).

Le milieu V3 est la seule combinaison a base de viscéres ayant donné un milieu de
culture convenable. Toutes les autres combinaisons ont été formulées mais les milieux de

culture obtenus présentaient un aspect trop mou malgré les fortes quantités d’agar ajoutées.

Ce milieu contient en plus le lactosérum, I’extrait de foie et le Tween 80. Cette
combinaison a donné la meilleure croissance avec une densité microbienne de 9,9.108

ufc/ml.
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Figure 12 : Résultat de culture de Lb. brevis sur le milieu V3.

3.2 Discussion

D’une maniére générale tous les milieux mis au point ont permis une bonne
croissance de la souche testée puisque la densité cellulaire moyenne est de 4,5.108 ufc/ml.
Ces résultats pourraient s’expliquer par I’apport des différents nutriments (hétérolysat,
lactosérum, extrait de foie, extrait de levure et Tween 80).

En effet, les hétérolysats sont riches en éléments nutritifs (facteurs de croissance
pour la souche testée). Nos résultats concordent avec ceux de Dufossé et al., (2001) qui ont
montré que I’utilisation de I’hydrolysat du poisson permet d’obtenir de bons résultats de

croissance pour Lactobacillus casei en comparaison avec un milieu commercial classique.

Nos résultats sont également proche de ceux de Martone et al., (2005) qui ont
montré qu’un hydrolysat de hareng permet une culture lactique identique a celle obtenue
sur un milieu de référence, a condition que la salinité et le pH de 1’hydrolysat soient

identiques.

Le lactosérum contient le lactose (principale source d’énergie), de la matiére azotée
non protéique, des vitamines et des minéraux (Agnes, 1986) participent au bon
développement bactérien. Nos résultats se rapproche des études qui ont montré que le
lactosérum constitué une base pour I’élaboration de milieux pour bactéries lactiques
(Amrane, 2000 ; Djaghri, 2007 ; Botofonja, 1994).

L'extrait de levure est un stimulateur de croissance pour les bactéries lactiques,
parce qu'il fournir aux bactéries des vitamines, de l'azote et des acides aminés qui sont des
éléments importants pour la croissance bactérienne.
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Un nombre important de recherches ont été publiées, démontrant clairement le
pouvoir biostimulant des extraits de levure pour la croissance des bactéries lactiques.
Comme le démontre Bibal et al., (1989), plus la quantité d'extrait de levure est importante
plus la biomasse produite est élevée, jusqu'a atteindre un certain seuil de toxicité pouvant
aller au-dela de 10% (Gaudreau et al., 1997).

L’ajout du Tween 80 améliore sensiblement la croissance du Lb. brevis. Il servi
comme un facteur de croissance essentiel. Ces résultats est conforme a ceux de Duggan et
al., 1959 et Oh et al., 1995 qui ont démontré I’effet stimulent du Tween 80 sur la

croissance des lactobacilles.

Il est contenu que le Tween 80 peut dissoudre la structure de lipide dans la
membrane cellulaire, ce qui améliore la perméabilité de la membrane et I'amélioration de la

libération de I'enzyme intracellulaire (Ben-Kun, 2009).

La combinaison des (hétérolysat, lactosérum, I’extrait de foie, 1’extrait de
levure et le Tween 80) n’apporte pas d’amélioration ceci pourrait étre expliqué par I’apport
d’un excés de nutriment. Ce résultat se rapporte a celle de Desmazeaud., (1994) qui
indigue que les milieux de culture ne doivent présenter aucun facteur limitant du fait de la

présence d’un élément en trop forte ou faible concentration.



Conclusion

Notre étude a porté sur la valorisation des coproduits de poisson et du lactosérum en vue

de formuler des milieux de culture pour Lb. brevis.

Au cours de ce travail nous avons formulé 7 milieux de culture a base d’hétérolysat des

tétes et des visceres.
Les résultats obtenus montrent que :

> Lb. brevis se développent bien sur tous les milieux (Densité moyenne : 4,6.108 ufc/ml).

> Les milieux L3 et V3 sont trés favorable a la souche testée, et permettent une meilleure
croissance que le milieu de référence.

» L’extrait de foie est plus efficace que 1’extrait de levure.

» L’ajout du Tween 80 améliore sensiblement la croissance du Lb. brevis.

Ces résultats sont prometteurs pour la valorisation des coproduits de poisson. Ainsi, la
valeur ajoutée au ces coproduits serait importante en raison de la demande des industries de

production microbienne en milieux de culture de haute valeur et de faible codt.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de ce travail permet d’envisager plusieurs

perspectives :

0,

% Concernant I’hydrolyse enzymatique, il serait intéressant d’amélioré les conditions
opératoires.

% Lors de la conduite de futurs travaux, il serait intéressant d’étudié les caractéristiques
physico-chimiques et biochimiques des hydrolysats.

.

s Testée le potentiel des meilleurs milieux a 1’aide de plusieurs souches lactiques en

culture pure et en culture mixte.
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Annexes

Annexe 01

Composition des milieux de culture

Milieu MRS Composition
PEPLONE ... 10g
EXTrait de VIANGE .......ocvoiiiiiiiiieee e 10g
EXrait de [EVUIE .....oeoeeeieceee e 5¢

] 11 o001 USSR RTOSSN 20g
TWEBN B0ttt Imi
Phosphate DIpOtasSIQUE .........coveieieiiieie s 29
Acétate de SOIUM .......ooveiicccece e 5¢
Citrate d’amMmMONIUIT ......oevuiieiiiriieeiie ettt 29
Sulfate de magnésium, 7 H20 ..., 0.2¢9
Sulfate de manganese, 4 H20 ..., 0.5¢
AT e 159

PH e 5,4
EaU dIStIHIEE ..o 1000ml

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min.

Bouillon M 17 Composition
Peptone de S0ja.......ouiiniiii 59
Peptone de viande...........cooviiiiiiiiii i 2,5¢
Peptone de Caséine...........ooviiriiiiiiiiii i 2,59
Extraitde viande. ... ... 5¢
Extrait de [evure.........oooiiiiiii e 2,59
32Tt 0 FY 50
ACIAE aSCOTDIQUE. .. .viteti ettt 0,59
Glycérophosphate de sodium................ocoiiiiiiiiiii 199
Sulfate de MagneSIuUML. .. .....coiiuiiniiiii e, 0,25

DHe. e T
Bau distille ..o, 1000 ml

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min.
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Annexe 02

Annexes

Bain Marie

Dispositif de filtration
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4 ek

[ Autoclave ] [ Microscope optique

Autre materiels
e Etuve bactériologique 37°C.
e Verreries
e Réfrigérateur.

e Spectrophotometre.

Réactifs
Nous avons utilisé I’ensemble des produits suivants :
e [Eau physiologique stérile.
e Acide acétique et NaOH : Pour I’ajustement du pH
e L’huile & immersion : Pour I’observation microscopique.

e Violet de gentiane, fushine, lugol et I’éthanol : Pour la coloration de Gram.
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Annexe 03

Figure 08 : Aspect de la culture (a 37°C pendant 18 h) de Lb. brevis sur bouillant MRS.

Annexe 04

Principe de mesure de la densité optique

Lorsqu’une suspension cellulaire dans un milieu limpide est traversée par un faisceau

lumineux monochromatique, elle absorbe une quantité de lumiére qui est proportionnelle a

sa concentration cellulaire selon la loi de Beer Lambert (A= D.O= log (10/1)= €.L.C).

L Avec lp> 11
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Annexe 05

Tableau 10 : composition de l'extrait de levure {Ghaly et af ,2003)
Composition %o
- Humidité 3
- Azote total 8.8
- Protéine 55
- Solubilité (mg/1) 4 30°C  3000-1000
Acides aminés % de totale
- Alanine 34

- Acide aminobutyrique 01

- Arginine 21

- Agparaging 38

- Cystine 0.3

- Acide glutamique 72

- Glycine 16

- Histidine 0.9

- Isoleucine 20

- Leucine 248

- Lysine 32

- Methionine 0.5

- Orthonine 03

- Phenylalanine 16

- Praline 16

- Senine 19

- Threonine 19

- Tyrosine 03

- Valine 23

Sels minéreux %o

- Nacl |

- Cunvre ---
-Fer -

- Magnésium ---

- Potassium ---

- Sodium ---
Vitamines ppm

- Thiamine 20-30

- Riboflavine 50-70

- Pyridoxine 25-35

- Niacinamide 600

- Acide pontothenigque 200
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Annexe 06

Souche pure

Ensemencement l

Bouillant AIRS

Incubation 3 37 °C pendant 18 h
Sile tube devient trouble, l

on ensemencera sur boite E

Incubation 32 37 °C pendant 2448 h

Siil » a des petites colonies
rondes et blanches, on procédra
a une coloratin de Gram

Cram -+ CGram -

On metquelgue colonies l
dans le tube

Incubation 32 37 °C pendant 18 h

Ensemencement d'un ml l

Incubation 2 37 °C pendant 18 h

i

Conservation a 4 °C

Figure 13 : préparation des tubes de conservation.
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Résumé

Les coproduits de poissons représentent des ressources biologiques valorisables pouvant
générer différentes molécules d’intéréts nutritionnels et biologiques. L’objectif de ce travail
consiste de valoriser les coproduits de poissons et de lactosérum pour la formulation des milieux

de culture pour la croissance de Lactobacillus brevis.

Dans ce travail nous avons utilisé les tétes et les viscéres de la sardine et de la bogue. Ces
coproduits ont été passé par un procédé d’hydrolysé par 1’addition de 1’enzyme (papaine) afin
d’obtenir une solution limpide de couleur jaunatre. Cette derniere a été ensuite enrichie par
différents ingrédients (le lactosérum, I’extrait de foie, 1’extrait de levure et le Tween 80) afin

de formuler 7 milieux a base d’hétérolysat de poisson.

Aprés nous avons utilisé une souche de bactérie lactique (Lactobacillus brevis) pour évaluer le

potentiel des milieux formulés que nous avons comparé avec le milieu MRS.

Nous avons montré que 1’utilisation des coproduits de poissons constitue un bon substrat pour

la croissance de la souche testé.

Mots Clés : valorisation, coproduit de poisson, lactosérum, croissance, Lactobacillus brevis.
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